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Étude structurale de la protéine de capside du virus de l’immunodéficience 
féline à des fins thérapeutiques 

Le virus de l’immunodéficience féline (FIV) est un lentivirus, comme le VIH-1 qui 
infecte l’Homme. Le FIV infecte les félins domestiques et sauvages et représente 
un enjeu vétérinaire majeur car il cause un syndrome de type SIDA chez les 
animaux infectés. Aucun traitement efficace contre le FIV n’a été identifié à ce jour. 
La capside du virus est une cible thérapeutique d’intérêt et une molécule ciblant la 
capside du VIH-1 est en cours d’essai clinique. L’objectif de cette thèse est 
d’identifier des molécules interférant avec la capside du FIV, par criblage et par 
identification rationnelle à l’aide de données structurales. La capside est un 
assemblage d’oligomères de protéine de capside p24. Un des aspects de ce travail 
est l’obtention d’hexamères stables de p24 FIV pour la résolution de la structure de 
cet assemblage. Par ailleurs, une autre approche par criblage a permis d’identifier 
une molécule interférant avec l’assemblage de la capside. La première attribution 
de p24 FIV par résonance magnétique nucléaire a permis la caractérisation du site 
de fixation de ce composé, qui est homologue à celui identifié pour la molécule en 
cours d’essai clinique ciblant la capside du VIH-1. Ce composé anti VIH-1 entrant 
en compétition avec des partenaires cellulaires indispensable à la réplication du 
VIH-1, nos résultats suggèrent que le composé identifié contre p24 FIV aurait une 
action similaire. Ainsi, ce composé est prometteur pour la mise au point de 
traitements efficaces contre le FIV.  

Structural study of Feline Immunodeficiency Virus capsid protein for 
therapeutic purposes 

The Feline Immunodeficiency Virus (FIV) is a lentivirus, as HIV-1 infecting human 
beings. FIV infects both domestic and wild feline species and is a veterinary threat 
as it induces an AIDS-like syndrome in infected animals. To this day, no efficient 
treatment against FIV has been identified. The viral capsid is a therapeutic target 
of interest, and one drug binding the HIV-1 capsid is currently in clinical trials. The 
objective of this thesis is to identify molecules interfering with the FIV capsid 
through screening of existing compounds or rational drug design using structural 
data. The capsid is an assembly of oligomers of p24 capsid protein subunits. One 
of the aims of this work was the obtention of stable hexamers of FIV p24 to solve the 
structure of theses oligomers. In the meantime, a screening identified one 
compound interfering with capsid assembly. The first attribution of FIV p24 through 
nuclear magnetic resonance allowed identifying the binding site of this molecule 
on FIV p24. This site is homologous to the binding site of the capsid-targeting drug 
in clinical trials. As that anti-HIV-1 compound competes with the bonding of cellular 
proteins necessary for HIV-1 replication, our results suggest our compound 
targeting FIV p24 could target a similar mechanism. Therefore, this compound is a 
promising drug for the development of efficient anti FIV drugs.  
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I. Introduction 

 

A. Identification du virus de l’immunodéficience féline 
Le virus de l’immunodéficience féline, Feline Immunodeficiency Virus (FIV), a été 
caractérisé pour la première fois en 1987 chez des chats d’un refuge animalier de 
Petaluma en Californie (Pedersen et al., 1987). Ces chats présentaient une 
immunodéficience qui les rendaient sensibles à des infections opportunistes 
(Hartmann, 2012 ; Hoffmann-Fezer et al., 1992 ; Novotney et al., 1990) mais ils 
étaient négatifs aux virus déjà connus comme le virus FeLV qui induit une 
immunodéficience (Hartmann, 2011 ; Koshy, Gallo et Wong-Staal, 1980). Les 
prélèvements et analyses des virus de ces chats ont mis en évidence un nouveau 
rétrovirus, le virus FIV, qui appartient au genre des lentivirus dont fait également 
partie le virus de l’immunodéficience humaine (VIH).  

Le FIV a alors été recherché à plus grande échelle et il a été identifié sur l’ensemble 
de la planète, où il infecte les espèces félines domestiques et sauvages. Il est estimé 
que le virus est originaire d’Afrique et qu’il se serait répandu sur l’ensemble des 
autres continents il y a plusieurs millions d’années, en suivant les migrations des 
espèces félines (Johnson et al., 2006 ; Pecon-Slattery et al., 2008). En conséquence, 
le virus est aujourd’hui endémique sur l’ensemble de la planète. Par exemple, il 
est estimé qu’environ 5 à 10 % des chats, domestiques et sauvages et entre 20 % et 
100 % des lions , sont infectés dans le monde, avec de fortes variabilités selon les 
territoires (Brown et al., 2010 ; Little, 2011 ; Roelke et al., 2009 ; Szilasi et al., 2019).  

 

B. Les rétrovirus 

1. Classification systématique du FIV 
Selon la classification du comité international de taxonomie des virus (International 
Committee for Taxonomy of Virus, ICTV (Lefkowitz et al., 2018)), le FIV appartient à 
la famille des Retroviridae ou rétrovirus. Cette famille se divise en deux sous-
familles, les Orthoretrovirinae et les Spumaretrovirinae ou spumavirus. Les 
spumavirus ne sont pas associés à des pathologies connues. La sous-famille des 
Orthoretrovirinae se divise en plusieurs genres contenant chacun plusieurs 
espèces, avec pour chaque genre une espèce représentatrice du genre, 
correspondant à la mieux étudiée. Le FIV appartient à la sous-famille des 
Orthoretrovirinae, genre Lentivirus, dont l’espèce représentatrice est le VIH-1 
(Tableau 1). 
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Tableau 1 : Classification des membres des rétrovirus. Chaque genre regroupe plusieurs 
espèces dont une espèce représentative du genre, la mieux étudiée. La pathologie induite 
par l’espèce représentative est indiquée. D’après la classification de l’ITCV (Lefkowitz et 
al., 2018). 

Sous-famille Genre 
Espèce 

principalement 
décrite 

Pathologies 
induites par le 

représentant du 
genre 

Orthoretrovirinae 

Alpharetrovirus 
Avian leukosis virus 
(ALV) 

Lymphome, 
sarcome 

Betaretrovirus 
Mouse mammary 
tumor virus (MMTV) 

Carcinome 

Deltaretrovirus 
Bovine leukemia virus 
(BLV) 

Leucémie 

Epsilonretrovirus 
Walleye dermal 
sarcoma virus 

Sarcome 

Gammeretrovirus 
Murine leukemia virus 
(MLV ou MuLV) 

Leucémie 

Lentivirus 
Human 
immunodeficiency 
virus 1 (VIH-1) 

Immunodéficience 
acquise 

Spumaretrovirinae 

Bovispumavirus 
Bovine foamy virus 
(BFV) 

Pas de 
pathologies 
décrites 

Equispumavirus 
Equine foamy virus 
(EFV) 

Felispumavirus 
Feline foamy virus 
(FFV) 

Prosimiispumavirus 
Brown greater 
galago prosimian 
foamy virus 

Simiispumavirus 
Eastern chimpanzee 
simian foamy virus 

2. Structure et organisation génétique des rétrovirus 
Les rétrovirus sont caractérisés par l’étape de transcription inverse au cours de 
leur cycle viral. Leur génome est présent sous forme de dimère d’ARN (ARN 
génomique, ARNg) au sein des virions, puis est rétrotranscrit en ADN double brin 
(ADNdb) par une enzyme virale dans la cellule néo-infectée. Cet ADNdb est 
intégré dans le génome cellulaire, ce qui permet l’expression des gènes viraux et 
la réplication du génome viral par transcription par la machinerie cellulaire.  

Tous les rétrovirus contiennent les gènes canoniques gag, pol et env. Les gènes gag 
et env codent des protéines structurales tandis que le gène pol code des enzymes 
nécessaires à la rétrotranscription, l’intégration du génome viral dans le génome 
cellulaire et la maturation des virions. Chacun de ces gènes code des 
polyprotéines à plusieurs sous-unités, qui sont séparées par clivage protéolytique 
au cours de la morphogenèse du virus et de sa maturation. Les rétrovirus ne 
possédant que ces 3 gènes canoniques sont appelés rétrovirus simples. Les 
rétrovirus complexes possèdent des gènes supplémentaires, qui codent des 
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protéines de régulation et d’interférence avec les protéines cellulaires. Le génome 
du VIH-1 contient ainsi des protéines accessoires, comme des protéines 
impliquées dans l’échappement à la réponse immunitaire intrinsèque, comme Vpu 
(Seissler, Marquet et Paillart, 2017), ou dans la régulation de la transcription 
comme Tat, par exemple (Spector et al., 2019). Le FIV est également un rétrovirus 
complexe. Son génome contient des gènes supplémentaires codant des protéines 
comme Orf-A possédant plusieurs actions similaires à celles des protéines VIH-1 
Tat, Vpu, Vpr et Nef (Gemeniano et al., 2003 ; Parseval et Elder, 1999 ; Troyer et al., 
2013). La protéine Orf-A réalise de multiples fonctions utiles à la progression du 
cycle viral dans la cellule infectée, comme la régulation de l’expression des gènes 
viraux (Parseval et Elder, 1999) ou l’arrêt du cycle cellulaire, permissif à la 
multiplication virale (Gemeniano, Sawai et Sparger, 2004). 

 

3. Les lentivirus 
La caractéristique des lentivirus est une évolution lente de la pathologie (Haase, 
1986). Le développement du SIDA après l’infection au VIH-1 se fait en moyenne en 
10 ans (Vergis et Mellors, 2000). Pour le FIV, l’immunodéficience acquise apparaît 
en moyenne 2 ans après l’infection chez le chat domestique (B czkowski et al., 
2015) et plus de 4 ans chez le lion (Roelke et al., 2009). Le genre des lentivirus 
contient de nombreuses espèces, adaptées à un hôte animal spécifique (Sharp et 
Hahn, 2011). Les études génétiques permettent d’établir les arbres 
phylogénétiques de ces différentes espèces et de retracer l’évolution des 
différents lentivirus au cours du temps, les franchissements d’espèces hôtes et leur 
propagation dans le monde (Figure 1 (Gifford, 2012)). 

La phylogénie de la Figure 1 a pu être établie en étudiant les séquences des gènes. 
Différentes classifications peuvent être établies en fonction de ce que l’on 
compare. L’étude de Gifford propose ainsi plusieurs classifications en regardant 
soit l’ensemble des gènes, soit une protéine spécifique, soit les protéines des 
gènes canoniques gag, pol et env (Gifford, 2012). La Figure 2 présente une 
phylogénie basée sur l’alignement des séquences de l’intégrase pour différents 
lentivirus, dont le virus de l’anémie infectieuse équine (EIAV), le lentivirus 
endogène K du lapin (RELIK), le virus de la maladie de Jembrana (JDV) infectant les 
bovins, les virus de l’immunodéficience féline (FIV), humaine (VIH-1 et VIH-2) et 
simienne (SIV) et les virus des petits ruminants (SRLV), ensemble comprenant les 
virus Maedi-Visna Virus (MVV) et Caprine Arthritis Encephalitis Virus (CAEV).  
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Figure 1 : Phylogénie et géographie de l’évolution des lentivirus. Les arbres 
phylogénétiques indiquent la divergence des espèces et des types viraux et les dates 
estimées de divergence (en bleu : lien phylogénétique attesté, en rose, lien incertain). (a) 
Distribution des types de virus de l’immunodéficience simienne (SIV) entre l’Afrique 
continentale et l’ile de Bioko. (b) Évolution des lentivirus de petits ruminants (Small 
Ruminant Lentiviruses, SRLV). La flèche indique l’étape suspectée de propagation des SRLV 
et de l’évolution des génotypes A, B et E. (c) évolution de la branche du SIV, des virus de 
l’immunodéficience des prosimiens (PSIV) et du virus de l’immunodéficience féline. Les 
flèches indiquent les mouvements d’espèces animales ayant pu se propager entre les 
territoires les différentes espèces virales. D’après (Gifford, 2012). 

 

Figure 2 : Phylogénie des lentivirus basée sur l’alignement de séquences de l’intégrase 
des virus étudiés. RELIK : rabbit endogenous lentivirus K, lentivirus endogène K du lapin ; 
pSIV et SIV : virus de l’immunodéficience protosimienne et simienne ; SRLV : Small 
Ruminants Lentivirus ; JDV : virus de la maladie de Jembrana. Les acides aminés d’un même 
code couleur de surlignage correspondent à une séquence de trois acides aminés 
partagée. D’après (Gifford, 2012). 
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4. Les pathologies induites par les rétrovirus 
Les rétrovirus sont des virus infectant certains animaux, dont l’Homme. Les 
membres de la famille des Orthoretrovirinae induisent des pathologies chez les 
organismes infectés (Knipe et Howley, 2013). On retrouve ainsi des formes de 
cancers chez certains animaux. Par exemple, le Rous Sarcoma Virus (RSV) est 
responsables de cancers chez le poulet (Rubin, 2011), le virus Avian leukosis virus 
chez les oiseaux et le Human T-lymphotropic virus (HTLV) chez l’Homme (Bangham 
et Ratner, 2015 ; Matsuoka, 2005). Certains virus induisent une immunodéficience 
comme le VIH-1 chez l’Homme (Barré-Sinoussi, 1996) ou le FIV chez les espèces 
félines (Pedersen et al., 1987) (Tableau 1).  

Certains rétrovirus ne sont pas ou ne sont que peu symptomatiques et 
n’engendrent pas de pathologies. Les Spumavirus n’en induisent pas, et certains 
rétrovirus ne déterminent une pathologie que seulement chez une partie des 
populations infectées comme le Human T-cell Leukemia Virus-1 (HTLV-1), qui induit 
une leucémie chez 2 à 4 % des patients infectés ou une myélopathie chez 1 à 2 % 
des infectés (Futsch, Mahieux et Dutartre, 2018).  

Par ailleurs, au sein d’un même genre, les différentes espèces n’induisent pas 
nécessairement les mêmes pathologies chez l’hôte infecté. Parmi les lentivirus, le 
VIH-1, le VIH-2, le Simian Immunodeficiency Virus (SIV), le Bovine Immunodeficiency 
Virus (BIV) et le FIV induisent des immunodéficiences. Les autres lentivirus 
déterminent d’autres types de pathologies, comme Maedi-Visna Virus (MVV) ou 
Caprine arthritis-encephalitis Virus (CAEV). Ces virus induisent des maladies 
inflammatoires touchant les poumons ou les articulations et sont liés à des 
pathologies respiratoires ou des arthrites ; chacun de ces deux virus sont 
susceptibles d’induire ces deux types de pathologies, même si MVV cause 
majoritairement une pathologie des poumons et CAEV des articulations (Gomez-
Lucia, Barquero et Domenech, 2018). Enfin, Equine Infectious Anemia Virus (EIAV) 
induit une anémie et une thrombocytopénie (Leroux, Cadoré et Montelaro, 2004).  

Si les infections aux spumavirus sont peu symptomatiques et n’engendrent pas de 
pathologies (Knipe et Howley, 2013 ; Linial, 2000 ; Murray et Linial, 2019 ; Tobaly-
Tapiero et al., 2000), il est décrit que les co-infections par les spumavirus et d’autres 
rétrovirus peuvent aggraver les pathologies engendrées par ces autres rétrovirus. 
Cela a été décrit chez les chimpanzés co-infectés par le Simian immunodeficiency 
virus et le Simian foamy virus, et le même processus de potentialisation des 
infections est suspecté chez le chat au cours d’une co-infection entre Feline foamy 
virus et FIV ou FeLV (Cavalcante et al., 2018). 

5. Les modes de transmission des rétrovirus 
La transmission des rétrovirus se fait via le sang, les fluides sexuels, les fluides 
nasopharyngés, ou de la mère à l’enfant au cours de la grossesse ou par 
l’allaitement (Scott et al., 2008 ; Troyer et al., 2008). Dans le cas du FIV, le mode de 
transmission majoritaire semble être davantage les infections intramusculaires ou 
par échanges de sang, résultant très probablement de combats entre individus 
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(Litster, 2014 ; Miller et al., 2017) plutôt que par transmissions sexuelles ou 
verticales de la mère aux chatons (Rogers et Hoover, 1998 ; Sellon et al., 1994). 

6. La productivité de l’infection en fonction du cycle 
cellulaire 

Les rétrovirus intègrent leur génome au sein du génome cellulaire, situé à 
l’intérieur du noyau. Il se pose donc le problème de l’import du génome viral dans 
le noyau. Certains rétrovirus ne peuvent ainsi réaliser une infection productive que 
dans des cellules en cours de division cellulaire. Au cours de cette dernière, le 
noyau est désassemblé temporairement, ce qui rend accessibles les chromosomes 
cellulaires pour l’intégration du génome viral dans le génome cellulaire (Roe et al., 
1993).  

L’import nucléaire du génome viral des lentivirus ne requiert pas le 
désassemblage du noyau (Naldini, 1998). Cet import est réalisé par des 
mécanismes spécifiques permettant l’import dans le noyau. Cependant, les 
lentivirus ne sont pas complètement indépendants du cycle cellulaire pour la 
réalisation du cycle viral, notamment lors de la phase de la rétrotranscription ; le 
VIH-1 requiert l’inhibition de certaines protéines cellulaires par l’entrée en phase 
G1 des macrophages infectés (Ferreira et al., 2020) et des lymphocytes T CD4 
(Roux et al., 2019). D’autres lentivirus expriment des protéines inhibant la 
restriction cellulaire à l’infection, comme la protéine Vpx pour VIH-2 (Bakir, 2018). 
La dépendance de la progression dans le cycle cellulaire pour l’infection virale 
apparaît donc comme spécifique à chaque virus, selon des interactions 
hôtes/pathogènes précises. À notre connaissance, la dépendance du FIV au cycle 
cellulaire pour l’infection n’a pas été décrite.  

C. Co-évolution entre le FIV et ses hôtes 
On distingue parmi l’ensemble de l’espèce FIV, des types apparentés distincts qui 
circulent parmi les différents hôtes. Le virus infecte ainsi le puma, le lynx, les chats 
domestiques et sauvages, le lion et la panthère (Pecon-Slattery et al., 2008). La 
Figure 3 présente un arbre phylogénétique des types et sous-types du FIV.  

Les souches sont adaptées à leur hôte mais restent transmissibles entre espèces, 
avec quelques cas de transmission d’une souche (FIVpcoA) passant du puma au 
lynx (Franklin et al., 2007 ; Lee et al., 2017). Les souches circulant chez le lynx et le 
puma sont capables d’infecter le chat domestique (VandeWoude, Troyer et Poss, 
2010). Les analyses génétiques ont permis de reconstruire les lignées évolutives 
des différentes souches de FIV et de montrer une co-évolution du FIV avec les 
espèces félines mais également des événements de franchissement d’espèces 
anciens et récents (Figure 4). 
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Figure 3 : Phylogénie des types et sous-types du virus de l’immunodéficience féline 
identifiés parmi des espèces domestiques et sauvages (basée sur le gène pol-RT). Les 
différentes souches présentant un tropisme pour certaines espèces félines peuvent être 
classées en plusieurs familles, avec différents sous-types au sein de ces familles. L’échelle 
indique le nombre de substitutions par site. Les souches entourées d’une même couleur 
infectent la même espèce hôte. L’arbre phylogénétique a été obtenu par la méthode du 
maximum de vraisemblance (Pecon-Slattery et al., 2008).  

Si le FIV est adapté à ses hôtes félins, les transmissions vers l’Homme n’ont jamais 
été observées. Les facteurs de restriction antiviraux humains sont efficaces contre 
le FIV (Zhang et al., 2018) et, réciproquement, les facteurs antiviraux félins 
restreignent les infections de ces espèces par le VIH-1 ou le SIV (Zhang et al., 2016). 

Enfin, au sein même d’une espèce hôte, les souches circulantes diffèrent. Le FIV 
possède plusieurs types et sous-types qui n’ont pas une distribution homogène sur 
l’ensemble de la planète (Westman et al., 2016). En fonction des territoires étudiés, 
les prévalences des infections dans la population présentent de fortes variations, 
de 1 à 44 % (B czkowski et al., 2015).  
 

 

 

 

 



INTRODUCTION 
Le cycle viral du FIV I.D 
 

 
22 

 

Figure 4 : Co-évolution des souches de FIV et des espèces infectées. Les couleurs 
identiques indiquent les correspondances entre une espèce féline et la souche virale 
circulant majoritairement au sein de l’espèce féline. La majorité des embranchements 
phylogénétiques montre une correspondance entre l’évolution des espèces félines et celle 
des souches virales, mais les arbres ne sont pas rigoureusement parallèles et des sauts 
d’espèces ont eu lieu. Les lignes rouges indiquent des événements anciens de sauts 
d’espèces qui ne respectent pas cette concordance phylogénétique, et les lignes noires 
en pointillés les infections possibles par saut d’espèces. (Troyer et al., 2008). 

D. Le cycle viral du FIV 

1. Processus du cycle viral 
Le FIV, comme les autres rétrovirus, est un virus enveloppé, portant des protéines 
d’enveloppe dans la membrane virale. Le virion contient des structures 
supramoléculaires contenant le génome viral. Le cycle viral du FIV est initié par 
l’interaction entre ces protéines d’enveloppe et les récepteurs cellulaires, 
permettant la fusion du virus avec la cellule cible (voir la section suivante pour plus 
de détails). Les structures supramoléculaires sont alors libérées à l’intérieur de la 
cellule. Le génome viral est rétrotranscrit en ADNdb, qui s’intègre ensuite dans le 
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génome cellulaire, ce qui permet d’exprimer les gènes viraux, aboutissant à la 
formation des protéines virales et la formation des nouveaux virions (Figure 5). 

Le cycle cellulaire chez le FIV reste cependant mal décrit. Le cycle viral du VIH-1, 
virus modèle du genre des lentivirus, sert donc de référence pour essayer de 
mieux comprendre le FIV, son cycle cellulaire et ses partenaires cellulaires 
nécessaires à la multiplication du virus. Dans la suite de cette partie, les 
informations vérifiées sur le FIV seront indiquées, et les informations plus 
générales sur le VIH-1 seront supposées comme pouvant être transposables au FIV. 

 

Figure 5 : Cycle viral du FIV (Kenyon et Lever, 2011). Après interaction avec le récepteur 
CD134, la membrane virale fusionne avec la membrane plasmique et la capside virale 
pénètre dans la cellule. La transcription inverse a lieu post-infection et l’ADN double brin 
viral est intégré au sein du génome cellulaire, ce qui permet l’expression des protéines 
virales. Les protéines précoces permettent la régulation de l’expression des protéines 
tardives, par exemple la protéine Gag, et l’export des ARNg qui seront incorporés dans 
les virions en formation.  

2. Infection de la cellule 
L’infection d’une cellule initie le cycle viral jusqu’à la libération de nouveaux 
virions hors de la cellule. Les glycoprotéines d’enveloppe des souches du FIV 
infectant le chat interagissent avec les récepteurs cellulaires félins CD134 et 
CXCR4 (Kenyon et Lever, 2011 ; Richardson et al., 1999 ; Shimojima et al., 2004). 
Lors de l’interaction entre les glycoprotéines virales d’enveloppe et les récepteurs 
cellulaires, les réarrangements structuraux des glycoprotéines mènent à la fusion 
de la membrane virale avec la membrane plasmique et ainsi l’entrée du matériel 
viral dans le cytosol. 
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Cependant, on observe une variabilité sur le récepteur utilisé en fonction du type 
viral et de l’espèce infectée : en effet les récepteurs utilisés par les virus circulant 
chez le lion et le puma sont encore inconnus mais CD134 n’est pas impliqué (Troyer 
et al., 2008). Cependant, les récepteurs utilisés par le virus et leur expression dans 
des types cellulaires spécifiques déterminent le tropisme cellulaire du virus, ce qui 
correspond, dans le cas du FIV, aux lymphocytes T CD 4 (Shimojima et al., 2004) et 
aux cellules placentaires (Scott et al., 2008).  

3. Le rôle de la capside dans le transport du génome 
Le génome viral est protégé au sein d’un assemblage supramoléculaire, la capside. 
La capside limite les diffusions entre l’intérieur et l’extérieur ; le génome viral est 
contenu à l’intérieur et les protéines cellulaires ne rentrent pas dans la capside, 
mais les petites molécules comme les désoxynucléotides cellulaires peuvent le 
faire et permettre ainsi la rétrotranscription du génome en ADNdb (Jacques et al., 
2016). Enfin, la décapsidation est requise pour la réalisation complète du cycle viral 
et pour la libération du génome viral. 

Chez le VIH-1, la capside est transportée jusqu’au noyau en recrutant des 
transporteurs moléculaires cellulaires utilisant le cytosquelette, plus précisément 
les microtubules (Dharan et Campbell, 2018 ; Malikov et al., 2015 ; Novikova et al., 
2019 ; Santos da Silva et al., 2020). Ces microtubules convergent vers le centre 
organisateur des microtubules situé à proximité du noyau (extrémités (-) (Lelek et 
al., 2015)). Au voisinage du noyau, la capside interagit avec les nucléoporines des 
pores nucléaires ce qui permet l’entrée de la capside et donc du matériel 
génétique du virus (les interactions et les partenaires seront précisés dans la partie 
I.G page 38).  

La rétrotranscription du génome en ADNdb a lieu au sein de la capside et est 
catalysée par la transcriptase inverse virale (Renner et al., 2021 ; Song, 2020 ; Xu et 
al., 2020). Des publications récentes suggèrent que la décapsidation a lieu à 
l’intérieur du noyau de la cellule infectée ou du moins la décapsidation complète. 
Il a également été montré que la rétrotranscription pourrait avoir lieu dans le 
noyau, après l’entrée de la capside dans ce dernier (Dharan et al., 2020). À notre 
connaissance, le lieu de la décapsidation du FIV ou d’autres lentivirus n’a pas été 
étudié en détails mais nous pouvons supposer que ce mécanisme est partagé au 
sein de la famille des lentivirus.  

4. Formation du complexe de pré-intégration 
La transcription inverse a lieu dans la capside, soit encore intacte soit partiellement 
désassemblée selon les modèles proposés. Le produit de la rétrotranscription est 
donc le génome sous forme d’ADNdb. Cet ADNdb interagit avec l’intégrase virale 
IN, mais également avec des protéines cellulaires (Suzuki et Craigie, 2007). 
Chaque extrémité de l’ADNdb est liée à une intégrase. Chez le VIH-1, l’ensemble 
du complexe formé entre l’ADN, les protéines virales et cellulaires forme le 
complexe de pré-intégration (Pre-integration complex, PIC, Figure 6). Ce 
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complexe a une taille estimée à 30 nm (Suzuki et Craigie, 2007 ; Woodward et al., 
2009).  

 

Figure 6 : Déroulement de l’import du génome viral (modèle à décapsidation 
cytoplasmique). RTC : complexe de transcription inverse, PIC : complexe de pré-
intégration, MTOC : centre organisateur des microtubules. (Suzuki et Craigie, 2007) 

Les intégrases des lentivirus, y compris celle du VIH-1 et du FIV, interagissent avec 
des facteurs de transcription cellulaires. Par exemple, l’intégrase du VIH-1 
interagit avec la protéine LEDGF/p75 humaine ; cette interaction permettrait de 
protéger l’intégrase de la dégradation (Llano et al., 2004). Les nucléoporines 
humaines contribuent à l’import nucléaire du complexe de pré-intégration du 
VIH-1, comme les nucléoporines Nup153 (Figure 6) (Woodward et Chow, 2010). 
Pour le FIV, il a été montré que l’intégrase virale interagit avec LEDGF humaine 
(Llano et al., 2004) qui partage 96 % d’identité de séquence avec LEDGF féline 
(entrées Uniprot O75475 et Q66T72 respectivement). Cette conservation de 
séquence suggère une conservation de l’interaction entre l’intégrase du FIV et 
LEDGF féline. Pour l’import du PIC du FIV, la protéine d’import nucléaire TNPO3 
semble être la protéine permettant cet import (Kenyon et Lever, 2011 ; Krishnan et 
al., 2010). 

Une fois l’ADNdb synthétisé et importé dans le noyau, l’intégrase virale permet 
l’intégration du génome viral dans le génome cellulaire, dans un site de 
l’euchromatine ciblé par son cofacteur cellulaire. Cette insertion permet 
l’expression des différents gènes viraux.  
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5. Régulation de l’expression des protéines virales 
précoces et tardives 

Les gènes précoces sont exprimés en premier au cours d’une infection par un 
lentivirus. Ces gènes sont exprimés via la transcription cellulaire, ce qui forme des 
ARNm ayant subi le processus d’épissage et de polyadénylation (Cullen, 1991). Les 
ARNm libérés permettent alors la production des protéines précoces, qui sont des 
protéines de régulation de l’expression des autres gènes viraux.  

Chez le VIH-1, on retrouve ainsi la protéine transactivatrice Tat et la protéine 
d’export d’ARNm Rev. Ces protéines régulent l’expression génétique des gènes 
viraux ; la protéine transactivatrice stimule la transcription des gènes (Spector et 
al., 2019). La protéine Rev permet l’export des ARNm partiellement ou non épissés 
(Cullen, 1991), qui codent les protéines tardives, dont les polyprotéines Env, 
Pr55Gag ou Gag et Gag-Pol (Knipe et Howley, 2013).  

Ces gènes ont leurs homologues chez le FIV (Kenyon et Lever, 2011), avec la 
protéine Orf-A qui aurait de nombreux rôles, dont un similaire à celui de Tat 
(Gemeniano, Sawai et Sparger, 2004 ; Pistello et al., 2002 ; Sundstrom et al., 2008), 
et la protéine FIV Rev (Marchand, Lemay et Archambault, 2020 ; Phillips et al., 
1992). Ainsi, de la même façon ces protéines permettent la formation des 
polyprotéines d’enveloppe et de structure.  

6. Expression et assemblage des protéines 
structurales et formation des virions 

La polyprotéine Env est une glycoprotéine membranaire. Elle porte un peptide 
signal vers la voie sécrétoire et contient un site de clivage protéolytique d’une 
protéase cellulaire de la voie sécrétoire (Verschoor et al., 1993). La polyprotéine 
d’enveloppe FIV gp150 est clivée en la protéine gp100/SU et la protéine gp36/TM. 
Ces deux sous-unités sont les équivalents de gp120 et gp41 du VIH-1, 
respectivement. Ces deux fragments de clivage restent liés par liaisons faibles. Le 
fragment gp100 est exposé à la membrane des virions et interagit avec le récepteur 
cible pour l’entrée du virus dans la cellule (Kenyon et Lever, 2011 ; Scott et al., 
2008). 

L’autre polyprotéine structurale du virion, la polyprotéine Gag, porte les sous-
unités impliquées dans la formation des complexes supramoléculaires internes au 
virion. Le transcrit à l’origine de la protéine Gag peut également générer la 
polyprotéine Gag-Pol par mécanisme de décalage du cadre de lecture sur le 
ribosome. En effet, le même transcrit contient les deux gènes gag et pol séparés 
par un codon-stop. La plupart des peptides issus de la traduction de ce transcrit 
s’arrête donc sur ce codon-stop. Cependant la séquence ARN de gag permet la 
formation de structures tige-boucle particulières de l’ARNm au niveau de ce codon-
stop, pouvant induire un décalage du cadre de lecture sur le ribosome (décalage 
de -1) menant à la traduction de la polyprotéine Gag-Pol. Ce processus est assez 
rare ; chez VIH-1 il est estimé qu’une fraction de 0,1% à 5 % des processus de 
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traduction amènent à la synthèse de la polyprotéine Gag-Pol (Mouzakis et al., 2013 ; 
Novikova et al., 2019 ; Reil et al., 1993). 

La partie Pol contient des sous-unités à activité enzymatique. La protéine FIV Pol 
contient la rétrotranscriptase RT, la désoxyuridine 5’-triphosphate 
nucléotidohydrolase DU, l’intégrase IN et la protéase PR (Figure 7), qui sont ainsi 
incorporées dans les virions lors de l’assemblage des protéines Gag et Gag-Pol à 
la membrane. Le virion formé contient donc ainsi les protéines structurales et les 
enzymes nécessaires à l’accomplissement du cycle viral dans la cellule néo-
infectée.  

 

Figure 7 : Organisation de la polyprotéine Gag et Gag-Pol du FIV. Le processus de 
décalage du cadre de lecture peut se produire au niveau du codon-stop suivant la sous-
unité NC/p13 de Gag, ce qui amène à la synthèse de la polyprotéine Gag-Pol. La partie Pol 
contient des sous-unités à activité enzymatique : la protéase virale PR, la rétrotranscriptase 
RT, la dUTP nucléotidohydrolase DU et l’intégrase IN. 

Les polyprotéines FIV Gag et FIV Gag-Pol s’assemblent alors entre elles et 
interagissent avec un dimère d’ARNg (González et Affranchino, 2018). Elles 
interagissent avec les polyprotéines d’enveloppe et les recrutent au niveau de la 
membrane (Affranchino et González, 2014) et permettent l’assemblage des virions 
par bourgeonnement, sous leur forme immature.  

L’assemblage des polyprotéines Gag se fait de façon sphérique ou quasi-
sphérique, ce qui crée le bourgeonnement à la membrane plasmique. Les 
protéines Gag recrutent ultimement les protéines de la voie de l’exocytose qui 
terminent le bourgeonnement et permettent la libération du virion pour initier un 
nouveau cycle viral (cet aspect sera détaillé dans la partie suivante). 

E. La polyprotéine Gag des lentivirus 
La polyprotéine Gag (pour « groupement antigénique ») est une protéine de 
structure des lentivirus qui contient plusieurs sous-unités impliquées dans 
l’architecture structurale du virus. Les sous-unités chez les différents lentivirus sont 
présentées sur le schéma suivant (Figure 8). 

Dans le cas du FIV, la polyprotéine FIV Gag est clivée par la protéase virale, ce qui 
libère plusieurs sous-unités : la sous-unité MA/p15, CA/p24, un domaine espaceurs 
p1 et la sous-unité NC/p13 (Elder et al., 1993). La nomenclature MA/CA/NC est 
commune à l’ensemble des rétrovirus et fait référence à leur rôle structural (MA : 
protéine de la matrice ; CA : protéine de la capside ; NC : protéine de 
nucléocapside). La seconde nomenclature renvoie à la masse apparente de ces 
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fragments sur gel SDS-PAGE (en kilodaltons, kDa). Les masses apparentes ne 
correspondent pas à la masse exacte de la protéine (Figure 8). 

 

Figure 8 : Comparaison des différentes sous-unités Gag des lentivirus. Elles varient en 
longueur et présentent différents sites de clivage protéolytique qui amènent à la libération 
de plusieurs sous-unités (protéine de matrice en gris clair, protéine de capside en bleu, 
protéine de nucléocapside en blanc, domaines espaceurs en gris foncé, domaine tardif (p6 
ou p9) en jaune). Selon les espèces, le domaine tardif n’est pas individualisé et est lié à la 
protéine de nucléocapside. Protéines Visna Gag, VIH-1 Gag, FIV Gag CAEV Gag, SIV Gag, 
EIAV Gag, BIV Gag : entrées UniProtKB P03352, P12493, P16087, P33458, P05893, P69732, 
P19558, respectivement. 

Cette organisation de la polyprotéine Gag est ainsi partagée chez l’ensemble des 
lentivirus, avec cependant de petites variations sur les longueurs des fragments et 
sur le nombre de sites de clivage protéolytique (Figure 8) (Cowley et Mackin, 
1997). Ainsi chez le VIH-1, la polyprotéine Gag est clivée en MA/p17, CA/p24, un 
fragment espaceur SP1/p2, NC/p7, un autre fragment espaceur SP2/p1 et la 
protéine p6. Il y a ainsi trois différences notables entre VIH-1 et FIV à ce niveau : la 
taille de la protéine de matrice légèrement plus grande chez le VIH-1, l’existence 
d’un fragment espaceur supplémentaire chez le VIH-1 et l’absence de site de 
coupure protéolytique sur NC/p13 chez le FIV par rapport au VIH-1 où la protéine 
est séparée en NC + p6 par ce site supplémentaire (Figure 8). 

Ces sous-unités assurent chacune une fonction avant la maturation au sein du 
précurseur Gag, mais également après maturation et après leur réassemblage qui 
forme les structures virales de matrice, capside et nucléocapside (Figure 9).  
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Figure 9 : Architecture des virus immatures et matures. Les images du bas sont des clichés 
de microscopie électronique à transmission sur des virions immatures et matures. Au sein 
des virus immatures, les protéines Gag sont distribuées radialement sur la particule virale. 
Après maturation, les assemblages supramoléculaires se forment. Barre d’échelle : 100 nm 
(d'après Novikova et al., 2019). 

Chez le FIV comme le VIH-1, la sous-unité MA a une affinité pour la membrane 
plasmique via son ancre lipidique de myristoylation et son domaine basique, 
chargé positivement et établissant alors des liaisons électrostatiques avec les 
lipides de la membrane chargés négativement (Brown et al., 2015 ; Chukkapalli et 
Ono, 2011). Cela permet une accumulation des polyprotéines Gag à la membrane. 
La sous-unité NC contient deux motifs à doigts de zinc liant les acides nucléiques 
et reconnaît le génome viral sous sa forme de dimères d’ARNg via la séquence  
portée par l’ARNg (Manrique et al., 2004 ; Wu et al., 2014). Enfin, la sous-unité p24 
est capable d’interaction avec les autres sous-unités p24 des polyprotéines Gag, 
ce qui stabilise les interactions entre différentes sous-unités Gag (Briggs et al., 
2009 ; Wright et al., 2007). 

La maturation des polyprotéines Gag se fait par protéolyse, catalysée par la sous-
unité PR des protéines Gag-Pol. Les sous-unités libérées par le clivage 
protéolytique se réorganisent ensuite selon leurs affinités pour leurs partenaires : 
les sous-unités MA forment la matrice du virus, située sous la membrane. Les sous-
unités NC se lient au dimère d’ARNg et forment la nucléocapside. Cette 
nucléocapside est enfermée au sein d’une structure supramoléculaire, la capside, 
formée par l’assemblage des sous-unités p24.  

L’export des ARNg depuis le noyau déclenche le processus d’assemblage viral. Le 
processus a été particulièrement étudié pour le VIH-1. Les domaines NC de la 
polyprotéine Gag se lient autour des dimères d’ARNg par la reconnaissance des 
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séquences  formant des structures tige-boucle reconnues par NC (Guo et al., 
2020 ; Iraci et al., 2018 ; de Rocquigny et al., 2014). Cela crée un point de nucléation 
de quelques polyprotéines autour de l’ARNg. Les complexes ribonucléoprotéiques 
formés sont acheminés à la membrane par l’intermédiaire de l’ancrage par la sous-
unité MA via son ancre de myristoylation et son domaine basique (Figure 10). Chez 
le FIV, les domaines NC sont également impliqués dans la reconnaissance de la 
région ψ de l’ARN génomique du FIV (Manrique et al., 2004). 

Puis, les sous-unités p24 au sein de Gag interagissent entre elles via leur domaines 
N-terminaux selon un assemblage hexamérique (Novikova et al., 2019). Les 
domaines espaceurs entourant la sous-unité de capside sont nécessaires à la 
flexibilité des sous-unités p24 au sein de Gag. Les réarrangements structuraux de 
ces domaines et espaceurs sont nécessaires à la formation des hexamères : ceux 
du domaine C-terminal de p24 et du domaine espaceur SP1/p2 (Figure 11) 
(Novikova et al., 2019 ; Wagner et al., 2016 ; Wright et al., 2007). Les protéines Gag 
possèdent plusieurs lysines au niveau du domaine p24 (K290 et K359) qui, lorsque 
les monomères s’assemblent en hexamères, forment un anneau de lysine portant 
des charges positives. Ces charges sont stabilisées par un polyanion, l’inositol 
hexakisphoshate (IP6) (Dick, Mallery, et al., 2018).  

Ces assemblages stabilisent la structure sphérique composée d’hexamères de Gag 
qui se forme à la membrane plasmique. Ainsi, l’arrangement hexamérique des 
protéines Gag au niveau de la membrane plasmique initie le bourgeonnement des 
virions à la membrane. L’assemblage se termine par la formation d’une sphère 
incomplète au niveau de la membrane plasmique, qui permet alors la libération 
des virions. Il est estimé qu’entre 1 500 et 4 000 unités Gag ou Gag-Pol sont 
incorporées au sein d’un virion (Arhel, 2010 ; Carlson et al., 2010).  

L’assemblage uniquement hexamérique favorise la formation d’une surface à faible 
courbure (Briggs et al., 2009 ; Wright et al., 2007). L’assemblage des protéines Gag 
laisse quelques zones de la sphère non recouvertes. Cette incomplétude dans la 
fermeture de la sphère permet de répondre à la contrainte liée à l’absence de 
pentamère dans la structure immature (Figure 12). 
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Figure 10 : Déroulement de l’assemblage du VIH-1 à la membrane de la cellule infectée. 
myrMA : protéine MA myristoylée, SP1 et SP2 : peptides espaceurs (respectivement p2 et 
p1), CT : domaine cytoplasmique de gp41 (cytoplasmic tail), RER : réticulum 
endoplasmique rugueux, ESCRT : complexe ESCRT de l’exocytose. D’après (Murphy et 
Saad, 2020).  
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Figure 11 : Assemblage hexamèrique des protéines VIH-1 Gag dans les virions immatures. 
Les observations en cryo-microscopie électronique ont permis d’obtenir une carte de 
densité dans laquelle ont été positionnés les domaines N-terminaux de p24 (cyan), C-
terminaux de p24 (jaune) et SP1 (magenta). Barre d’échelle : 8 nm. (Wright et al., 2007). 

Les lacunes dans l’assemblage sur la sphère entière des protéines Gag concernent 
entre 40 et 60 % de la sphère (Carlson et al., 2008 ; Wright et al., 2007). Les 
domaines C-terminaux de Gag présentent un motif conservé nommé PT/SAP 
(NC/p13, acides aminés 72-75 chez le FIV, p6, acides aminés 7-10 chez le VIH-1) 
capables de recruter le complexe ESCRT du trafic vésiculaire et d’exocytose 
(Williams et Urbé, 2007). Le complexe ESCRT clôt le bourgeonnement initié au 
niveau de la membrane et permet la libération du virion (Briggs et al., 2009 ; 
Carlson et al., 2008, 2010 ; Vecchio et al., 2020). 
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Figure 12 : Défauts d’assemblage sphérique des hexamères de Gag. Les cartes ont été 
construites depuis les observations en microscopie électronique à transmission des 
particules virales. Les simulations informatiques ont corrélé les signaux observés avec les 
signaux théoriques associés à un assemblage des hexamères en une sphère. Le code 
couleur des hexamères indique une bonne corrélation entre ces deux signaux (en vert) ou 
mauvaise (en rouge). Certaines zones de la sphère ne sont pas couvertes par le réseau 
hexamérique de Gag. A) Vues de la particule virale entière. B) Vues sur les zones où 
l’assemblage de Gag présente des défauts. (Briggs et al., 2009) 

F. La capside des lentivirus 
La capside est un assemblage supramoléculaire retrouvée chez l’ensemble des 
lentivirus, issue de l’assemblage d’une même protéine, la sous-unité CA/p24. Elle 
contient et protège le génome viral (Campbell et Hope, 2015) et permet son 
transport jusque dans le noyau (Dharan et Campbell, 2018 ; Santos da Silva et al., 
2020). L’assemblage permet d’exclure les RNAses cytosoliques ou les protéines 
senseurs d’ARN viraux (Campbell et Hope, 2015 ; Gao et al., 2013) et de maintenir 
la transcriptase inverse à proximité de l’ARNg et donc de favoriser la transcription 
inverse du génome viral. De la même façon que précédemment, la capside la plus 
étudiée est celle du VIH-1.  

La capside mature se forme spontanément dans les virions après clivage de la 
polyprotéine Gag par la protéase et libération de la sous-unité p24. Cette protéine 
contient deux domaines, N et C-terminaux, reliés par une courte boucle flexible. 
Le domaine N-terminal contient une boucle riche en proline qui interagit avec des 
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isomérases peptidyl-proline comme le cyclophiline A (page 38) (Figure 13). Cette 
caractéristique est retrouvée chez le SIV, VIH-1 et VIH-2 et le FIV. Cette protéine 
p24 s’assemble spontanément pour former la capside virale. Alors que p24 au sein 
de Gag ne formait que des hexamères, les sous-unités libérées s’assemblent en 
hexamères et en pentamères pour former la capside virale.  

 

Figure 13 : Structure de la protéine VIH-1 p24. Les deux domaines N et C-terminaux (vert 
et jaune, respectivement) sont reliés par une boucle flexible (noir). Le domaine N-terminal 
contient une boucle riche proline (boucle en bleu, prolines en blanc). Entrée PDB 3MGE 
(Pornillos et al., 2010). 

 

Chez le VIH-1, la structure de la capside virale mature a été résolue grâce à des 
observations en cryo-microscopie électronique (cryoEM) à transmission (Zhao et 
al., 2013). Elle est constituée d’assemblages pentamériques et hexamériques (les 
capsomères), assemblés en une forme fullerène, respectant les contraintes de la 
symétrie icosaédrique (12 pentamères et des hexamères) mais sans adopter de 
forme géométrique régulière d’après des observations en cryoEM qui témoignent 
d’une forte variabilité des formes des capsides (Arhel, 2010 ; Briggs et al., 2004). 
On parle ainsi d’assemblage pseudo-icosaédrique (Figure 14).  
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Figure 14 : Structure de la capside du VIH. Les observations en microscopie électronique 
(Zhao et al., 2013) (barre d’échelle : 100 nm) ont permis la reconstruction de la structure 
de la capside. B) schéma de la capside et de la forme pseudo-icosaédrique (Arhel, 2010). 
C) Modèle atomique de la capside reconstruit depuis les structures individuelles des 
pentamères et hexamères et les observations de la capside complète en microscopie 
électronique (Pornillos, Ganser-Pornillos et Yeager, 2011). 

Les acides aminés chargés positivement de la sous-unité VIH-1 p24 forment des 
anneaux au sein des capsomères, comme les anneaux de lysine de la polyprotéine 
Gag avant maturation (voir la partie I.E, page 27 (Dick, Mallery, et al., 2018 ; 
Mallery et al., 2018)). Ces anneaux sont également stabilisés par le polyanion IP6 
au niveau de l’arginine 18 de p24 après maturation (Renner et al., 2021). Les 
interactions électrostatiques entre les anneaux chargés positivement et l’IP6 
stabilisent la capside et augmente sa durée de vie au sein de la cellule néo-
infectée.  

Chez le FIV, la capacité de la sous-unité CA/p24 à s’autoassembler pour former la 
capside a également été décrite (Affranchino et González, 2010 ; Serrière, Fenel, et 
al., 2013). Il a donc été inféré que de la même façon, cette structure répondant aux 
mêmes contraintes que chez VIH-1, la capside de FIV est formée d’hexamères et 
de 12 pentamères et que les processus d’assemblage de la capside de VIH-1 et de 
FIV sont similaires (Reed et al., 2018).  

La structure des capsomères du VIH-1 a ensuite été résolue par cristallographie 
aux rayons X et, plus récemment, par RMN du solide et cryo-EM (Lu et al., 2020 ; 
Pornillos et al., 2010 ; Zhao et al., 2013) (Figure 15). Chez le FIV, à ce jour il n’y a 
pas de structure atomique des capsomères. La structure de FIV p24 isolée, sous 
forme monomérique seule, a précédemment été obtenue dans l’équipe (Folio et 
al., 2017) (entrée PDB 5NA2, Figure 16).  
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Figure 15 : Structure d’un hexamère de VIH-1 p24. Un monomère est mis en valeur en 
couleur, avec le domaine N-terminal de la protéine en bleu et le C-terminal en orange. Les 
domaines N-terminaux interagissent avec les N-terminaux de leurs voisins et le C-terminal 
d’un voisin au sein de l’hexamère (entrée PDB 3H47). 

La structure d’une protéine p24 est composée majoritairement d’hélices  et de 
deux courts brins  à son extrémité N-terminale. La protéine p24 est constituée de 
deux domaines, N-terminal et C-terminal, séparés par une boucle flexible (Figure 
16 A). Les deux protéines présentent une très forte homologie structurale et chaque 
domaine de FIV p24 est superposable à son équivalent de VIH-1 p24. Malgré une 
homologie de séquence de seulement 30 % entre les deux protéines, leur 
repliement est conservé (Figure 16 B). En revanche, la boucle flexible, dont la 
séquence est peu conservée, n’adopte pas la même conformation dans le cristal de 
FIV p24 que dans l’hexamère de VIH-1 p24. Ainsi, les deux domaines N- et C- 
terminaux ne sont pas positionnés de la même façon l’un par rapport à l’autre dans 
ces deux formes. Or, la structure cristalline de l’hexamère de VIH-1 p24 révèle que 
le domaine C-terminal interagit avec le domaine N-terminal d’une autre chaîne 
voisine dans le capsomère et ainsi de suite pour stabiliser la structure (Figure 15). 
De plus, la structure de FIV p24 a été obtenue dans le contexte d’une conformation 
dimérique artéfactuelle avec les deux chaînes reliées par un pont disulfure dû aux 
conditions de cristallogenèse.  
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Figure 16 : Comparaison des structures de VIH-1 p24 et FIV p24 (Folio et al., 2017 ; Pornillos 
et al., 2010) (entrées PDB 3MGE et 5NA2, respectivement). A) Superposition des structures 
de VIH-1 p24 (domaine N-terminal en vert, C-terminal en jaune et linker en noir) et de FIV 
p24 : (domaine N-terminal en bleu, C-terminal en orange et linker en blanc). B) 
Comparaison des séquences et des structures secondaires de deux protéines. 
L’alignement des séquences a été réalisé par le serveur ENDscript. 

Cet artéfact crée une contrainte dans la structure adoptée par la protéine dans le 
cristal et contribue à la différence de flexion de la boucle entre les deux domaines. 
Ces différences structurales nous empêchent de modéliser la structure 
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hexamérique depuis le monomère en l’absence de structure publiée pour les 
capsomères de FIV.  

G. Les partenaires cellulaires de la capside 
La capside des lentivirus est capable d’interagir avec de nombreux partenaires 
cellulaires. Ces interactions participent à la réalisation du cycle viral, notamment 
au transport de la capside depuis la membrane plasmique jusqu’au noyau 
cellulaire. Certaines interactions sont nécessaires à l’établissement du cycle viral 
et permettent l’intégration du génome viral dans le génome cellulaire, alors que 
d’autres protéines agissent comme facteurs de restriction de l’infectiosité des 
rétrovirus, qui ont principalement été étudiées chez le VIH. 

1. Les facteurs de restriction ciblant la capside 
Les cellules expriment de nombreux facteurs de restriction antiviraux qui limitent 
les possibilités d’infection par les virus. La problématique de l’échappement à ces 
facteurs de restriction se pose ainsi pour l’ensemble des virus. 

Par exemple, la protéine TRIM5  chez la souris limite l’infection au Murine 
Leukemia Virus (MLV) par accélération de la décapsidation (Dietrich et al., 2011 ; 
Perron et al., 2007). Les protéines TRIM5  sont des E3 ubiquitine ligases qui 
facilitent la dégradation des protéines de capside et la décapsidation (Danielson et 
Hope, 2013). Leurs rôles dans une protection contre les infections par VIH-1 ont été 
très étudiés comme moyen thérapeutique (Ganser-Pornillos et Pornillos, 2019 ; 
Sastri et Campbell, 2011). 

La coévolution entre lentivirus et Mammifères a amené à la sélection de souches 
virales moins sensibles à la restriction par les TRIM5  des cellules qu’elles 
infectent. Ainsi, les TRIM5  simiennes sont capables de restreindre les infections 
au VIH-1, mais pas les TRIM5  humaines (Stremlau et al., 2005). Les TRIM5  de 
Macaca mulatta et humaines sont capables d’inhiber l’infection par le FIV des 
cellules simiennes et humaines (Diaz-Griffero et al., 2007 ; Saenz et al., 2005). 

L’analyse de lentivirus anciens et actuels montre par exemple une conservation de 
la boucle de fixation de la cyclophiline A, une isomérase peptidyl-proline cellulaire 
(Goldstone et al., 2010). Cette protéine est conservée chez l’ensemble des 
Mammifères. La fixation de TRIM5  sur la protéine de capside a été observée chez 
le VIH-1 (Gamble et al., 1997), le virus de l’immunodéficience simienne SIVcpz, 
SIVagm et le FIV. Dans le cas du FIV, VIH-1 et SIV, TRIM5  se fixe sur la boucle riche 
en proline de leur protéine de capside, capable donc de fixer la cyclophiline A 
(voir Figure 13 page 34) (Dietrich et al., 2011 ; Lin et Emerman, 2006). De façon 
intéressante, l’inhibition de l’interaction entre p24 et la cyclophiline A par la 
cyclosporine A (CsA) diminue l’infectivité des virions VIH-1 (Franke et Luban, 
1996).  

Dans le noyau, les facteurs de restriction Mx2 (aussi appelés MxB) limitent 
l’infection par les rétrovirus (Goujon et al., 2013, p. 2 ; Kane et al., 2013, 2018 ; Liu 
et al., 2013). Ces protéines font partie des gènes stimulés par les interférons et se 
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localisent à l’intérieur du noyau, à proximité des pores nucléaires (Melén et al., 
1996). Mx2 réduit la fréquence des intégrations de l’ADN viral du VIH-1 dans le 
génome cellulaire. Mx2 interagit directement avec la protéine de capside du VIH-
1 (Smaga et al., 2019) mais l’effet inhibiteur est dépendant de l’interaction de la 
capside avec CypA (Liu et al., 2013). Certaines mutations de la protéine de capside 
du VIH-1 diminuent l’efficacité de Mx2 à restreindre l’infectiosité (Kane et al., 2013 ; 
Liu et al., 2013 ; Smaga et al., 2019). La protéine humaine Mx2 restreint l’infection 
par le VIH-1, mais pas par le FIV ou EIAV (Goujon et al., 2013). Ces deux résultats 
témoignent d’une certaine sélectivité de la protéine Mx2 pour la reconnaissance 
de la cible. 

2. Les protéines nécessaires au cycle viral 
Après fusion des enveloppes virale et membranaire, la capside se retrouve au 
niveau de la membrane plasmique. La capside est transportée au voisinage du 
noyau via son interaction avec les protéines associées aux microtubules et les 
transporteurs moléculaires de la famille des kinésines (Novikova et al., 2019) et des 
dynéines (Carnes, Zhou et Aiken, 2018 ; Novikova et al., 2019 ; Zhuang et Torbett, 
2021). L’interaction avec les kinésines demeure contre-intuitive puisque les 
transporteurs de cette famille transportent vers les extrémités (+) des 
microtubules, et donc vers la membrane plasmique. Cet antagonisme dans 
l’interaction avec les transporteurs progrades et rétrogrades reste incompris, mais 
les auteurs ont cependant démontré que ces deux interactions sont nécessaires 
pour l’infection. 

L’interaction entre les nucléoporines et la capside est nécessaire à l’import de la 
capside au sein du noyau et son désassemblage. La capside du VIH-1 est ainsi 
capable d’interagir avec des protéines de la superfamille des nucléoporines et 
caryophérines comme les protéines Nup153 et Nup358 (Di Nunzio et al., 2012) ou 
la transportine 3 (Tnp3) (Zhou et al., 2011).  

Les nucléoporines Nup153 et Nup358 sont exposées côté cytosolique et la 
nucléoporine Nup153 permet le transport de la capside au travers des pores 
nucléaires (Buffone et al., 2018). L’interaction Nup153 – VIH-1 p24 a été caractérisée 
in vitro (Price et al., 2014). Dans le cas de FIV, les nucléoporines Nup155 et Nup160 
félines semblent davantage impliquées dans le transport que Nup153 in cellulo (Lee 
et al., 2010).  

Il a été suggéré que Tnp3 facilite l’export vers le cytoplasme des sous-unités p24 
dissociées pendant le processus de décapsidation qui aurait lieu dans le noyau, et 
contribuerait ainsi à déplacer l’équilibre en faveur de la décapsidation (Zhou et al., 
2011). 

L’intégration du génome dans l’euchromatine dépend également des interactions 
de la capside avec les protéines nucléaires. À l’intérieur du noyau, la capside 
interagit avec la sous-unité 6 du facteur spécifique de clivage et polyadénylation 
(CPSF6) humaine (Fricke et al., 2013 ; Iaco et al., 2013). La protéine hCPSF6 est une 
protéine cellulaire portant un signal de localisation nucléaire (NLS). Elle 
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s’accumule ainsi dans le noyau et localise à proximité des pores nucléaires, ou 
entre la capside lors de l’infection (Lelek et al., 2015). La protéine hCPSF6 interagit 
avec les ARNm naissant depuis l’euchromatine. L’interaction VIH-1 p24:hCPSF6 
guide ainsi la capside vers un ARNm en cours de polyadénylation et donc, vers une 
zone d’euchromatine (Chin et al., 2015 ; Marini et al., 2015). Ainsi, ces interactions 
p24:CPSF6 guident la capside contenant le génome viral vers une zone 
d’euchromatine, ce qui favorise l’intégration du génome rétroviral dans une région 
fortement exprimée du génome cellulaire.  

Ainsi, l’ensemble de ces interactions entre les protéines cellulaires, qui permettent 
l’infection comme les nucléoporines et CPSF6, ou les facteurs de restriction comme 
CypA, TRIM5  ou Mx2 témoigne de l’importance de la capside comme cible 
thérapeutique. Déstabiliser la capside à un stade précoce, stabiliser la capside et 
inhiber son désassemblage ou saturer les interfaces d’interaction avec les 
partenaires cellulaires représentent ainsi des cibles thérapeutiques majeures. La 
Figure 17 récapitule les protéines cellulaires interagissant avec la capside. 
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Figure 17 : Figure récapitulative des partenaires cellulaires de la capside du VIH-1. Les 
facteurs de restriction sont représentés en rouge, les protéines impliquées dans le 
transport moléculaire en vert. D’après (Zhuang et Torbett, 2021). 

H. Le désassemblage de la capside 
Le désassemblage de la capside est une étape nécessaire pour l’insertion du 
génome viral dans le génome cellulaire. Or, les protéines de capside s’assemblent 
spontanément pour former la capside après la libération des sous-unités CA depuis 
le précurseur Gag. Le désassemblage apparaît donc comme un processus 
défavorable.  

Plusieurs modèles de désassemblage ont été proposés (Campbell et Hope, 2015), 
suggérant un désassemblage dans le cytosol, au niveau des pores nucléaires ou 
dans le noyau (Figure 18).  
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Figure 18 : Modèle de décapsidation du VIH-1 (d’après (Scoca et Di Nunzio, 2021)). La 
capside peut se trouver à différents états au niveau du pore nucléaire : 1a) intacte, 1b) 
réorganisée, 1c) partiellement désassemblée. Selon le modèle retenu, la 
rétrotranscription a alors lieu avant l’entrée dans le noyau (modèles 1b et 1c) ou après 
entrée par le pore nucléaire (modèle 1a). Le désassemblage complet se déroule dans le 
noyau, à proximité des régions d’euchromatine via les interactions des protéines de 
capside avec CPSF6. L’intégration du génome viral se fait alors dans une région 
d’euchromatine. 

Les travaux et publications les plus récents semblent en faveur d’un 
désassemblage à l’intérieur même du noyau, avec l’observation de capsides à 
l’intérieur du noyau (Bönisch et al., 2020 ; Burdick et al., 2020). Selon ce modèle, le 
génome est donc transporté à l’intérieur de la capside, dans le noyau où la capside 
se désassemble et libère in situ le génome viral. 

La synthèse d’un brin d’ADN au cours de la rétrotranscription apparaît comme un 
événement nécessaire à l’initiation du désassemblage (Cosnefroy, Murray et 
Bishop, 2016 ; Rankovic et al., 2017). Cela semble compatible avec les expériences 
suggérant que la rétrotranscription se déroulerait à l’intérieur du noyau 
(Mukherjee et al., 2021). Ainsi, la production de l’ADN viral déstabilise la capside, 
ce qui permet l’initiation du processus de désassemblage. Si le lieu de cette 
initiation du désassemblage reste encore débattu, le désassemblage complet se 
termine dans le noyau. Le génome viral est alors libéré au sein du noyau et délivré 
au voisinage de l’euchromatine, et l’intégrase virale catalyse son insertion dans le 
génome cellulaire. 
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I. La capside comme cible thérapeutique 
La capside du VIH-1 a été utilisée comme cible thérapeutique, ce qui a permis 
d’identifier de nombreuses molécules inhibitrices, bien qu’à ce jour, aucune n’ait 
passé la phase clinique (Thenin-Houssier et Valente, 2016). La molécule PF74 a été 
utilisée pour son affinité pour la capside du VIH-1 (Bhattacharya et al., 2014 ; Blair 
et al., 2010). Cette molécule se fixe sur l’ensemble des sous-unités au sein d’un 
hexamère, ce qui a pu être observé par cristallographie aux rayons X (Figure 19) 
(Blair et al., 2010). 

 

Figure 19 : Fixation de la molécule PF74 sur la protéine de capside du VIH-1. A) Vue de la 
fixation au sein de l’hexamère. B) Zoom sur la fixation au niveau d’une interface de 
multimérisation et carte de densité électronique du composé. C) Structure chimique de 
PF74. D), E) et F) Vue rapprochée de la fixation du composé et son interaction avec le 
domaine N-terminal d’une chaîne (en bleu) et le domaine C-terminal d’une autre chaîne 
(en vert) au sein de l’hexamère. D’après (Bhattacharya et al., 2014). 

PF74 se fixe spécifiquement sur les hélices α3, α4 et α7. Il interagit ainsi au niveau 
des interfaces de multimérisation de l’hexamère. La molécule est très efficace in 
vitro mais peu in vivo, probablement à cause d’une instabilité métabolique au sein 
de l’organisme (Link et al., 2020 ; Wang et al., 2021). Aussi, des dérivés de PF74 ont 
été testés dans le but d’identifier un composé au moins aussi affin et qui resterait à 
concentration efficace dans l’organisme plus longtemps. Le composé GS-6207 se 
fixe également sur la protéine VIH-1 sur les mêmes hélices et a une efficacité 
inhibitrice de la multiplication virale sur des cellules en culture EC50 inférieure à 
1 nM (Link et al., 2020). 
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D’autres molécules interagissent avec les protéines de capside mais avec des 
modes d’action différents. Nous allons discuter ici des autres moyens d’action sur 
la capside. À nouveau, les molécules testées contre le VIH-1 servent de modèle 
pour mettre en évidence d’autres stratégies d’interférence avec la protéine de 
capside du FIV.  

La capside a plusieurs rôles dans le cycle viral du VIH-1. Les interactions entre les 
sous-unités p24 sont un des éléments déclencheurs du bourgeonnement à la 
membrane (voir la partie I.E, page 27). Les sous-unités p24 se réorganisent après 
le clivage de la polyprotéine Gag et forment alors la capside, une des étapes du 
processus de maturation du virus (voir partie I.F, page 33). Les particules virales 
immatures ne sont pas infectieuses (Martin, Salzwedel et Allaway, 2008). La capside 
protège le génome viral et est requise pour l’entrée du génome viral dans le noyau 
et son intégration dans le génome cellulaire (voir la partie I.G page 38). Aussi, 
plusieurs modes d’action sont possibles, selon le site ciblé. 

Une possibilité d’action est d’inhiber la maturation de la capside. Une façon simple 
est d’utiliser des inhibiteurs de la protéase et cette approche a été très utile contre 
le VIH-1 (Konvalinka, Kräusslich et Müller, 2015 ; Sham et al., 1998). Cependant, 
des mutations sur la protéase virale peuvent restreindre le potentiel thérapeutique 
des inhibiteurs de la protéase (Rhee et al., 2010). Une autre approche possible pour 
inhiber la maturation est de cibler la polyprotéine Gag et que le composé 
thérapeutique soit en compétition avec la protéase pour l’interaction avec Gag. Des 
inhibiteurs de la maturation se fixent sur la partie C-terminale de la protéine, au 
niveau de la liaison avec le peptide espaceur SP1, comme le Bevirimat (Gupta, 
Louis et Tycko, 2020 ; Martin, Salzwedel et Allaway, 2008). Ces composés 
empêchent la rupture des interactions au sein du bouquet à 6 hélices de la jonction 
CA-SP1, ce qui a pu être identifié par la RMN du solide (Gupta, Louis et Tycko, 
2020). D’autres inhibiteurs de la maturation agissent de façon similaire en 
stabilisant ces faisceaux à 6 hélices (Ghimire et al., 2021). Cette interaction 
empêche la protéase virale de cliver les précurseurs polyprotéiques Gag (Urano 
et al., 2016). 

D’autres sites de fixation sur la protéine de capside du VIH-1 ont été ciblés par des 
composés à but thérapeutique. La Figure 20 et la Figure 21 présentent plusieurs 
molécules interagissant avec la protéine de capside. Ces composés présentent des 
coefficients d’affinité KD entre l’ordre du micromolaire voire du nanomolaire pour 
les plus affins (Wang et al., 2020).  
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Figure 20 : Exemples de composés ciblant la protéine VIH-1 p24. Les molécules du 
panneau (B) dont le site de fixation est connu sont localisées sur le modèle structural de la 
protéine p24 (A), c’est-à-dire les molécules C-4, PF74 et BM-4 pour le domaine N-terminal, 
et CAI pour le domaine C-terminal. (D'après Wang et al., 2020). 

 

Figure 21 : Modèle d’interaction entre VIH-1 p24 et CAP-1. Les données structurales 
combinent des informations d’interactions identifiées par la RMN et des données 
cristallographiques. (Kelly et al., 2007). 

Parmi ces composés interagissant avec la protéine de capside du VIH-1, les 
composés CAI, CAP-1 et CAP-2, benzimidazoles (BM) et benzodiazépines (BD) 
inhibent l’assemblage de la capside in vitro (Sticht et al., 2005 ; Tang et al., 2003 ; 
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Thenin-Houssier et Valente, 2016). Le composé BI-2 déstabilise les capsides de 
VIH-1 (Fricke et al., 2014).  

Le composé CAI se lie sur le domaine C-terminal de la protéine VIH-1 p24, dans 
une poche délimitée par les hélices 8 et 9. Un modèle structural suggère que 
CAI se fixe sur FIV p24 de façon similaire, sur le domaine C-terminal (Khwaja et al., 
2016). CAI induit la formation de dimères non fonctionnels pour l’assemblage. Les 
composés CAP-1 et CAP-2 se lient sur le domaine N-terminal comme GS-6207, mais 
sur un autre site (Figure 22). 

-  

Figure 22 : Position du composé CAP-1 sur la protéine VIH-1 p24. La zone de fixation de la 
protéine est indiquée en bleu et implique les hélices 1, 2, 3, 4 et 7 et une partie des 
boucles flexibles avoisinantes (Kelly et al., 2007 ; Kleinpeter et Freed, 2020). 

Les composés CAP-1 et CAI inhibent l’assemblage en inhibant les réarrangements 
structuraux nécessaires pour la formation des hexamères (Kleinpeter et Freed, 
2020). Le composé CAP-1 modifie la position des chaînes latérales de certains 
acides aminés, empêchant la stabilisation des formes oligomériques. Des 
composés à noyau benzimidazole présentent un mécanisme similaire à CAP-1 mais 
avec une efficacité supérieure (Kleinpeter et Freed, 2020). Ces composés ont une 
affinité supérieure pour la protéine à CAP-1. 

Enfin, d’autres molécules se liant à la protéine VIH-1 p24 présentent un mécanisme 
tout autre comme la molécule 3G11 (Opp et al., 2017). Cette molécule se fixe sur le 
domaine N-terminal de la protéine VIH-1 p24, dans une poche située entre les 
résidus V27 et G60. Ce ligand présente la particularité d’inhiber la 
rétrotranscription du génome viral. Cette étape se déroule en effet à l’intérieur de 
la capside. Le mécanisme d’inhibition de la rétrotranscription n’est pas décrit. 
Cette molécule est un inhibiteur non nucléosidique de la rétrotranscription ciblant 
la protéine de capside. Il est possible que l’import des dNTP dans la capside soit 
inhibé par la présence du composé, ou encore que la rétrotranscription nécessite 
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des réarrangements structuraux de la protéine de capside, mais ces hypothèses 
restent à déterminer. 

Aussi, la capside du VIH-1 représente une cible thérapeutique d’intérêt via les 
multiples zones de fixation permettant d’interférer avec le cycle viral. Certaines 
interactions stabilisent la capside, comme certaines molécules à noyau 
benzimidazole ou les composés CAP-1 et CAP-2. D’autres facilitent le 
désassemblage comme la molécule BI-2. D'autres molécules, comme le Bevirimat, 
se lient sur la protéine Gag avant maturation et empêche le clivage par la protéase 
virale (Thenin-Houssier et Valente, 2016). La molécule 3G11 est intéressante 
également par l’action qu’elle inhibe, la rétrotranscription, alors qu’elle interagit 
avec la protéine de capside. La capside virale assure ainsi de nombreux rôles pour 
la progression du cycle viral, grâce aux interactions avec les partenaires 
cellulaires, ou sa capacité à réaliser des réarrangements structuraux nécessaires 
pour l’import des dNTP et la rétrotranscription. 

Au début de ma thèse, aucune molécule ciblant la capside de FIV n’avait encore 
été décrite malgré son rôle clef dans le cycle viral du FIV. Or, des molécules visant 
la capside du VIH-1 avaient été mises au point et étudiées. Nous nous sommes ainsi 
intéressés à la capside du FIV comme cible thérapeutique et avons cherché à 
mettre en évidence des molécules d’intérêt thérapeutique interagissant 
spécifiquement avec cette dernière. 

J. Essais de traitements pour les infections à FIV 
Les médicaments couramment utilisés pour traiter les infections au VIH ont été 
testés sur les infections à FIV pour tenter une approche de médicamenteux 
(Mohammadi et Bienzle, 2012), comme des inhibiteurs nucléosidiques et non-
nucléosidiques de la rétrotranscriptase et des inhibiteurs de la protéase ou de 
l’intégrase. Cependant, même si les deux virus appartiennent au même genre 
viral, les traitements contre le VIH n’ont pas montré d’effets sur les infections au 
FIV. 

Des essais de vaccins ont été développés et dirigés contre la souche Petaluma du 
sous-type A et la souche Shizuoka du sous-type D du FIV (Fel-O-Vax® ; Figure 23) 
(Pu et al., 2001 ; Uhl et al., 2002). Cependant, si les anticorps développés sont 
neutralisants contre ces souches, l’immunité induite est peu efficace contre les 
autres souches circulantes (Hosie et al., 2011).  

En conséquence, l’efficacité du vaccin est variable en fonction des territoires et des 
souches y circulant. Ce vaccin a été mis sur le marché en 2002 aux États-Unis, au 
Japon, en Australie et en Nouvelle-Zélande (Hosie et al., 2009). Son efficacité était 
estimée à 56% en Australie (Westman et al., 2016 ; Sahay et Yamamoto, 2018), un 
territoire où le sous-type A du virus circule activement (Iwata et Holloway, 2008 ; 
Kann et al., 2006) avec certaines zones à hauteur de 20% de chats infectés 
(Goldkamp et al., 2008). Le vaccin est aussi décrit comme efficace contre certaines 
souches du sous-type B (Pu et al., 2001), la souche MA-Bangston par exemple. Elle 
est cependant inefficace contre certaines souches du sous-type A comme la souche 
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UK8, et moins efficace contre des souches recombinantes entre sous-types A et B 
(Coleman et al., 2014 ; Dunham, 2006). Enfin, les souches du sous-type B circulent 
également activement aux États-Unis, ce qui a diminué l’efficacité du vaccin sur le 
territoire (Pu et al., 2001). Aujourd’hui, le vaccin n’est plus commercialisé aux États-
Unis. 

 

 

Figure 23 : Arbre phylogénétique de souches identifiées de FIV circulantes, basé sur la 
protéine Env. Les deux souches vaccinales utilisées pour le vaccin Fel-O-Vax® sont 
encadrées. Échelle en bas à gauche : nombre de substitutions d’acides aminés par site.  

Aussi, la mise au point de traitements reste essentielle pour contrôler la 
progression virale chez les animaux infectés. Par ailleurs, le FIV représente un 
modèle potentiel des infections au VIH-1 et la mise au point de ces traitements 
pourrait amener à la mise au point de nouveaux composés efficaces pour les 
infections au VIH-1 (Elder et al., 2010 ; Miller et al., 2018).  

K. Développements de composés antiviraux via les 
approches structurales 

 

La mise au point rationnelle de traitements requiert des connaissances structurales 
pour la compréhension des interactions entre la cible thérapeutique et des 
composés d’intérêt ou des partenaires de la cible, dont les interactions seraient 
alors intéressantes à inhiber. Cette approche a permis la mise au point de 
nombreux traitements anti-VIH-1, comme les inhibiteurs de la protéase virale 
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(Miller et al., 1989) (entrée PDB 4HVP) en premier lieu, et par la suite des 
inhibiteurs de la fusion (Qi et al., 2008) ou des approches ciblant la polyprotéine 
Gag et la maturation des virions (Bocanegra et al., 2011 ; Li et al., 2013) ou les 
interactions entre la nucléocapside et l’ARNg (Goudreau et al., 2013 ; Shvadchak et 
al., 2018). 

La résolution des structures des sous-unités Gag du VIH et de FIV représente ainsi 
une avancée majeure dans la mise au point des traitements ciblant ces sous-unités. 
À ce jour aucune structure atomique de la polyprotéine Gag entière n’a encore été 
résolue, mais uniquement des fragments. La maturation des virions requiert la 
libération des sous-unités depuis le précurseur et leur association en structures 
supramoléculaires. Aussi la connaissance des structures de chaque sous-unité 
reste une approche d’intérêt pour la mise au point de traitements. 

Aussi, chez le VIH-1, les structures de la protéine de matrice p17 myristoylée (Tang 
et al., 2004) ou non (Matthews et al., 1995), des capsomères de p24 (Pornillos et al., 
2010), de la nucléocapside en interaction avec l’ARNg (Goudreau et al., 2013) et 
des domaines espaceurs (Chen et al., 2020 ; Schur et al., 2016) ont été résolues. Des 
constructions de fragments englobant différentes sous-unités comme les fragments 
CANC ont également été résolues (Bharat et al., 2014). Ces structures ont mis en 
évidence la flexibilité structurale au sein de la polyprotéine Gag au niveau des 
linkers et permis de mettre au point des molécules candidates comme inhibiteur 
de la maturation du VIH (Chen et al., 2020). Enfin, un potentiel traitement inhibiteur 
du désassemblage de la capside du VIH-1, dont la mise au point a été aidée par 
une approche structurale, est actuellement en essai thérapeutique (Bester et al., 
2020 ; Link et al., 2020). Pour le FIV, la structure de la protéine de matrice p15 a 
également été caractérisée, par cristallographie (Serrière, Robert, et al., 2013) puis 
par RMN (Brown et al., 2015). La structure de la nucléocapside n’a pas été résolue. 
La protéine de capside du FIV a été étudiée et une structure a été publiée (Folio et 
al., 2017). L’objectif de cette thèse est d’identifier un ligand inhibiteur de la 
protéine, toujours à l’aide d’une approche structurale. 
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L. État des lieux sur la caractérisation de la protéine de 
capside du VIH-1 

 

Les premières structures des hexamères de capside du VIH-1 ont été obtenues 
grâce à la mutagenèse de p24 VIH-1 visant à induire des ponts disulfures inter-
chaînes (mutations A14C/E45C ou A42C/T54C) ayant pour but de stabiliser les 
interactions entre monomères au sein des hexamères (Pornillos et al., 2009, 2010). 
En effet, les observations de microscopie électronique à basse résolution (Ganser-
Pornillos, Cheng et Yeager, 2007) ont permis d’établir des modèles de structures 
d’hexamères de p24 VIH-1 et d’identifier des paires d’acides aminés voisins 
susceptibles d’être suffisamment proches pour interagir (Figure 24). Les couples 
d’acides aminés les plus intéressants que les auteurs ont identifiés, notamment les 
deux couples A14C/E45C et A42C/T54C (Figure 24), sont situés en N-terminal, 
dans les hélices 2 et 3, chacune faisant contact avec l’autre hélice de la protéine 
voisine au sein de l’hexamère (Pornillos et al., 2010).  

Ces mutagenèses ont permis ainsi de stabiliser les formes hexamériques via les 
ponts disulfures inter-chaînes entre les cystéines qui ont été introduites. Ces 
préparations de protéines ont permis la caractérisation structurale des hexamères 
natifs (Pornillos et al., 2010) ou en présence d’interactants, comme des fragments 
peptidiques de partenaires cellulaires, tel Nup153 (entrée PDB 4U0C (Price et al., 
2014)), l’inositol hexakisphosphate (IP6) (entrée PDB 6ES8 (Mallery et al., 2018)) ou 
encore le composé d’intérêt thérapeutique en cours d’essai clinique GS-6207 
(entrée PDB 6V2F (Link et al., 2020)).  

Plus récemment, les structures hexamériques des protéines natives de capside de 
certains rétrovirus ont pu être résolues par cristallographie, comme pour le Bovine 
Leukemia Virus (Obal et al., 2015), par quelques mutations ponctuelles comme VIH-
1 p24 P122A (Novikova et al., 2018) ou en co-cristallisation avec des molécules liant 
VIH-1 p24 (Gres et al., 2015), 
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Figure 24 : Modèle atomique des hexamères de VIH-1 p24 depuis les observations en cryo-
microscopie électronique (Ganser-Pornillos, Cheng et Yeager, 2007) ayant servi à 
l’identification de paires d’acides aminés proches entre deux chaînes peptidiques au sein 
de l’hexamère (Pornillos et al., 2010). Les différentes paires, repérées par des boules de 
couleur identique dans la structure du panneau en haut à gauche, ont été mutées en 
cystéine pour permettre l’élaboration de ponts disulfures inter-chaînes et analysées sur 
SDS-PAGE non réducteur. Les différentes bandes correspondent au poids moléculaire 
attendu selon l’état d’oligomérisation jusqu’à l’hexamère. Panneau du bas : superposition 
des chaînes peptidiques depuis un hexamère stabilisé par les ponts disulfures C42-C54 
(PDB 3MGE, (Pornillos et al., 2010)) et un hexamère ne portant pas cette mutation (PDB 
6AXR, (Novikova et al., 2018)). Les chaînes peptidiques avec mutation A42C/T54C sont en 
orange et vert et les chaînes peptidiques sans cette mutation en jaune et bleu. Les acides 
aminés sont indiqués sur la structure.  

M. Objectif de la thèse 
L’objectif de cette thèse est l’identification de molécules ciblant la capside du virus 
de l’immunodéficience féline, pouvant aboutir à la mise au point de traitements 
potentiels. Cet objectif consiste en deux approches : d’une part, une 
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caractérisation structurale de la protéine pour les besoins du développement 
rationnel d’inhibiteurs et d’autre part, l’identification de ligand de la capside et la 
caractérisation de cette interaction. 

Cette deuxième approche a permis d’identifier une molécule candidate. Au cours 
de ce travail, nous avons mis en évidence une molécule d’intérêt par sa capacité à 
interférer avec l’assemblage de la capside et nous avons caractérisé son interface 
d’interaction avec la protéine par RMN. Cette molécule se fixe à un site spécifique, 
dont la comparaison avec la protéine de capside du VIH-1 révèle l’intérêt 
thérapeutique majeur de ce site de fixation. Cette approche a requis des 
expériences de biologie structurale et d’interaction protéine:ligand.  

La détermination de la structure des hexamères peut contribuer au développement 
rationnel de composés ciblant la capside. Pour déterminer la structure d’un 
hexamère, et faciliter l’étude structurale de la protéine avec les composés 
identifiés préalablement, nous avons réalisé des mutagenèses de la protéine native 
pour stabiliser la protéine sous forme soluble et hexamérique comme ce qui avait 
été décrit pour le VIH-1. En effet, la résolution de la structure permettrait de 
caractériser plus précisément les interfaces d’oligomérisation de la capside en vue 
de la mise au point de molécules bloquant l’assemblage d’une part, ou au contraire, 
stabilisant la capside et inhibant son désassemblage. Enfin, la combinaison des 
deux approches, identification de composés et résolution de la structure, peut 
aider dans un sens à améliorer les composés identifiés ou, dans l’autre sens, à 
stabiliser la structure cristalline et donc, permettre la résolution de l’hexamère. 
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II. Résultats 

Les résultats se découpent en deux approches complémentaires. D’une part, 
l’objectif était de résoudre la structure cristallographique des hexamères de la 
protéine FIV p24 pour aider à la mise au point rationnelle de ligands d’intérêt 
thérapeutique. D’autre part, devant les difficultés à cristalliser la protéine, un 
criblage couplé à d’autres expériences structurales que la cristallographie a 
permis d’identifier un composé non optimisé. Les résultats sont présentés 
séparément.  

A. Essais de résolution de structure par une approche 
cristallographique 

1. Structure connue de la protéine de capside p24 FIV 
Une étude cristallographique de p24 FIV a été réalisée avant mon arrivée dans 
l’équipe sur une protéine tronquée de neuf résidus d’acides aminés en position C-
terminale (p24 ΔCPT), car cette région était prédite comme flexible. La structure 
de la protéine de capside du FIV a été résolue au préalable au sein de notre équipe 
(entrée PDB 5NA2 (Folio et al., 2017)), sous une forme dimérique (Figure 25). Les 
quatre derniers acides aminés n’étaient pas visibles sur la carte de densité 
électronique, ce qui est compatible avec cette flexibilité attendue. Cependant, la 
forme dimérique obtenue est une forme artéfactuelle, avec les domaines N-
terminaux en position opposée dans le dimère et n’interagissant pas ensemble, 
contrairement à l’hexamère des protéines VIH-1 p24. Les deux protéines sont 
reliées par un pont disulfure artéfactuel entre les cystéines 61 de chacun des 
monomères (Figure 25). 

Cette cystéine 61 se situe dans une courte boucle exposée au solvant, entre les 
hélices 3 et 4 de FIV p24. Pour la protéine VIH-1 p24, la boucle équivalente 
correspond à deux glycines consécutives et il n’y a pas de cystéine au voisinage 
de cette boucle (Pornillos et al., 2010). VIH-1 p24 ne contient que deux cystéines, 
toutes deux localisées dans le domaine C-terminal (C198 et C218) et FIV p24 en 
contient quatre, deux dans le domaine N-terminal (C61 et C121) et deux dans le 
domaine C-terminal (C190 et C210).  

Ainsi, la structure adoptée par FIV p24 au sein d’un hexamère n’a pas encore pu 
être résolue via des données expérimentales. En outre, les conformations adoptées 
par la boucle flexible entre les domaines N et C-terminaux diffèrent entre VIH-1 
p24 et FIV p24 (Figure 25). Or, pour VIH-1 p24, la résolution de la structure de 
l’hexamère indique que cette conformation est cruciale pour le positionnement du 
domaine C-terminal, qui interagit avec le domaine N-terminal de la protéine 
voisine au sein d’un hexamère (Figure 25 (Pornillos, Ganser-Pornillos et Yeager, 
2011)). 
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Figure 25 : Comparaison des structures résolues de FIV p24 et VIH-1 p24. Panneau en haut 
à gauche : orientation tête-bêche des deux sous-unités FIV p24 au sein du dimère, reliées 
par un pont disulfure. Panneau en haut à droite : superposition de FIV p24 au sein du 
dimère cristallographique et de VIH-1 p24 au sein de l’hexamère. Panneau du bas : 
interaction de deux chaînes peptidiques de VIH-1 p24 au sein de l’hexamère. Les boucles 
flexibles, domaines N-terminaux et C-terminaux de FIV p24 sont respectivement en noir, 
bleu et jaune et les boucles flexibles, domaines N- et C-terminaux de VIH-1 p24 
respectivement en blanc, vert et orange. Entrées PDB 3MGE et 5NA2 (Folio et al., 2017 ; 
Pornillos et al., 2010). 

La conformation adoptée par le monomère de FIV p24 dans la structure cristalline 
ne nous permet pas de modéliser l’assemblage hexamérique à cause de cette 
nécessité d’interaction entre les domaines des différentes protéines de 
l’assemblage. J’ai donc cherché à obtenir une structure cristalline d’un hexamère 
de FIV p24. 

2. Cristallogenèse d’hexamères de FIV p24 ΔCPT natifs 
La capside du VIH-1 est donc formée d’hexamères et de pentamères de p24. On 
suppose que la même organisation est retrouvée dans la capside du FIV. Il 
apparaît, d’après la structure dimérique résolue de FIV p24, que la protéine 
présente une flexibilité structurale au niveau de la boucle entre les deux domaines 
N- et C-terminaux. Cette flexibilité permet des réarrangements des positions 
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relatives des deux domaines de la protéine. Or, leur positionnement est crucial 
pour permettre la formation des hexamères, d’après ce qui est observé sur les 
structures des hexamères en pentamères de VIH-1 p24 résolues (Pornillos et al., 
2010). Il est donc nécessaire de résoudre la structure d’un hexamère ou pentamère 
de protéine FIV p24 à l’aide de données expérimentales. 

Un des objectifs de cette thèse est donc d’identifier des conditions permettant de 
résoudre la structure des hexamères de FIV p24 par cristallographie aux rayons X. 
Dans un premier temps, une approche de cristallogenèse sur la protéine p24ΔCPT 
native a été envisagée en testant différentes conditions. Cette approche avait par 
exemple permis la résolution de la structure des hexamères de protéine de 
capside du virus leucémogène bovin (Obal et al., 2015). 

a) Essais de cristallogenèse pour l’obtention d’hexamères 
Puisque la protéine p24FIV ΔCPT a été cristallisée dans une condition du kit 
commercial PEG II (Qiagen), nous avons utilisé en priorité ce dernier. J’ai donc 
préparé différents échantillons de protéines en utilisant le même protocole de 
purification, mais à des concentrations différentes. L’ensemble correspond à 
environ 1 500 conditions différentes de cristallisation (Tableau 2). Dans ce criblage, 
seules trois conditions ont mené à des cristaux (conditions : protéine 10 mg.mL-1 / 
kit PEG II – E11 ; protéine 10 mg.mL-1 / PEG II G6 ; protéine 30 mg.mL-1 / PEG II – 
D4) (Figure 26). Les différentes concentrations utilisées sont celles obtenues en 
sortie de l’étape de concentration après purification et varient donc selon le 
rendement de celle-ci. Les lots obtenus ont été testés  immédiatement après 
purification pour la cristallisation. Sur ces trois conditions, deux étaient des cristaux 
de sel après diffraction aux rayons X et pour une condition (PEG II-E11), le cristal 
obtenu a été perdu lors de sa pêche et n’a donc pas été testé. Il n’a jamais pu être 
reproduit. 

 

Figure 26 : Résultats de cristallogenèse de la protéine p24FIV ΔCPT. A) Cristaux obtenus 
avec la protéine à 10 mg.mL-1 et le kit PEG II, condition E11. La barre d’échelle indique la 
taille du cristal principal de la goutte. B) Mini-cristaux (10 mg.mL-1/ PEG II-G6). Le panneau 
de gauche est à la même échelle que A). Les flèches indiquent le ou les principaux cristaux 
des conditions. 
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Tableau 2 : Essais de cristallogenèse de la protéine p24 CPT. La colonne de gauche 
récapitule la concentration du lot de protéine, et la ligne supérieure les différents kits 
commerciaux utilisés. 

    PEG I PEG II CS Pact I MPD 

p24 
HEPES 
pH 6,8 

10 
mg.mL-1 

x x x     

19 
mg.mL-1 

x x   x   

23 
mg.mL-1 

x x   x   

27 
mg.mL-1 

x x       

30 
mg.mL-1 

  x       

33 
mg.mL-1 

    x   x 

34 
mg.mL-1 

        x 

b)  Augmentation des rendements d’expression et de 
purification  

Pour essayer d’augmenter les rendements de purification obtenus par les 
purifications par gravité sur résine Ni-TED, j’ai développé un protocole de 
purification en chromatographie liquide pour la préparation des protéines (Fast 
Protein Liquid Chromatography, FPLC) sur un système FPLC Äkta Pure en utilisant 
une résine d’affinité cobalt pour l’étiquette poly-histidine. 

L’élution de la chromatographie d’affinité était impure (Figure 27). Une seconde 
étape de purification était donc nécessaire. Nous avons alors envisagé la 
chromatographie d’échange d’anions. En effet, le point isoélectrique théorique de 
la protéine est de 5,4 (calculé par le logiciel en ligne ProtParam depuis la séquence 
de la protéine (Duvaud et al., 2021)). Au pH de 7,4 utilisé pour la chromatographie 
d’affinité, la protéine p24 est majoritairement anionique.  

Cependant, l’élution de la chromatographie d’affinité a été réalisée dans un tampon 
contenant une forte salinité (NaCl 300 mM, imidazole 150 mM), incompatible avec 
la chromatographie d’échange d’ions. Il est donc nécessaire de réaliser un 
changement de tampon contre un tampon peu salin, à pH 7,4 pour que la protéine 
soit chargée négativement. L’élution a été injectée sur une colonne de dessalage 
HiPrep Desalting 26/10 équilibrée dans un tampon NaPi 7,4 50 mM, NaCl 50 mM 
(tampon d’injection et de lavage de la chromatographie d’échange d’anions). 
L’élution de cette chromatographie a ensuite été injectée sur une colonne 
d’échange d’anion HiTrap Q. Après injection de l’échantillon, la colonne a été lavée 
contre 5 mL de tampon de lavage puis l’élution a été réalisée en gradient, jusqu’à 



RÉSULTATS  ESSAIS DE RÉSOLUTION DE STRUCTURE PAR UNE APPROCHE CRISTALLOGRAPHIQUE 
Cristallogenèse d’hexamères de FIV p24  natifs II.A.2 
 

 
57 

 

100 % de tampon NaPi pH 7,4 50 mM, NaCl 1 M (Figure 27). Au bout de cette 
dernière chromatographie, l’échantillon obtenu était pur ou quasi-pur. 
Considérant que l’élution se produit à environ 40 % de tampon d’élution, cet 
échantillon contient alors environ 400 mM de NaCl. Puis, en fonction des besoins 
d’utilisation de l’échantillon après cette préparation, il faut éventuellement réaliser 
un changement de tampon contre le tampon adéquat de destination.  

 

Figure 27 : Purification de la protéine p24 CPT par chromatographies d’affinité et 
d’échange d’anion. Panneau du haut : chromatographie d’affinité (étiquette poly-
histidine). Le gel SDS-PAGE présente l’analyse des fractions injectées, non retenues, des 
fractions de lavage et d’élution. La flèche sur le chromatogramme indique la fraction de 
lavage analysée et l’encadrement la position de l’ensemble des fractions d’élution 
déposées. Panneau du bas : chromatographie d’échange d’anion. L’encadrement indique 
les fractions d’élution déposées sur SDS-PAGE.  

Ce système de purification permet une semi-automatisation du protocole. 
Cependant, le besoin de réaliser deux chromatographies de purification avec une 
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chromatographie de dessalage entre les deux diminue les rendements à cause des 
pertes de matière à chaque étape. 

 

Figure 28 : Purification de la protéine p24-pETΔCPM exprimée via le vecteur pET28(a) avec 
l’étiquette de purification en C-terminale. Panneau du haut : chromatogramme de 
purification par affinité pour le cobalt sur Äkta. Les flèches indiquent les fractions de lavage 
et d’élution déposées sur gel. Panneau du bas : SDS-PAGE des fractions de lyse, fraction 
non retenue, fraction de lavage et d’élution. 

Pour tenter d’augmenter les rendements finaux de protéines, j’ai réalisé le clonage 
de la protéine dans un autre vecteur d’expression, le plasmide pET28(a), 
permettant également une expression en système bactérien et expression induite 
de la même façon par l’IPTG. Ce vecteur n’a cependant pas les mêmes séquences 
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régulatrices de son nombre de copies par cellule et l’étiquette qu’il fournit est en 
position C-terminale, ce qui est susceptible de faire varier les rendements 
d’expression et de purification. Le clonage de la protéine a été réalisé par PCR 
depuis le vecteur pRSET-B p24FIV CPT. La thréonine 1 de la construction p24 

CPT a ainsi été mutée en méthionine pour l’initiation de la traduction et l’étiquette 
de purification rajoutée en position C-terminale. Comme la construction porte la 
délétion des derniers acides aminés et la mutation de la proline 1 (depuis la 
séquence FIV p24 Petaluma), on appelle cette construction la construction p24-
pETΔCPM. La protéine est purifiée ensuite par FPLC avec une seule étape de 
purification, par affinité pour le cobalt (Figure 28). La protéine est relativement 
pure, avec une bande majoritaire correspondant à la taille de la protéine attendue, 
et les contaminants sont négligeables devant l’intensité de la bande.  

Les rendements d’expression obtenus lors de l’utilisation de ce vecteur sont 
supérieurs, pouvant fournir jusqu’à 10 mg de protéine par purification depuis 2 L 
de culture, contre 1 à 5 mg de protéine depuis 2 L de culture pour la construction 
en pRSET-B. Les fractions d’élution ont pu être concentrées jusqu’à 100 mg.mL-1 
(4 mM) pour certains tests de cristallogenèse, ce qui a été rendu possible par 
l’augmentation des rendements de production et de purification. 

Cette protéine recombinante p24 – pET CPM a permis de tester de nombreuses 
conditions de cristallisation, avec différents kits commerciaux, des pH et des 
concentrations protéiques distinctes. Plus de 2 000 conditions ont ainsi pu être 
testées (Tableau 3). Quelques cristaux ont été obtenus (conditions PEG II – C11 / 
protéine 19 mg.mL-1 dans 50 mM NaCl ; JCSG+ - E3 / 19 mg.mL-1, MbClassII – B5 / 
40 mg.mL-1). En revanche, ces cristaux étaient également des cristaux de sel. 

Il est cependant possible que cette construction ne soit pas pertinente. En effet, la 
méthionine à la place de la proline initialement présente dans la protéine sauvage, 
ou de la thréonine dans la construction CPT, est susceptible d’augmenter 
l’encombrement stérique, ce qui risque de changer le repliement du brin  initial. 
D’autre part, l’étiquette de purification est située sur la partie C-terminale. Cette 
étiquette rajoute donc un désordre dans une région prédite comme flexible. Il est 
impossible à ce stade de savoir si ces inconvénients peuvent poser des problèmes 
et une caractérisation biochimique de cette protéine pourrait répondre à cette 
question. Cette construction présente l’avantage d’être simple à purifier et de 
permettre une plus forte expression de la protéine, et ainsi d’avoir des quantités 
suffisantes pour cette caractérisation. 

  

 

 

 

 



RÉSULTATS  ESSAIS DE RÉSOLUTION DE STRUCTURE PAR UNE APPROCHE CRISTALLOGRAPHIQUE 
Formation de ponts disulfures pour  stabilisation de la capside II.A.3 
 

 
60 

Tableau 3 : Essais de cristallogenèse de la protéine p24-pETΔCPM. Les protéines sont 
stockées dans un tampon dont le pH est précisé dans la colonne de gauche (pH 8 : Tris 50 
mM ; pH 7,4 : HEPES 50 mM ; pH 6 et pH 6,8 : Bis-Tris 50 mM). En absence de contre-
indication, les tampons de stockage contiennent 50 mM de NaCl.  

  PEG I 
PEG 

II 
CS Natrix 

MB 
Class 

II 
JCSG+ AmSO4 BCS 

HEPES 
pH 7,4 

19 mg.mL-1 

NaCl 50 mM x x  x  x  x 

19 mg.mL-1, 
NaCl 

500 mM 
x x  x  x  x 

Bis-
Tris pH 

6,8 

28 mg.mL-1, 
DTT 3 mM, 

NaCl 50 mM 
 x x      

Bis-
Tris pH 

6,8 

30 mg.mL-1, 
NaCl 

300 mM 
x x x      

Tris pH 
8 

40 mg.mL-1 

NaCl 50 mM 
  x  x  x  

Bis-
Tris pH 

6 

100 mg.mL-1 

NaCl 50 mM x x       

Tris pH 
8 

10 mg.mL-1 

NaCl 50 mM 
    x  x  

 

3. Formation de ponts disulfures pour la stabilisation de 
la capside 

a) Rappel du principe  
Les premières structures publiées de capside du VIH-1 ont été obtenues via des 
protéines mutées, permettant une stabilisation des hexamères. Les protéines 
produites portaient des substitutions d’acides aminés proches dans la structure par 
des cystéines pour permettre la formation des ponts disulfures et ainsi stabiliser 
les hexamères. Les principaux couples de mutations ayant donné des résultats sont 
les deux couples A42C/T54C et A14C/E45C. Ces protéines mutantes ont permis la 
caractérisation des structures des hexamères seuls, en interaction avec des 
composés (GS-6207, IP6) ou des partenaires cellulaires (hNup153) (Mallery et al., 
2018 ; Pornillos et al., 2010 ; Price et al., 2014).  

b) Identification des cibles de mutagenèse pour la 
stabilisation des oligomères de FIV p24 

Pour reproduire cette stratégie, nous avons réalisé une superposition du domaine 
N-terminal de VIH-1 p24 mutée avec ces cystéines, A42C/T54C et A14C/E45C avec 
celui de FIV p24 (Figure 29). Nous avons utilisé cette superposition afin d’identifier 
les positions équivalentes aux doubles mutants A42C/T54C et A14C/E45C de VIH-
1 sur la structure de FIV p24, en faisant l’hypothèse que les surfaces d’interaction 
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sont conservées entre VIH et FIV. Les deux couples correspondants dans p24FIV 
sont donc d’une part A41C/T53C et d’autre part A13C/A44C.  

Une mutagenèse dirigée sur la protéine p24 de FIV a donc été effectuée et a mené 
à la construction de deux plasmides, l’un codant la protéine mutante p24 CPT 
A41C/T53C et l’autre la protéine mutante p24 CPT A13C/A44C. Le mutant 
A41C/T53C nous a paru d’intérêt puisque les deux acides aminés substitués, 
alanine et thréonine, sont conservés entre les deux protéines FIV et VIH-1 p24. 
Dans l’hypothèse d’une conservation des interfaces d’interaction entre les deux 
virus reproduire le même couple de mutation dans FIV semblait avoir des chances 
de réussite. 

 

Figure 29 : Identification des acides aminés de FIV p24 à substituer contre des cystéines 
par alignement de structure avec les protéines VIH-1 p24 stabilisées par les mutations 
contre des cystéines. Les structures atomiques de l’hexamère de VIH-1 p24 (entrée PDB 
3MGE (Pornillos et al., 2010), chaînes peptidiques bleue et verte) ont servi de modèle pour 
positionner les domaines N-terminaux de FIV p24 (chaînes peptidiques orange et jaune) 
par superposition. Les deux paires d’acides aminés identifiés sur VIH-1 p24, A14C/E45C 
et A42C/T54C (position sur la chaîne peptidique en rouge) se superposent avec les paires 
de FIV p24 A13C/A44C et A41C/T53C (position sur la chaîne peptidique en violet). 

Comme l’objectif était la réalisation de ponts disulfures, j’ai utilisé des souches 
bactériennes d’expression de protéines compatibles avec leur formation dans le 
cytosol. La souche utilisée, la SHuffle T7 Express de New Englands Biolabs, contient 
de nombreuses délétions dans les enzymes impliquées dans les systèmes d’oxydo-
réduction cytosoliques et ne réduit pas les ponts disulfures formés. Elle exprime 
également des enzymes d’isomérisation des ponts permettant l’obtention des 
ponts disulfures les plus stables.  

J’ai testé l’expression de p24 CPT A41C/T53C en souche SHuffle T7 Express dans 
un premier temps et réalisé une première purification par gravité selon le 
protocole usuel (Folio et al., 2017 ; Serrière, Fenel, et al., 2013) (Figure 30). Aucune 
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différence notable n’apparaît entre les gels réducteurs et non réducteurs. Cela 
signifie qu’aucun pont disulfure ne s’est formé au cours de l’expression. En 
absence de système de contrôle, il est encore impossible de savoir si cela signifie 
que les acides aminés choisis ne sont pas propices à la formation des ponts 
disulfures, ou si le système de formation de ces ponts n’est simplement pas optimal 
dans notre cas. Par ailleurs, la croissance bactérienne est fortement ralentie à cause 
des mutations du système d’oxydo-réduction cytosolique des bactéries, 
rallongeant les phases de croissance, d’expression et diminuant fortement les 
rendements de biomasse finaux.  

 

Figure 30 : Expression et purification de la protéine p24 CPT A41C/T53C en souche 
bactérienne SHuffle T7 Express. Les échantillons de lysat, fraction non retenue sur 
chromatographie en batch, lavage et d’élution ont été analysés en SDS-PAGE réducteur et 
non réducteur. Les bandes d’intérêt sont repérées par des astérisques. 

L’expression en SHuflle est ainsi davantage une contrainte qu’un outil pour 
l’obtention des ponts disulfures attendus. En conséquence, pour les expressions 
suivantes, j’ai repris le protocole classique d’expression en souche T7 Express, 
comme décrit préalablement. Puisque la mise au point du protocole de purification 
en chromatographie liquide par chromatographie d’affinité suivie d’échange 
d’anion (voir page 56) s’est faite en parallèle de la réalisation de la mutagenèse, 
j’ai utilisé ce protocole de purification FPLC pour les deux protéines mutantes p24 

CPT A13C/A44C et p24 CPT A41C/T53C. 
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Figure 31 : Purification de la protéine p24 ΔCPT A41C/T53C par chromatographie FPLC. 
Panneau du haut : chromatographie d’affinité pour le cobalt et analyse sur SDS-PAGE des 
fractions de lysat bactérien et des fractions d’élution. Les fractions d’élution ont été réunies 
et injectées sur colonne échangeuse d’anion pour une seconde étape de chromatographie 
(panneau du bas). Les fractions d’élution ont été analysées sur SDS-PAGE. Les encadrés 
indiquent les fractions d’élution déposées sur chaque gel. 

La protéine p24 CPT A41C/T53C a été purifiée par chromatographie d’affinité 
pour le métal puis chromatographie échangeuse d’anion, après expression en 
souche T7 Express (Figure 31). L’élution de la première chromatographie 
comportait des contaminants. La protéine a été dessalée sur colonne de 
dessalement comme précédemment. La chromatographie d’échange d’anion a 
permis d’obtenir des fractions pures. L’étiquette de purification a ensuite été 
coupée par clivage protéolytique et retirée de la solution par chromatographie. 
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Figure 32 : Purification de la protéine p24 CPT A13C/A44C par chromatographies 
successives d’affinité et d’échangeuse d’anion. Les fractions non retenues, fractions de 
lavage et d’élution de chacune ont été déposées sur SDS-PAGE. 

La protéine p24 CPT A13C/A44C a été également été purifiée par 
chromatographie d’affinité pour le métal puis chromatographie échangeuse 
d’anion (Figure 32). L’élution de la première chromatographie comportait des 
contaminants. La deuxième étape a éliminé certaines bandes de contaminants et 
permis de concentrer un peu l’échantillon. L’élution de la dernière étape de 
chromatographie présente toujours des contaminants, mais ils sont minoritaires 
par rapport à l’intensité de la bande de la protéine p24 CPT A13C/A44C. De la 
même façon que pour la protéine p24 CPT, l’étiquette de purification a pu être 
retirée selon le même protocole (Figure 33). L’élimination de l’étiquette de la 
solution se fait par l’utilisation d’une résine Ni-NTA, sur laquelle les contaminants à 
affinité pour le métal peuvent également s’adsorber, ce qui a permis d’obtenir un 
échantillon pur. 



RÉSULTATS  ESSAIS DE RÉSOLUTION DE STRUCTURE PAR UNE APPROCHE CRISTALLOGRAPHIQUE 
Formation de ponts disulfures pour  stabilisation de la capside II.A.3 
 

 
65 

 

 

Figure 33 : Clivage protéolytique de l’étiquette et purification de la protéine sans étiquette. 
La protéine purifiée par chromatographie à l’étape précédente a été incubée avec le 
facteur Xa sur la nuit à 19°C et la protéine sans étiquette a été purifiée en collectant la 
fraction non retenue d’une purification à affinité pour le métal.  

c) Analyse des multimères obtenus par leur taille en 
solution 

Après leur production en système bactérien et purification, les deux protéines ont 
été utilisées pour tenter d’induire la formation des ponts disulfures. Pour la 
protéine p24 CPT A41C/T53C, j’ai utilisé un lot à 8,8 mg.mL-1. L’échantillon a été 
incubé à 19°C dans un tampon peu salin, NaPi 50 mM pH 7,4 NaCl 50 mM, sur une 
nuit pour permettre la formation des ponts disulfures, dans un tampon dépourvu 
d’agents réducteurs. L’échantillon a été injecté le lendemain sur une colonne de 
chromatographie d’exclusion de taille, pour détecter la présence de pics à haut 
poids moléculaires, qui signifieraient alors la formation d’oligomères (Figure 34).  
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Figure 34 : Analyse de la formation d’oligomères via ponts disulfures. La protéine purifiée 
p24 A41C/T53C a été concentrée à 8,8 mg.mL-1 puis injectée sur colonne d’exclusion de 
taille (50 μL injecté) pour analyse. Le chromatogramme est présenté en haut. La sortie de 
chromatographie a été analysée sur gel de polyacrylamide en condition dénaturante, 
réductrice (échantillons traités au -mercaptoéthanol 500 mM) ou non. Les numéros 
indiquent la fraction du chromatogramme déposée sur gel. 

Le chromatogramme indique la présence de plusieurs particules de tailles 
distinctes dans l’échantillon, correspondant alors à différents degrés 
d’oligomérisation de l’échantillon en solution. Les pics majoritaires ressortent de 
la colonne à des volumes d’environ 12,6 mL, 14,2 mL, 15,9 mL et 18,3 mL (Figure 
34). La comparaison avec la gamme étalon de la colonne de chromatographie 
indique que ces pics d’élution correspondent à des poids moléculaires apparents 
d’environ 210 kDa, 78 kDa, 35 kDa et 10 kDa respectivement. Le pic d’élution à 
18,3 mL pourrait correspondre à un court fragment peptidique, or aucune bande 
n’apparaît sur le gel. 
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La présence de pics à différents poids moléculaires apparents indique la formation 
de formes multimériques, mais l’estimation des poids moléculaires ne permet pas 
de conclure quant à l’état d’oligomérisation de chaque espèce. De plus, il n’est pas 
possible à ce stade d’identifier si ces oligomères sont stabilisés par des ponts 
disulfures inter-chaînes ou non. Les fractions d’élution ont donc été analysées en 
SDS-PAGE réducteur et non réducteur (Figure 34). Sur le gel réducteur, pour 
chaque fraction, à l’exception de celle du pic d’élution à 18,3 mL (fraction 28), une 
seule bande est visible, en excluant le front de migration. Cette bande correspond 
à la protéine pure sous forme monomérique, sans ponts disulfures. En absence de 
traitement au -mercaptoéthanol, des bandes à plus haut poids moléculaire 
apparaissent, correspondant donc à des oligomères de p24 reliés par des ponts 
disulfures et migrant alors à un poids moléculaire apparent plus grand. On observe 
également un dédoublement des bandes correspondant au monomère, puisqu’il 
existe un pont disulfure intra-chaîne entre les deux cystéines 190 et 210 qui 
augmente la mobilité électrophorétique par compaction de la protéine lorsqu’il est 
formé, par rapport aux monomères qui ne l’ont pas. Ce pont disulfure est observé 
dans la structure cristallographique à hauteur d’environ 50 %, ce qui est en accord 
avec le profil de dédoublement du pic du monomère. 

La formation des oligomères par ces ponts disulfures permet l’apparition de 
bandes à des poids moléculaires apparents cohérents avec des multiples du poids 
moléculaire apparent de 24 kDa du monomère, soit 48 kDa, 72 kDa, 96 kDa, 
120 kDa et 144 kDa. Ces bandes correspondent donc aux degrés supérieurs 
d’oligomérisation, respectivement des dimères, trimères, tétramères, pentamères 
et hexamères. Cependant, les pentamères et hexamères, qui sont les formes 
impliquées dans la formation de la capside sous forme fullerène, apparaissent 
minoritaires par rapport aux monomères et dimères. Les conditions de formation 
des oligomères ne sont donc pas optimales pour l’obtention des hexamères 
attendus. De plus, les rendements de formation des hexamères ne sont pas 
suffisants pour permettre la cristallogenèse comme cela avait été fait pour la 
protéine p24 du VIH-1 (Figure 24, page 51). Le protocole de formation des ponts 
disulfures doit donc être optimisé. 

Un test supplémentaire a été fait sur un échantillon de protéine p24 ΔCPT 
A41C/T53C pure à 5 mg.mL-1 dans le tampon NaPi pH 6,8 50 mM, NaCl 50 mM. Cet 
échantillon a été séparé en deux aliquots. L’un d’entre eux a été complété par du 
diméthylsulfoxyde (DMSO) 5 %, en tant qu’agent oxydant. Une petite quantité a été 
prélevée à différents jours (j0, j+3, j+5 et j+7) et a été immédiatement traitée au 
tampon de dénaturation Laemmli pour dépôt sur gel non réducteur (Figure 35).  

Les profils de migration sont fortement bruités. Les bandes les plus intenses 
correspondent à des poids moléculaires apparents de 20, 24, 48 et 72 kDa. Les 
bandes à 24, 48 et 72 kDa correspondent a priori à des monomères, dimères et 
trimères de p24. La bande à 20 kDa pourrait correspondre à un monomère 
contenant un ou plusieurs ponts disulfures intramoléculaires qui augmenterait la 
mobilité électrophorétique de la protéine, comme en Figure 34.  
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Figure 35 : Analyse de l’ajout d’un agent oxydant (DMSO 5 %) dans un échantillon de 
protéine p24 ΔCPT A41C/T53C (5 mg.mL-1) sur SDS-PAGE non réducteur. Les deux 
conditions comparés (avec ou sans DMSO) proviennent d’un même échantillon de 
protéine. Des échantillons de ces tubes prélevés le jour même, 3 jours, 5 jours ou 7 jours 
après ont été déposés sur gel non réducteur. 

Les bandes intermédiaires, moins visibles et plus diffuses (smear) pourraient 
correspondre à plusieurs populations hétérogènes de protéines avec des nombres 
variables de ponts disulfures, qui empêchent une migration très nette de chaque 
espèce en solution et une identification précise. Aussi, plusieurs populations de 
protéines reliées par des ponts disulfures coexistent. Aucune différence n’est 
visible entre avec et sans DMSO. L’oxydation se fait sans besoin d’ajout d’un agent 
oxydatif. Enfin, aucune différence dans les profils de migration n’apparait au cours 
du temps. Tous les ponts disulfures ont été formés le premier jour et n’évoluent 
plus. En conclusion, la formation des ponts disulfures ne requiert pas la présence 
d’un agent oxydatif et se fait dès le premier jour, au cours de la préparation de 
l’échantillon. De la même façon que précédemment, ce processus n’est pas 
adéquat pour obtenir des hexamères en quantité suffisante pour la cristallogenèse.  
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Figure 36 : Analyse de la formation d’oligomères par ponts disulfures de la protéine p24 
CPT A13C/A44C. Panneau du haut : chromatogramme de la chromatographie d’exclusion 

de taille. Les volumes d’élution du maximum des pics sont indiqués sur le 
chromatogramme. Les numéros du panneau du bas font référence aux numéros sur le 
chromatogramme des fractions collectées. 

Pour la protéine mutante p24 CPT A13C/A44C, de la même façon, un échantillon 
purifié a été concentré, atteignant une concentration de 12 mg.mL-1. L’échantillon 
a été incubé sur la nuit à 19°C et le lendemain, injecté sur colonne de 
chromatographie d’exclusion de taille. Seules des formes monomériques et 
dimériques sont observées sur gel (Figure 36). Il est possible que ce mutant soit 
moins propice à la formation des formes pentamériques et hexamériques que le 
premier mutant p24 CPT A41C/T53C, puisque seuls des formes dimériques 
apparaissent. 
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Nous avons également utilisé ces protéines pour faire des expériences de 
cristallogenèse, en espérant que l’oligomérisation via les ponts disulfures puisse 
avoir lieu spontanément au sein de la goutte de cristallisation au cours du temps. 
Les essais de cristallogenèse ont été réalisés depuis des échantillons frais pour 
limiter la formation préalable de ponts disulfures. Le Tableau 4 présente les 
conditions testées. Quelques cristaux ont été obtenus (PEG II – B4, E12 et H5, 
protéine à 6,2 mg.mL-1, et MIDAS – A12, B1, G3 et G4, 8 mg.mL-1), mais ces cristaux 
n’ont soit pas donné de taches de diffraction de protéine, soit étaient des cristaux 
de sel. 

Tableau 4 : Tests de cristallogenèse des protéines p24 CPT A13C/A44C et A41C/T53C.  

   PEG I PEG II CS MIDAS 

p24 
A41C/T53C 

Bis-Tris 
pH 6,8 

8 mg.mL-1 

NaCl 50 mM 
 x x x 

Bis-Tris 
pH 6,8 

12 mg.mL-1 
NaCl 500 mM  

x x   

p24 
A13C/A44C 

HEPES 
pH 7,4 

6,2 mg.mL-1 

NaCl 50 mM 
 x   

4. Optimisation de la formation des ponts disulfures 
Puisque la seule étape d’incubation de l’échantillon une nuit à 19°C n’est pas 
suffisante pour obtenir des hexamères purs en grande quantité, et que la sortie de 
colonne d’exclusion de taille ne permet pas d’obtenir de fraction ne contenant une 
seule forme hexamérique, nous avons entrepris de revoir les conditions de 
formation de ces ponts disulfures. Dans un premier temps, les ponts disulfures 
obtenus lors des expériences précédentes ont été analysés pour vérifier qu’ils ont 
bien été formés comme prévu entre les deux cystéines mutées de deux chaînes 
peptidiques différentes. Ensuite, il a été nécessaire d’optimiser les conditions de 
formation de ces ponts.  

a) Analyse des dimères obtenus depuis la protéine 
mutante p24 ΔCPT A41C/T53C 

Nous avons utilisé le gel SDS-PAGE d’analyse de l’élution de chromatographie 
d’exclusion de taille de la protéine p24 CPT A41C/T53C (Figure 34, page 66). Sur 
le gel non réducteur, la bande majoritaire est celle des dimères. La bande est bien 
séparée des autres et donne le signal le plus intense, facilitant son analyse par la 
spectrométrie de masse. Les hexamères sur le gel, plus difficiles à récupérer par 
leur concentration plus faible et par le manque de résolution du gel, n’ont pas été 
analysés par spectrométrie de masse. Nous avons donc cherché à analyser en 
priorité les bandes dont le poids apparent correspond à celui attendu pour des 
dimères, pour vérifier que les dimères formés sont ceux attendus, entre les 
cystéines 41 et 53 de deux chaînes peptidiques différentes. 

Un gel non réducteur a été refait en utilisant du matériel extrêmement propre pour 
limiter les contaminations externes et permettre une analyse par spectrométrie de 
masse en tandem. La bande de dimère la plus intense (fraction d’élution 20, p66) a 
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été extraite du gel et analysée par le service de spectrométrie de masse de la 
plateforme « Protein Science Facility » (PSF, SFR Biosciences). Connaissant la 
séquence peptidique, l’analyse des masses des fragments de protéolyse par la 
chymotrypsine a permis d’identifier les fragments et leur composition en acides 
aminés. La comparaison des masses observées avec les masses théoriques 
inférées par la séquence de la protéine, a mis en évidence les fragments reliés par 
ponts disulfures cystéines impliquées dans ces liaisons. Trois ponts disulfures ont 
été retrouvés (Figure 37). 

La cystéine 53 est impliquée dans les trois ponts identifiés, mais jamais la cystéine 
41. Les trois autres cystéines sont la cystéine 61, la cystéine 121 et la cystéine 210. 
La cystéine 210 est généralement impliquée dans un pont disulfure avec la cystéine 
190, ce qui a été observé dans la structure cristallographique de p24 FIV, mais 
seulement une partie des protéines dans la totalité du cristal. La cystéine 61 est 
celle impliquée dans le pont disulfure artéfactuel de la structure cristallographique 
de FIV p24 monomérique (voir Figure 25 page 54). La formation du pont C53-C61 
peut donc s’expliquer par la très forte accessibilité de C61, puisqu’elle est exposée 
au solvant. La cystéine 121 n’était pas connue comme réactive pour la formation 
des ponts disulfures. L’exposition des cystéines formant des ponts disulfures est 
présentée sur la Figure 38. Les ponts disulfures C41/C53 et C190/C210 n’ont jamais 
été observés par la spectrométrie de masse. 

Cela explique alors la rareté des hexamères réticulés par ponts disulfures, qui se 
forment par l’établissement de ponts disulfures entre des cystéines probablement 
de moins en moins accessibles ou de moins en moins libres. Enfin, les dimères en 
solution correspondent à des populations différentes faisant intervenir des couples 
différents de ponts disulfures, ce qui risque de diminuer la faisabilité des 
hexamères. Considérant que les dimères correspondent à des ponts disulfures 
incompatibles avec les formes hexamériques attendues, inhiber la formation des 
ponts disulfures artéfactuels est apparu alors comme l’étape suivante. 
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Figure 37 : Détermination des ponts disulfures par spectrométrie de masse en tandem. Les 
analyses MSMS ont permis d’identifier la séquence des peptides impliqués dans les ponts 
disulfures et donc, d’identifier les cystéines impliquées dans les ponts disulfures. Figure 
réalisée par Frédéric Delolme de la plateforme PSF. 

Une étude sur la mutagenèse des cystéines de FIV p24 a démontré que la cystéine 
61 peut être mutée en sérine sans perturber l’assemblage de la capside du virus 
(Nath et Peterson, 2001). Cette cystéine est par ailleurs absente dans la séquence 
de VIH-1 p24. Muter la cystéine en sérine conserve les propriétés hydrophiles de 
l’acide aminé en empêchant la formation de ponts disulfures. La mutagenèse a pu 
être réalisée, sur la protéine p24 CPT, p24 CPT A13C/A44C et p24 CPT 



RÉSULTATS  ESSAIS DE RÉSOLUTION DE STRUCTURE PAR UNE APPROCHE CRISTALLOGRAPHIQUE 
Optimisation de la formation des  disulfures II.A.4 
 

 
73 

 

A41C/53C, donnant le simple mutant p24 CPT C61S et les deux triples mutants 
p24 CPT A13C/A44C/C61S (notée p24 ΔCPT AAC par la suite) et p24 CPT 
A41C/T53C/C61S (notée p24 ΔCPT ATC). 

 

 

Figure 38 : Exposition des cystéines de la protéine p24 ΔCPT A41C/T53C formant des ponts 
disulfures. La structure de la protéine mutante p24 CPT A41C/T53C a été modélisée par 
simple mutation depuis la structure cristallographique. La cystéine 53 est repérée en rouge 
et les autres cystéines impliquées dans la formation des ponts disulfures sont également 
indiquées.  

b) Expression et purification des protéines p24 ΔCPT 
C61S, p24 ΔCPT AAC et p24 ΔCPT ATC 

J’ai exprimé les trois protéines C61S en souche T7 Express. Pour la purification, j’ai 
réalisé une chromatographie liquide d’affinité, suivie d’un dessalage par 
chromatographie d’échange d’anion pour obtenir la protéine pure, comme j’avais 
procédé précédemment pour les protéines p24 CPT A41C/T53C et p24 CPT 
A13C/A44C. Les protéines sont stockées dans un tampon HEPES pH 7,4, NaCl 
50 mM après le clivage de l’étiquette de purification. Un échantillon de p24 CPT 
AAC a été injecté sur colonne de chromatographie d’exclusion de taille pour 
détecter la formation des ponts disulfures après incubation sur la nuit à 19°C 
(Figure 39). De grosses particules se sont formées et migrent à haut poids 
moléculaire, supérieur à 200 kDa, sur gel non dénaturant, ceci signifiant que ces 
agrégats impliquent des ponts disulfures. Ces bandes à poids moléculaires élevés 
représentent une part importante de l’échantillon mais ne correspondent pas à des 
hexamères puisque leur poids est bien supérieur. Des oligomères à degré 
inférieur d’oligomérisation, y compris ceux cohérents avec des pentamères et des 
hexamères, sont visibles mais minoritaires. Les conditions ne sont donc toujours 
pas optimales pour la formation des hexamères. 
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Figure 39 : Analyse de la formation d’oligomères de p24 CPT AAC par chromatographie 
d’exclusion de taille et dépôt sur gel non réducteur. La résolution de la résine de la colonne 
permet de séparer les protéines de 600 kDa à 10 kDa, avec un volume mort de colonne 
d’environ 8 mL. Les protéines éluées à ce volume n’ont pas été séparées et restent donc 
non analysées. Le gel SDS-PAGE (12 %) ne permet pas de séparer suffisamment les 
protéines de plus de 250 kDa pour voir leur taille. Les bandes théoriques des multimères 
sont indiquées sur le gel. 

Pour la protéine p24 CPT ATC, de la même façon un échantillon concentré à 
5 mg.mL-1 a été analysé par chromatographie d’exclusion de taille après incubation 
à 19°C sur la nuit et l’élution a été déposée sur gel non réducteur (Figure 40). Les 
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bandes majoritaires sont celles correspondant à des dimères et monomères et très 
peu d’assemblage à poids moléculaire supérieur sont visibles. 

 

Figure 40 : Analyse de la formation des formes oligomériques sur gel non réducteur des 
fractions d’élution de chromatographie d’exclusion de taille de la protéine p24 ATC. Les 
poids moléculaires attendus pour les monomères et dimères sont indiqués comme repère. 
Les numéros de dépôt correspondent aux fractions d’élution. 

Enfin, j’ai réalisé une purification de la protéine p24 ΔCPT C61S selon le même 
protocole (Figure 41). Cette protéine ne permet pas de former des ponts disulfures 
de réticulation des hexamères et n’a donc pas été analysée sur colonne de filtration 
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sur gel mais utilisée directement pour la cristallogenèse, en espérant former les 
hexamères tout en prévenant le dimère artificiel. 

 

Figure 41 : Purification de la protéine p24 ΔCPT C61S. Le panneau du haut décrit la 
chromatographie d’affinité et le panneau du bas la chromatographie d’échange d’anion. 
Les encadrés indiquent les fractions d’élution déposées sur gel. 

Puisque la protéine p24 CPT A13C/A44C et son mutant C61S montrent une forte 
capacité à former de gros agrégats ou majoritairement des dimères, pour la suite 
de ce travail, je me suis principalement concentré sur l’expression et la purification 
de p24 CPT A41C/T53C et p24 CPT ATC. Les lots des protéines produits ont été 
utilisés en cristallogenèse après clivage protéolytique de l’étiquette (Tableau 5) et 
par la suite, j’ai principalement travaillé sur la protéine p24 ΔCPT ATC. Des 
échantillons de p24 ΔCPT ATC ont également été préparés dans d’autres tampons 
de stockage, comme le Bis-Tris pH 6 ou pH 6,8. Aucune condition n’a donné de 
cristal. 
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Tableau 5 : Tests de cristallogenèse des protéines p24 CPT C61S, p24 CPT AAC et p24 
CPT ATC avec des kits de cristallogenèses commerciaux.  

      

PEG 
I 

PEG 
II 

CS MIDAS 
MB 

Class II 
Natrix JCSG+ AmSO4 BCS 

p24 
A41C/
T53C/ 
C61S 

Bis-Tris 
pH 6 7 mg.mL-1  x  x      

p24 
A13C/
A44C/
C61S 

Bis-Tris 
pH 6,8 

50 mg.mL-1  x        

p24 
C61S 

Bis-Tris 
pH 6,8 

23 mg.mL-1 x x        
29 mg.mL-1 x x x   x x  x 
19 mg.mL-1 

NaCl 500 mM 
  x  x   x  

Tris pH 
8 

17 mg.mL-1 x x x       

 

c) Vérification du bon repliement du mutant ATC 
Pour s’assurer qu’aucune mutation n’a perturbé la stabilité de la protéine, j’ai 
réalisé des expériences de dichroïsme circulaire pour vérifier la formation des 
structures secondaires sur un échantillon en solution. Ainsi, la protéine p24 CPT 
ATC concentrée à 0,5 mg.mL-1 dans un tampon NaPi 10 mM, NaCl 10 mM a été 
analysé dans le spectrophotomètre (Figure 42).  

Le spectre de la protéine, bien que bruité, présente deux pics négatifs vers 210 et 
225 nm, caractéristique d’une protéine riche en hélices . L’expérience de 
dichroïsme circulaire montre que la protéine conserve son repliement en hélices α 
malgré les mutations.  

Le signal dichroïque a été déconvolué via le logiciel en ligne DichroWeb 
(Whitmore et Wallace, 2008). Les résultats de déconvolution sont présentés dans le 
Tableau 6. Ces derniers sont similaires à ceux publiés préalablement pour la 
protéine p24 ΔCPT (Serrière, Fenel, et al., 2013) compatibles avec la structure de 
p24 connue, majoritairement en hélice α. 
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Figure 42 : Spectre de la protéine p24 CPT ATC en solution. Le signal de la protéine 
montrait une saturation en deçà de 192 nm et a été tronqué en conséquence.  

Tableau 6 : Déconvolution du spectre de dichroïsme circulaire de la protéine p24 ΔCPT 
ATC par le logiciel DichroWeb (Whitmore et Wallace, 2008). 

Type de structure Hélice Brin Tour Région désordonnée 
Pourcentage 58 % 3 % 20 % 19 % 

 

d) Incubation en dialyses successives en conditions 
réductrices puis oxydantes 

Une stratégie adoptée par les auteurs de l’article sur la cristallogenèse des 
hexamères de protéine p24 de VIH-1 a été de produire et purifier les protéines 
VIH-1 p24 A14C/E45C et VIH-1 p24 A42C/T54C, de les concentrer à 1 mg.mL-1 et 
de mettre les échantillons en dialyse, contre successivement trois tampons 
différents (Pornillos et al., 2010). Le premier a une haute salinité (NaCl 1 M) et 
contient un agent réducteur ( -mercaptoéthanol 200 mM) ; l’agent réducteur réduit 
les ponts disulfures artéfactuels formés au cours du processus de purification et la 
salinité stimule l’assemblage hexamérique des protéines. Le deuxième tampon 
conserve la forte salinité pour maintenir l’assemblage hexamérique mais sans 
agents réducteurs pour permettre la reformation des ponts disulfures voulus entre 
les mutations cystéines maintenant à proximité. Enfin, la dernière dialyse permet 
de changer le tampon contre un tampon peu salin, adapté à la cristallogenèse. 
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J’ai reproduit cette stratégie contre les échantillons de p24 FIV, en faisant une 
première dialyse de p24 CPT A41C/T53C/C61S contre un tampon NaCl 1 M, 

mercaptoéthanol 200 mM, une deuxième dialyse contre un tampon NaCl 1 M sans 
agent réducteur puis un troisième tampon de différentes compositions pour cribler 
les conditions expérimentales, avec différents pH, de pH 6 à pH 8 et en concentrant 
ou non les échantillons pour couvrir différentes gammes de concentrations 
protéiques de 1 à 30 mg.mL-1. Les échantillons ainsi préparés ont été testés en 
cristallogenèse dans différents kits (Tableau 7).  

Tableau 7 : Test de cristallogenèse de la protéine p24 CPT A41C/T53C/C61S avec des 
kits commerciaux. La protéine a été préparée par le protocole de dialyse successive décrit 
préalablement. 

 PEG I PEG II CS MbClass II 

HEPES pH 
6.8 

6 mg.mL-1  x  x 

Tris-base 
pH 8 

30 mg.mL-1 NaCl 
300 mM x x x  

Tris-base 
pH 8 

1 mg.mL-1 x x x x 

 

Aucun n’a donné de résultats de cristallogenèse. Ainsi, malgré les différentes 
stratégies que j’ai développées pendant ma thèse, la structure de l’hexamère de 
p24 FIV reste à élucider, ce qui serait utile pour l’identification et la mise au point 
de composés thérapeutiques ciblant l’assemblage.  

B. Identification de ligands et caractérisation par la RMN 

1. Attribution RMN de la protéine de capside  
L’autre approche de ma thèse repose sur un criblage pour identifier des molécules 
interagissant avec la capside puis élucider les mécanismes de fixation sur la 
protéine. L’identification de ces mécanismes de fixation permettrait de guider la 
mise au point des molécules les plus affines possibles et ainsi, développer des 
molécules interagissant fortement avec la capside et potentiellement inhibitrices 
de la réplication du FIV. 

Pour réaliser cette approche, la Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) 
représente une solution adéquate pour identifier les sites d’interaction 
protéine:ligand d’intérêt, car elle peut fournir des informations pour la 
caractérisation de la surface d’interaction de la molécule sur la protéine. Nous 
avons donc choisi d’utiliser la RMN en solution pour caractériser les interactions 
entre p24 et des ligands potentiels d’intérêt. La protéine FIV p24 n’étant pas 
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attribuée en RMN, la première étape était de réaliser l’attribution séquentielle des 
acides aminés. Celle-ci requiert l’acquisition du signal de la chaîne peptidique et 
pour cela, l’acquisition d’un jeu complet de données sur une protéine marquée au 
13C et au 15N et l’acquisition des résonances des différents éléments de la chaîne 
peptidique. Nous avons donc travaillé sur l’attribution de la protéine tronquée p24 

CPT dont l’étiquette de purification a été retirée par clivage protéolytique, pour 
pouvoir comparer l’attribution avec la structure que nous avons résolue par 
cristallographie. Ceci permettra aussi de se servir de cette structure 
cristallographique pour comprendre les résultats d’interaction protéine:ligand 
obtenus avec la RMN. J’ai produit les échantillons et les ai envoyés aux scientifiques 
du TGIR (Très Grande Infrastructure de Recherche) de RMN à l’université de Lille 
(Dr. X. Hanoulle, Integrative Structural Biology, Université de Lille). L’ensemble des 
spectres ont été acquis sur un spectromètre Bruker à 900 MHz, équipé d’une cryo-
sonde pour la détection. Nous avons récupéré les spectres et j’ai pu ensuite, après 
formation à l’université de Lille, les traiter. 

a) Analyse initiale de la faisabilité de l’attribution 
Les expériences préliminaires de marquage au 15N permettent d’acquérir un 
spectre 2D 1H-15N HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence). Cette 
expérience RMN donne le signal des couples N-H de la molécule, et donc 
notamment du squelette peptidique, en plus des autres couples N-H portés par les 
radicaux des acides aminés. L’expérience permet ainsi de détecter tous les acides 
aminés du squelette peptidique de la protéine, à l’exception des prolines qui ne 
portent pas de 1H amide. Cette expérience HSQC donne une cartographie du 
signal de la protéine, permettant de s’assurer que les conditions expérimentales 
sont adéquates avant de réaliser un marquage complet (Figure 43).  

La protéine était dans un tampon NaPi pH 6,8 50 mM, NaCl 50 mM, 5 % D2O à 25°C 
et à concentration de 1,6 mg.mL-1, inférieure à la concentration critique 
d’oligomérisation déterminée au préalable à 5 mg.mL-1 (Serrière, Fenel, et al., 
2013). Le signal était d’une bonne qualité et le nombre de pics observés 
correspondait au nombre attendu, suggérant que les conditions expérimentales et 
d’acquisition du signal étaient optimales, notamment pour les expériences RMN 
suivantes. (Figure 43). On remarque également que l’échantillon semble se 
dégrader au cours du temps, partiellement, et l’apparition des pics au bout de 14 
jours laisse penser que la protéine perd son repliement. Les spectres ont été acquis 
à température ambiante (25°C). 
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Figure 43 : Évolution du signal 1H-15N HSQC de la protéine 15N - FIV p24 entre j0 (en rouge) 
et j14 (bleu) à 25°C dans un tampon NaPi 50 mM pH 6,8, NaCl 50 mM, 5 % D2O. Les cadres 
soulignent quelques zones de différences notables (décalage des déplacements 
chimiques ou variation de l’intensité des pics – « évolution de l’échantillon ») ou 
l’apparition de pics, suggérant une dégradation de la protéine et l’apparition des signaux 
des acides aminés libres.  

b) Acquisition des signaux en RMN 3D de la protéine  
Pour l’attribution des pics des expériences HSQC, il est nécessaire de marquer 
également les carbones au 13C pour réaliser des expériences d’acquisition 
informatives pour l’attribution séquentielle, faisant apparaître des corrélations de 
résonance entre les carbones, azotes et hydrogènes de la chaîne peptidique. Dans 
un premier temps, nous avions produit des échantillons marqués à ces deux 
éléments uniquement. La protéine 13C, 15N – p24 a été produite à une concentration 
finale de 2,6 mg.mL-1, dans le même tampon NaPi 50 mM pH 6,8, NaCl 50 mM, 5 % 
D2O pour accroître l’intensité du signal pour les besoins des acquisitions 3D ; un 
aliquot de cette solution a été prélevé pour vérifier que la dimérisation n’avait pas 
lieu. À différents temps, le jour-même (j0), après un jour à 19°C (j1) ou deux (j2), 
une fraction a été traitée à un agent de pontage covalent, le 
bis(sulfosuccinimidyl)subérate (BS3). L’agent de pontage possède deux fonctions 
chimiques pouvant se lier aux groupements amines libres des lysines de la 
protéine. Les deux groupements sont séparés par un bras espaceur à 8 atomes de 
carbone et peuvent ainsi relier deux lysines suffisamment proches. Si deux 
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protéines sont suffisamment proches, le pontage covalent peut alors s’effectuer 
entre les lysines et on observe alors sur gel l’apparition de bandes à plus haut poids 
moléculaire. Aucune bande n’est apparue dans nos tests (Figure 44). La protéine 
semble donc rester sous forme monomérique. 

 

Figure 44 : Test de dimérisation au BS3. Un aliquot de la protéine marquée pour la RMN, à 
la concentration de 2,6 mg.mL-1, a été prélevé pour un test de multimérisation au BS3 au 
cours du temps, le jour-même (j0), après un jour à température ambiante (20°C, j1) ou 
deux jours (j2). Aucune bande n’est apparue à la taille attendue pour un dimère, ni à des 
poids supérieurs.  

De façon inattendue, les spectres HSQC acquis sur un même échantillon que 
précédemment de protéine p24 marquée, à différents jours présentent des 
différences, qui laissent penser à un réajustement structural de la protéine (Figure 
45). Il est ainsi possible que malgré une absence de dimérisation, la protéine 
s’assemble à une affinité basse, perturbant le signal. Ces variations de 
déplacements chimiques peuvent également témoigner d’un changement 
conformationnel s’effectuant après la décongélation entre le jour-même et le 
lendemain (Figure 45). 

Les variations de quelques ppm de déplacements chimiques entre ces 
dédoublements sont caractéristiques d’un réarrangement structural léger des 
acides aminés correspondant. Ainsi, au jour 1, deux populations de protéines 
coexistent, l’une correspondant à la forme du jour 0 et l’autre à une forme avec 
réarrangement. Cette différence peut simplement provenir d’un changement de 
structure entre la forme décongelée extemporanément et la forme stable à 
température ambiante. Une acquisition supplémentaire au jour 0, jour 1 et jour 7 
montre de nouveaux déplacements entre le jour 1 et le jour 7 avec des 
déplacements de pics, voire des disparitions (Figure 46). Les dédoublements de la 
Figure 45 ne sont plus observés au jour 7 et les pics restants correspondent à la 
nouvelle forme après réarrangement structural.  

En revanche, on observe de nouvelles perturbations sur certains pics et une 
disparition pour certains. Plusieurs explications sont possibles, comme une 
dégradation de la protéine, ou un réarrangement structural qui continuerait au 
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cours du temps, sur d’autres régions encore non perturbées entre le jour 0 et le 
jour 1.  

 

Figure 45 : Évolution des spectres 1H-15N HSQC de la protéine 15N, 13C - p24, à 25°C dans 
un tampon NaPi 50 mM pH 6,8, NaCl 50 mM 5 % D2O. La figure présente les deux spectres 
à j0 (en bleu) et le lendemain (en rouge). Certains pics présentent des décalages de 
déplacements chimiques, dont certains sont mis en valeur dans les encadrés.  

La dégradation de la protéine est peu probable en revanche, puisque la majeure 
partie des pics n’est pas ou que peu modifiée entre l’acquisition au jour 1 et au jour 
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7. La dernière hypothèse est qu’en absence d’agents réducteurs aux 
concentrations suffisantes, les cystéines libres de la protéine et en particulier la 
cystéine 61 très réactive (voir la partie II.A.4 page 70) formeraient des oligomères 
augmentant le poids moléculaire de la molécule globale et donc, diminueraient 
l’intensité du signal via la relaxation du système. Ces multimérisations n’ont pas été 
observées sur le gel de la figure 18 effectué en conditions non réductrices.  

 

Figure 46 : Évolution de l’échantillon entre le jour de décongélation (bleu), le lendemain 
(rouge) et une semaine après (vert). Dimension F1 : 15N (ppm), dimension F2 : 1H (ppm). 
Les encarts repèrent les variations de pics entre le jour 1 et le jour 7. 

Du fait de la faible différence entre les spectres à j1 et j7, les expériences suivantes 
ont donc été menées sur des protéines décongelées la veille. Le signal 1H-15N est 
cependant de très bonne qualité avec les pics très visibles.  

Cependant, les spectres 3D acquis sur ce lot de protéine étaient d’une qualité 
hétérogène (Figure 47). L’expérience HNCO est la plus sensible et le spectre 
associé comprend un grand nombre de pics. En revanche, les autres spectres, 
nécessaires à l’attribution, ont un signal trop faible pour que le jeu de spectres soit 
exploitable, avec une dizaine de pics sur l’expérience HNCACB qui est celle qui 
doit en générer le plus, puisqu’elle indique de nombreuses corrélations de 
résonance 1H-13C-15N (Figure 47). Ces spectres ne sont pas exploitables pour 
l’attribution. Cette mauvaise qualité des spectres 3D fait écho à la dynamique de la 
protéine, observée sur les spectres 1H-15N HSQC (Figure 45), qui expliquerait cette 
chute du rapport signal/bruit. 
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Figure 47 : Spectres RMN 3D HNCO et CBCANH de la protéine 15N-13C p24 à 2,6 mg.mL-1 à 
25°C dans un tampon NaPi 50 mM pH 6,8, NaCl 50 mM. Les pics attendus sur les spectres 
sont décrits dans les schémas du bas.  

c) Triple marquage de l’échantillon au deutérium, 15N et 
13C 

Le double marquage seul n’a pas permis d’acquérir la totalité des spectres avec un 
rapport signal/bruit suffisant. La principale hypothèse est que la relaxation du 
signal de la protéine est trop importante pour pouvoir acquérir tous les spectres. 
En conséquence, nous avons produit des échantillons triplement marqués au 
deutérium (D), au 13C et au 15N. Les rendements d’expression sont moindres que 
précédemment (Figure 48), ce qui peut être expliqué par la toxicité du deutérium 
en haute quantité (Abilev et al., 2018). 

Cette production n’a donc permis la production que d’un seul échantillon à une 
concentration finale de 2,4 mg.mL-1 (100 μM), dans le même tampon NaPi 50 mM 
pH 6,8, NaCl 50 mM, 5 % D2O. Ce seul échantillon n’a pas permis d’acquérir tous 
les spectres nécessaires à l’attribution, du fait de la modification de l’échantillon au 
cours du temps, alors que l’échantillon doit rester stable dans le spectromètre 
durant la totalité de l’acquisition. 
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Figure 48 : Purification de la protéine 15N, 13C, D p24 et élimination de l’étiquette de 
purification. L’étiquette a un poids moléculaire de 4,2 kDa et migre au niveau du front de 
migration. La fraction clivée est purifiée par chromatographie d’affinité en ne conservant 
que la fraction non retenue. La protéine ressort pure, sans l’étiquette de purification.  

Une nouvelle expression a donc été réalisée (Figure 49). Trois échantillons à des 
concentrations de 2,6 mg.mL-1, ont été obtenus après purification. Les lots ont été 
produits dans le même tampon supplémenté à 5 mM de dithiothréitol (DTT) pour 
assurer la stabilité des protéines en inhibant la formation des ponts disulfures. Ces 
échantillons se sont avérés effectivement plus stables au cours du temps puisqu’un 
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seul et même échantillon a permis l’acquisition de la totalité des spectres, tous de 
bonne qualité pour le traitement des données. 

Les séquences conventionnelles d’acquisition des spectres HNCO, HN(CA)CO, 
HNCACB, HN(CO)CACB, HNCA et HN(CO)CA n’ont pas donné de signal suffisant. 
(Note : le spectre HNCACB donne les mêmes informations que le spectre CBCANH 
décrit en Figure 47 et ne diffère que par la façon d’acquérir le signal). Nos 
collaborateurs de l’université de Lille ont donc décidé d’utiliser des séquences 
d’acquisitions mises au point pour les protéines intrinsèquement désordonnées, 
supposées augmenter le signal (séquences (3D) BEST-TROSY HNCO, BEST-TROSY 
HN(CA)CO, BEST-TROSY HNCACB, BEST-TROSY HN(CO)CACB, BEST-TROSY 
HNCA et BEST-TROSY HNCOCA) (Gil-Caballero, Favier et Brutscher, 2014 ; Solyom 
et al., 2013). Les spectres acquis montrent un rapport signal sur bruit bien plus 
favorable et tous les pics attendus en expérience 3D ont pu être observés sur 
l’ensemble des spectres, permettant l’attribution séquentielle (Figure 50). 

 

Figure 49 : Production de 15N, 13C, D p24. La protéine a été éluée, avec des fractions 
d’élution plus concentrées que précédemment. L’étiquette de purification a été clivée et 
retirée de la solution par chromatographie d’affinité contre l’étiquette poly-histidine et en 
ne conservant que la fraction non retenue. 

d) Attribution séquentielle de la protéine et validation de 
la qualité de l’attribution 

Avec les expériences acquises, seuls les azotes et hydrogènes de la liaison amide, 
les carbones de la liaison amide et les carbones C  et C  des résidus d’acides 
aminés ont pu être détectés et attribués.  

Plusieurs pics ne correspondaient pas à la séquence de la protéine. L’analyse de 
ces derniers a révélé qu’une partie des pics sur les spectres correspondaient à une 
fraction marginale d’étiquette clivée restée dans la solution bien qu’elle ne soit plus 
visible sur gel (voir Figure 48). En effet, le fragment peptidique correspondant à 
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l’étiquette ayant un poids moléculaire beaucoup plus faible, il est donc possible 
que la relaxation du signal de ce fragment soit moindre que pour la protéine et que 
le signal du fragment soit détectable même à des concentrations marginales. In 
fine, la majorité des acides aminés attribuables de la protéine ont cependant été 
attribués à leurs déplacements chimiques (Figure 51). Le jeu complet de spectres 
3D : HNCO, HN(CA)CO, HNCA, HN(CO)CA, HNCACB, HN(CO)CACB et 
HNCANNH, a permis l’attribution séquentielle de la protéine à hauteur de 83 % des 
NH de la chaîne peptidique (Tableau 8). Les pics correspondant à l’étiquette ont pu 
être attribués afin de les soustraire des statistiques d’attribution de la protéine et 
des données d’attribution déposées dans la base de données BRMB (entrée 50794). 

Puisque les prolines ne sont pas visibles sur les spectres, la boucle riche en proline 
est moins bien attribuée que la moyenne, de même que certaines portions 
d’hélices  (Figure 52A et Figure 52B). La qualité des spectres n’est pas homogène 
sur la totalité de la protéine : si certaines régions du spectre sont très résolutives et 
donnent la totalité des pics (par exemple, des résidus Ile 2 à Val 5 sur la Figure 50), 
d’autres régions sont très bruitées et moins de pics sont visibles (par exemple, des 
résidus Ala 96 à Leu 104 sur la Figure 50). Les acides aminés au voisinage de ces 
régions non attribuées présentent des pics peu résolutifs et certains d’entre eux 
sont ainsi absents de l’attribution. Une façon d’expliquer cette baisse du signal au 
voisinage de ces derniers serait que ces acides soient susceptibles de présenter 
une certaine flexibilité structurale. Une capacité de multimérisation, même si 
incomplète, pourrait expliquer également cette baisse, si les hélices moins bien 
attribuées sont impliquées dans des interactions entre les monomères. 

La qualité de l’attribution a été évaluée via les différences de déplacements 
chimiques calculées entre les valeurs observées et les valeurs théoriques des 
acides aminés en pelote aléatoire. Les différences de valeurs de déplacement du 
C  et du C  ont été comparées aux structures secondaires observées dans la 
structure cristalline (Figure 52C). La correspondance entre les structures 
observées et prédites par les différences de déplacements chimiques valide 
l’attribution. 
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Figure 50 : Attribution séquentielle des pics et qualité des spectres. Le panneau du haut 
présente des extraits de spectres HNCACB (bleu : valeurs positives, correspondant aux 
C , marron aux valeurs négatives, correspondant aux C ) et HN(CO)CACB (jaune : valeurs 
positives correspondant aux C , vert : valeurs négatives correspondant aux C ), et le 
panneau du bas des extraits de spectres HNCO et HN(CA)CO, donnant le C de la liaison 
amide. Les spectres HNCACB et HN(CO)CA présentent des pics relatifs à l’acide aminé i 
et l’acide aminé i-1 et les HN(CO)CACB et HNCO aux acides aminés i-1, permettant de 
reconstruire la chaîne peptidique séquentiellement. La construction séquentielle est 
indiquée par les pointillés.  
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Figure 51 : Spectre 2D HSQC 1H-15N de la protéine triplement marquée D, 13C, 15N p24, 
dans un tampon NaPi 50 mM pH 6,8, NaCl 50 mM, DTT 5 mM, 5 % D2O, avec les attributions 
des pics sur le spectre. 
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Figure 52 : Qualité de l’attribution de la protéine. A) et B) visualisation des acides aminés 
attribués sur la séquence (A) et la structure cristalline de référence (B). Les acides aminés 
attribués sont en bleu, les prolines en noir et les non attribués autres que proline en jaune. 
Les différentes structures secondaires sont également indiquées. C) Différences de 
déplacements chimiques des C  et C  des acides aminés attribués par rapport à leurs 
valeurs standard dans une pelote aléatoire, sur la séquence entière. Les structures 
secondaires observées dans la structure cristalline sont indiquées au-dessus. Les zones 
grisées indiquent les régions dont les acides aminés n’ont pas été attribués. 
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Tableau 8 : pourcentage d’attribution de la protéine 15N, 13C, 2H FIV p24. 

Catégorie Total Assignés % Assignés 
N+H du squelette peptidique 413 334 81 % 
Type N 213 167 78 % 
Type H 200 167 84 %  
Type C 213 184 86 % 
Type Cα 213 185 87 % 
Type Cβ 204 153 75 % 
Tous résidus 213 187 88 % 

 

 

Figure 53 : Effet du deutérium sur les déplacements chimiques. Les deux spectres 1H-15N 
HSQC de la protéine perdeutérée et de la protéine simplement marquée au 15N présentent 
des différences de déplacements chimiques pour chacun des pics. 

Avec cette attribution, il est maintenant possible de tester les composés avec des 
expériences simples comme la 1H-15N HSQC, qui ne nécessite qu’un simple 
marquage au 15N, pour identifier les acides aminés impliqués dans la fixation du 
ligand en repérant les différences de signal entre les spectres obtenus avec et sans 
composés. Les valeurs de déplacements mesurées correspondent cependant à 
celles de la protéine perdeutérée (Figure 51), et les protéines non perdeutérées 
auront des valeurs de déplacements quelque peu différentes par rapport à 
l’attribution déposée (Gilbert et al., 2010 ; LeMaster, 1990 ; Maltsev, Ying et Bax, 
2012). Il faut ainsi reporter les attributions de la protéine triplement marquée sur 
les pics de la protéine non deutérée avant de comparer les différences de 
déplacements chimiques. Comme on peut le voir sur la Figure 53, les différences 
de déplacements chimiques entre la protéine marquée au deutérium et la protéine 
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non marquée sont faibles, de l’ordre du dixième de ppm pour la résonance 1H et 
de l’ordre de 1 ppm pour la résonance 15N. Il n’y pas d’ambiguïté pour l’attribution 
des pics non marqués au deutérium.  

2. Identification de composés interférant avec la 
capside du FIV 

a) Criblage de composés d’une chimiothèque 
Nous avons eu accès, via nos collègues en Uruguay (Dr. Guzmán Alvarez, 
Laboratorio de Moléculas Bioactivas, Universidad de la República, Paysandú), à plus 
de 400 molécules à bas coût de production issues de leur chimiothèque 
comprenant plusieurs milliers de composés. Ensemble, nous avons pu tester ces 
molécules contre la capside du VIH-1 et contre celle du FIV. Nous avons ainsi 
identifié une molécule d’intérêt interférant avec l’assemblage de FIV p24 et nous 
avons caractérisé son mode d’interaction, son affinité et son site de fixation sur la 
protéine. 

Les composés ont pu être testés sur celui de la protéine FIV p24, selon le protocole 
d’assemblage in vitro de la capside déjà mis en place (Sierra et al., 2018). Nous 
avons ainsi identifié un composé interférant avec l’assemblage de la capside du 
FIV, nommé 696 conformément à son identifiant dans la chimiothèque. Le composé 
696 fait partie de la famille des benzimidazoles (Figure 54). 

 

Figure 54 : Test d’assemblage de la protéine FIV p24 entière en présence du composé 696 
(bleu) par rapport à la condition contrôle en DMSO sans composé (rouge). Chaque courbe 
est la moyenne de trois expériences et les barres d’erreur indiquent l’écart-type. 
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Figure 55 : Test d’assemblage en présence ou en absence de 696 sur la protéine tronquée 
p24 ΔCPT. Le test a été réalisé dans les mêmes conditions expérimentales que le test sur 
la protéine entière p24E. Le graphe correspond aux résultats d’une expérience. 

J’ai fait le test d’assemblage sur la protéine tronquée p24 CPT et la protéine 
entière p24E P1T (notée p24E dans la suite du manuscrit), à deux concentrations 
différentes, d’après le protocole mis en place au préalable (Sierra et al., 2018).  
Brièvement, un échantillon de protéine purifiée, stockée dans un tampon NaPi 
50 mM pH 7,4, NaCl 50 mM a été mélangé avec un même volume de tampon NaCl 
1 M. La forte salinité déclenche l’assemblage de la protéine. L’assemblage a été 
effectué en présence du composé 696 à une concentration de 200 μM (1 % DMSO 
final) ou de DMSO pur à 1% final pour le témoin. D’une part, l’assemblage in vitro 
était moins reproductible sur la protéine tronquée que sur la protéine entière 
(Figure 55) et d’autre part, l’assemblage était plus facilement observé à une 
concentration de 7 mg.mL-1 qu’à une concentration de 5 mg.mL-1 (non montré). 
Nous avons ainsi utilisé la protéine entière p24E (222 acides aminés) à la 
concentration de 7 mg.mL-1 pour les expériences de caractérisation in vitro de la 
molécule avec la protéine. Le composé 696 induit un retard dans la cinétique 
d’assemblage (Figure 54). 

La molécule 696 interfère donc bien avec l’assemblage de la capside du FIV in 
vitro. L’étape suivante est de caractériser s’il existe bien un site de fixation 
spécifique de cette molécule, son affinité pour FIV p24 et la valeur de la constante 
d’interaction. 

bb) Analyse de l’interaction entre la protéine FIV p24E et 
696 

Pour étudier l’interaction entre la protéine de capside et le composé, nous avons 
utilisé la thermophorèse sur la protéine p24E monomérique marquée, avec des 
concentrations croissantes de ligand (Figure 56). Ainsi, l’expérience démontre une 
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affinité réelle du ligand avec le composé et a permis de déduire une constante de 
dissociation KD estimée à 101 μM ± 35 μM. Cependant, la nécessité de ne pas 
dépasser 5% de DMSO dans les capillaires, pour ne pas perturber trop les 
propriétés du solvant, notamment les propriétés de diffusion, empêche d’atteindre 
des hautes concentrations de ligand en solution avec la protéine. En conséquence, 
la mesure est probablement sous-évaluée. L’estimation permet néanmoins d’avoir 
l’ordre de grandeur de l’affinité.  

 

Figure 56 : Quantification de l’interaction p24:696 par thermophorèse. La courbe et les 
barres d’erreur correspondent respectivement à la moyenne et à l’écart-type de deux 
expériences. 

Des expériences complémentaires ont été tentées pour affiner la mesure de 
l’affinité mais elles ont été limitées par les mêmes problèmes de concentration 
maximale utilisable. La titration calorimétrique isotherme (ITC) a ainsi estimé 
l’affinité avec un KD de 16 μM mais avec de nombreux points aberrants lors de 
l’ajout croissant du ligand. Ces points ont été retirés lors de la quantification (Figure 
57). Il est donc possible que 696 ait une affinité pour p24E monomérique située 
entre 10 μM et 100 μM.  

La présence de ces points aberrants, à des concentrations différentes et aléatoires 
entre les expériences, est observée à chaque expérience d’ITC réalisée. Des 
constats sur les résultats de l’expérience et sur le nettoyage de la sonde après 
expérience nous ont amené à penser que le composé est à sa limite de solubilité 
dans le tampon aqueux et qu’il y a présence de précipités. Après chaque 
expérience, lors du nettoyage, nous avons constaté que la sonde semblait 
partiellement obstruée et que l’injection du tampon de nettoyage était difficile. 
Cette obstruction pourrait être causée par des particules solides en suspension qui 
se logeraient dans la sonde et qui pourraient être responsables des points 
aberrants.  

Dans un article dont je suis co-auteur, d’autres composés de la chimiothèque ont 
pu également être analysés en thermophorèse (Figure 58 (Sierra et al., 2018)). Ces 
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composés présentent des noyaux aromatiques contenant des atomes d’azote 
(Figure 59), comme 696.  

 

Figure 57 : Quantification de l’interaction p24:696 par titration calorimétrique isotherme. 
La courbe du haut est représentative des résultats de 5 expériences différentes, avec 
toujours au moins un point aberrant. L’encart présente les statistiques de la régression. 
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Figure 58 : Étude en thermophorèse d’autres composés à noyaux aromatiques de la 
chimiothèque. Les courbes et barres d’erreur correspondent respectivement à la moyenne 
et écart-type de deux expériences. (Sierra et al., 2018). 

Un composé testé, 1138, ne présente pas de variation de signal et semble donc ne 
pas se fixer sur la protéine. Il sert de contrôle. Les courbes n’atteignent pas de 
plateau de saturation, comme pour 696 (Figure 56) et ceux-ci ne sont pas 
extrapolables. Le composé pour lequel l’inflexion de la courbe semble avoir lieu à 
la plus faible concentration, et donc la meilleure affinité, est le composé 1310 
(Figure 58). Mais l’ordre de grandeur de l’affinité est estimé à 1 mM, soit supérieur 
d’au moins un facteur 10 comparativement à celui de 696. Celle-ci reste donc la 
molécule tête-de-liste sur laquelle nous allons nous concentrer. 

 

Figure 59 : Structure des molécules testées pour leur interaction pour FIV p24. Les 
molécules testées portent des noyaux aromatiques contenant des atomes d’azote.  

c) Étude du site d’interaction de 6696 et de p24 
Connaître le site de fixation fournit des informations utiles pour l’optimisation 
rationnelle de la molécule. Une co-cristallisation de la protéine en présence de 696 
a été réalisée, mais aucun cristal n’a été obtenu. Pour obtenir des informations 
structurales en absence de structure expérimentale de la molécule avec la 
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protéine, la RMN fournit des informations utiles par comparaison des déplacements 
chimiques en HSQC comme expliqué précédemment. 

 

Figure 60 : Superposition des spectres 1H-15N HSQC de la protéine 15N - p24 en présence 
de DMSO seul (contrôle) ou du ligand. Les trois pics qui présentent la plus forte variation 
de déplacements chimiques sont repérés par des encarts agrandissant la région de 
spectre de ces pics. 

J’ai donc produit des échantillons de p24 marqués au 15N. Les échantillons finaux 
étaient à une concentration de 2,2 mg.mL-1 (90 μM), 5 % D2O. Nous avons rajouté 
du DMSO dans un échantillon comme contrôle et dans un autre échantillon le 
composé 696 solubilisé dans le DMSO, amenant la concentration en ligand à 
200 μM et en DMSO à 1 %. Les spectres étaient de bonne qualité et ont pu être 
comparés (Figure 60). Certains signaux diffèrent par la modification des 
déplacements chimiques et l’intensité des pics sur les deux spectres. De façon 
globale, l’ajout de DMSO induit une perturbation de tous les déplacements 
chimiques en augmentant les valeurs des déplacements chimiques sur les deux 
axes 15N et 1H. L’ajout de 696 quant à lui ne perturbe que certains pics soit en 
augmentant, soit en diminuant, ces déplacements. 

Très peu de pics présentent des perturbations significatives de déplacements 
chimiques, caractéristiques d’un environnement modifié par la présence du ligand. 
L’altération de l’environnement de ces résidus peut résulter du fait qu’ils sont soit 
directement impliqués dans l’interaction avec le ligand, soit que la fixation des 
ligands induit des réajustements structuraux comme des déplacements de boucles 
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flexibles. 

 

Figure 61 : Quantification des perturbations de déplacements chimiques sur la protéine. 
A) Quantification des perturbations (Chemical Shift Perturbations, CSP) le long de la 
séquence peptidique. Les neuf acides aminés dont les perturbations sont les plus fortes 
sont indiqués en rouge. Les structures secondaires sont indiquées en haut du graphe. B) 
Mise en évidence des acides aminés identifiés préalablement (en rouge). Ces acides 
aminés colocalisent au niveau des hélices 3, 4 et 7 (en bleu) et définissent ainsi un site 
spécifique de fixation. Les acides aminés en noir ne sont pas attribués. 
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Le faible nombre d’acides aminés montrant des perturbations de déplacements 
chimiques suggère une interaction sur une zone définie, ce qui rend possible 
l’exploitation de ces données pour identifier le site d’interaction. Les perturbations 
de déplacements ont été quantifiées et les neuf acides aminés aux perturbations 
les plus intenses sont indiqués (Figure 61A). Ces derniers définissent un site de 
fixation au niveau des hélices 3, 4 et 7 qui forment une poche dans laquelle 
pourrait interagir 696 (Figure 61B). Malheureusement, cette région correspond 
également à une région avec une abondance d’acides aminés non attribués, 
certains résidus directement impliqués dans la liaison du ligand peuvent donc ne 
pas apparaître. Cependant, le rôle des trois hélices dans la formation d’une poche 
dans laquelle pourrait se glisser le ligand ressort sans équivoque de l’expérience. 

 

Figure 62 : Superposition des spectres 1H-15N HSQC de 15N-p24 avec 200 μM et 400 μM de 
696.  

Une acquisition HSQC à une plus forte concentration du composé 696, à 400 μM, a 
également été réalisée (Figure 62). Il n’y a pas de déplacements chimiques 
supplémentaires qui soient visibles, ni de variations significatives dans les 
intensités des pics. Ces résultats laissent penser qu’à 200 μM, la majorité des 
protéines en solution était déjà saturée en ligand. Cette hypothèse n’est toutefois 
pas compatible avec l’affinité de 100 μM mesurée par thermophorèse, pour 
laquelle le calcul montre que la protéine est liée au ligand à hauteur de 59 % à 
200 μM et à 77 % à 400 μM. Des variations seraient alors théoriquement visibles sur 
les spectres, ce qui n’est pas le cas. Deux possibilités peuvent expliquer cette 
observation : soit, que le ligand 696 est à la limite de solubilité et que la 
concentration réelle de la solution soit inférieure à la concentration théorique ; ou 
bien que l’affinité mesurée en thermophorèse soit nettement sous-évaluée. Cela ne 
remet cependant pas en cause l’existence d’un site spécifique de fixation de 696. 
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d) Modélisation de la fixation de 6696 sur FIV p24 par 
docking moléculaire 

 

Figure 63 : A) et B) Modèle atomique de positionnement de la molécule 696 sur la protéine 
p24. Les acides aminés identifiés par Ligplot+ interagissant avec le composé sont 
numérotés et indiqués en vert sur la structure. 

À partir du site spécifique d’interaction mis en évidence par RMN, formé par les 
trois hélices 3, 4 et 7, le Dr Xavier Robert de notre équipe a réalisé une 
modélisation de la fixation du composé sur la protéine par docking moléculaire. Le 
logiciel employé (AutoDock Vina) a ainsi traité la chaîne peptidique comme rigide, 
sauf au niveau de la zone identifiée où les chaînes latérales étaient considérées 
comme flexible. Le composé était lui aussi traité comme flexible. Le programme 
permet d’explorer l’espace conformationnel du ligand et de sa cible dans le but de 
déterminer les conformations d’interaction les plus probables. Une méthode basée 
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sur un score permet de classer les poses obtenues. Ce dernier consiste en 
l’estimation des variations standard d’enthalpie libre associées à la fixation du 
composé sur la protéine en fonction du site de fixation et de l’orientation des 
radicaux de la zone traitée comme flexible. Le modèle le plus probable issu de 
l’expérience de docking a été ensuite analysé par le programme Ligplot+ 
(Laskowski et Swindells, 2011) pour identifier les acides aminés interagissant avec 
la molécule.  

Les acides aminés établissant des liaisons hydrogène ou contacts hydrophobes 
sont indiqués (Figure 63). Le modèle prédit une affinité du composé avec un KD de 
l’ordre de 10 μM. Cette affinité est compatible avec les résultats de l’ITC mais 
diffère d’un ordre de grandeur avec les mesures expérimentales de 
thermophorèse. Elle expliquerait également l’absence de différence en RMN entre 
le passage de 200 à 400 μM.  

e) Caractérisation de la fixation et de la solubilité du 
ligand 6696 par STD 

Pour aller plus loin dans la caractérisation de la zone de fixation du ligand, nous 
avons essayé une expérience RMN de différence de saturation par transfert 
(Saturation Transfer Difference, STD) (Bhunia, Bhattacharjya et Chatterjee, 2012), et 
plus précisément du STD epitope group mapping. L’expérience RMN consiste à 
regarder la différence de signal des protons du ligand entre avant et après 
interaction avec la protéine. Les protons dont le signal est atténué sont impliqués 
dans l’interaction avec la protéine. Cela permettrait de vérifier le modèle de 
fixation du ligand sur la protéine en s’assurant que les protons que nous proposons 
comme interagissant avec la protéine sont en adéquation avec les résultats 
expérimentaux. Cette expérience de RMN a été réalisée à nouveau par nos 
collègues de l’université de Lille sur le spectromètre à 900 MHz équipé d’une cryo-
sonde. L’interaction a été testée dans le même tampon NaPi que celui utilisé pour 
les expériences de perturbations des déplacements chimiques (voir la partie 
II.B.2.c), page 97), avec l’eau H2O remplacée par de l’eau lourde D2O. Les résultats 
sont présentés sur la Figure 64. 
 
Le signal STD mesuré entre la protéine et le tampon sert de contrôle pour ne garder 
que les protons présentant une variation par rapport à celles du tampon. 
L’expérience a identifié ainsi 6 protons aromatiques impliqués dans l’interaction 
protéine:ligand. Cependant, le signal présente un mauvais rapport signal/bruit. 
L’intensité du signal 1H du composé 696 dans le tampon aqueux est 
particulièrement faible pour une concentration théorique attendue de 400 μM. La 
concentration effective du composé est donc probablement inférieure. 
 
Cela est en accord avec les doutes sur la mauvaise solubilité du composé constatée 
lors des expériences d’ITC (voir la partie II.B.2.b), page 94 et Figure 57 page 96). 
Le composé a probablement atteint son seuil de solubilité et la concentration 
effective en solution est inférieure aux 400 μM attendus, ce qui biaise les résultats 
à la fois pour la mesure d’affinité en ITC et pour les expériences de STD, données 
qui ne sont donc pas concluantes. 
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Figure 64 : Expérience de STD entre le ligand 696 et la protéine p24 ΔCPT. La figure 
présente les déplacements chimiques du proton 1H (zone des protons aromatiques entre 6 
et 8.5 ppm) du tampon NaPi DMSO-d6 4 % (rouge), de 696 seul dans le DMSO-d6 (bleu), de 
696 dans le tampon NaPi DMSO-d6 4 % (vert), la différence de signal STD de la protéine 
dans le tampon NaPi DMSO-d6 4 % (jaune) et la différence de signal STD de la protéine et 
de 696 en solution dans le tampon NaPi DMSO-d6 4 % (violet). Les zones surlignées en bleu 
indiquent les protons de 696 présentant une différence de signal STD lors de l’expérience 
protéine:ligand. La figure a été créée par le Dr Xavier Hanoulle. 

3. Caractérisation du potentiel thérapeutique du ligand 
6696 

a) Le site identifié est d’intérêt thérapeutique 
Le site de fixation du composé 696 identifié par docking moléculaire (voir la partie 
II.B.2.d) page 101, Figure 63), a retenu notre attention. Le composé se fixe dans une 
poche définie par les hélices 3, 4 et 7, ce qui est particulièrement intéressant 
lorsque comparé avec p24 du VIH-1. En effet, ce site correspond au site 
d’interaction de VIH-1 p24 avec de nombreux partenaires cellulaires, comme les 
nucléoporines 153 et 358 (Nup153 (entrée PDB 4U0C) et Nup358) ou le facteur 
CPSF6 (entrée PDB 4U0A) (Price et al., 2014). De plus, des molécules d’intérêt 
thérapeutique contre le VIH-1 comme PF74 (entrée PDB 4U0E) ou un de ses dérivés, 
GS-6207 (nom commercial Lenacapavir) (entrée PDB 6V2F) ciblent également la 
même zone (Link et al., 2020 ; Price et al., 2014 ; Singh et al., 2019) (Figure 65).  
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Figure 65 : Le composé 696 fixe le site homologue de FIV p24 que GS-6207 sur VIH-1 p24. 
Les deux composés se fixent dans une poche délimitée par les hélices 3, 4 et 7 (en bleu 
sur les deux structures). (VIH-1 p24 – S-6207 : entrée PDB 6V2F (Link et al., 2020)). 

b) Le composé 6696 stabilise les capsides de FIV p24 
Puisque le composé 696 se fixe sur FIV p24 sur la zone homologue de la zone de 
fixation de GS-6207 sur VIH-1 p24, et que le composé GS-6207 stabilise la capside 
et inhibe ainsi son désassemblage (Bester et al., 2020), nous avons testé si le 
composé 696 présentait des propriétés similaires de stabilisation de l’assemblage 
de la capside du FIV. Les particules obtenues lors du test in vitro d’assemblage 
(voir la partie II.B.2, page 93 et Figure 54 page 93), formées en présence de 696 ou 
non, ont donc été récupérées pour quantifier la cinétique de désassemblage de ces 
particules.  

Les particules formées ont été récupérées par sédimentation puis resuspendues 
dans un tampon peu salin pour initier le désassemblage. Des aliquots de cette 
resuspension ont été prélevés à différents temps puis déposées sur gel 
d’acrylamide dénaturant, permettant de comparer les quantités de protéines 
restant assemblées en particules au cours de l’expérience (Figure 66). L’analyse 
des fractions sur gel montre que les particules formées en présence de 696 sont 
plus stables dans le temps que celles formées sans. En effet, on observe un 
maintien d’une partie des particules formées en présence de 696, 32h après 
resuspension dans le tampon de désassemblage alors que les particules formées 
en absence de 696 ont disparu au même temps. Le composé semble ainsi stabiliser 
la capside de FIV tout comme le composé GS-6207 stabilise la capside du VIH-1. 
Aussi, par analogie avec GS-6207 pour le VIH-1, le composé 696, ou des dérivés de 
celui-ci, semblent prometteurs comme agent thérapeutique visant à inhiber les 
fonctions de la capside du FIV.  
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Figure 66 : Cinétique de désassemblage des particules de FIV p24 assemblées en 
présence de 696 ou sans. Les particules formées ont été collectées puis resuspendues dans 
un tampon peu salin déstabilisant l’assemblage. Des aliquots ont été prélevés à différents 
temps et les particules restant en suspension ont été collectées puis déposées sur gel SDS-
PAGE pour étudier leur évolution au cours du temps. 

4. Analyse de la fixation des peptides cellulaires ciblant 
les hélices α3, α4 et α7 

a) Les équivalents félins des partenaires cellulaires de VIH 
p24 interagissent également avec FIV p24 

Dans le cas du VIH-1, la fixation du composé inhibiteur GS-6207 non seulement 
stabilise la capside, mais de plus entre en compétition pour les interactions de p24 
VIH-1 avec Nup153 et CPSF6 (Bester et al., 2020 ; Rossi et al., 2021). Puisque notre 
composé 696 cible la même région que GS-6207 sur VIH-1 p24, nous avons voulu 
tester si les protéines félines homologues aux protéines cellulaires humaines fixant 
la capside du VIH-1 interagissaient avec FIV p24 de la même façon. Nous avons 
donc vérifié ab initio si une interaction de Nup153 féline sur le même site était 
possible, comme c’est le cas sur la protéine p24 du VIH-1. 

Grâce aux entrées PDB 4U0C et 4U0E montrant les interactions entre VIH-1 p24 et 
des fragments de Nup153 (Figure 67) et de CPSF6 (non montré), nous avons pu 
modéliser les sites d’interaction entre FIV p24 et, respectivement, Nup153 félin 
(Figure 67) et CPSF6 félin. Pour ce faire, nous avons aligné les séquences des 
peptides de Nup153 et de CPSF6 humaines avec celles de Nup153 et de CPSF6 de 
Felis catus (entrées Uniprot M3WFC8_FELCA et M3VZ97_FELCA). L’homologie de 
séquence est de 88 % pour Nup153 et de 100 % pour CPSF6. Puis nous avons 
superposé les structures de FIV P24 et de HIV P24 et modélisé les sites 
d’interaction. Aucune gêne stérique majeure n’a été observée. 
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Figure 67 : Interactions de Nup153 humain ou félin au niveau du site identifié de fixation du 
composé. Les trois hélices  de VIH-1 p24 impliquées dans la fixation de GS-6207 sont 
capables d’interagir avec Nup153 humaine (entrée PDB 4U0C). 

L’ensemble de ce travail de RMN, incluant l’attribution, l’identification de la zone 
de fixation du composé 696, la modélisation de la fixation par docking moléculaire 
et la comparaison avec GS-6207 a été publié dans un article où je suis premier 
auteur (Long et al., 2021). 

b) Quantification de l’affinité des peptides pour FIV p24 
Nous avons donc fait synthétiser les fragments peptidiques de CPSF6 et Nup153 
félin in vitro, pour pouvoir étudier leurs interactions avec FIV p24. Ils 
correspondent aux fragments peptidiques suivants : 

- fCPSF6 : PVLFPGQPFGQP 

- fNup153 : NPSGVFTFG 

La synthèse a été réalisée par la plateforme Protein Science Facility (PSF) de l’IBCP. 
Les rendements de synthèse ont été excellents et ont permis de réaliser de 
nombreux essais d’interactions protéine:ligand à différentes concentrations de 
ligand, tout en respectant les limites de solubilité de ces peptides dues à leur haute 
teneur en acides aminés hydrophobes, avec une abondance de prolines pour 
CPSF6, et le motif phénylalanine-glycine commun aux nucléoporines, pour 
Nup153.  

Dans un premier temps, une solution de peptide à 1 mg.mL-1 de chaque a été 
préparée depuis les poudres de peptides, soit une concentration initiale de 
1,1 mmol.L-1 et 0,78 mmol.L-1 pour respectivement Nup153 et CPSF6. Nous avons 
testé l’interaction entre la protéine et chacun des deux composés par 
thermophorèse. Une interaction a été détectée entre la protéine et avec les deux 
peptides CPSF6 et Nup153 (Figure 68). L’expérience consistait à simplement 
observer la différence de mobilité de la protéine dans le capillaire entre avec et 
sans ligand, à une concentration finale de 540 μmol.L-1 et 390 μmol.L-1 de Nup153 et 
CPSF6, respectivement.  
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Figure 68 : Test d’interaction entre p24E et les deux peptides Nup153 et CPSF6 par 
thermophorèse. Les données et barres d’erreur correspondent à la moyenne et écart-type 
de deux expériences de tests de fixation. 

La différence de signal était légèrement plus importante avec Nup153 qu’avec 
CPSF6, mais les écarts-types entre les expériences étaient plus faibles avec CPSF6. 
Nous avons choisi de travailler en priorité sur le peptide CPSF6. La thermophorèse 
a pu estimer l’affinité du peptide pour la protéine (Figure 69). L’expérience montre 
une interaction spécifique du peptide fCPSF6 pour FIV p24 avec une affinité 
évaluée à un KD de 80 μM ± 31 μM.  

De la même façon que lors du test de 696, il manque quelques points à forte 
concentration pour terminer le plateau et ainsi obtenir une mesure fiable de 
l’affinité. Il faut donc atteindre une plus forte solubilité en peptides. Nous avons 
donc tenté de solubiliser ces derniers à 5 mg.mL-1. L’entièreté des peptides dans 
chaque condition, fCPSF6 et fNup153, semble solubilisée malgré la présence des 
prolines et motifs phénylalanine-glycine (FG). Aussi, il sera possible de tester des 
interactions protéine:ligand à plus forte concentration de peptide, ce qui n’a pas 
encore été testé à ce jour. 
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Figure 69 : Quantification de l’interaction FIV p24:fCPSF6 par thermophorèse (barres 
d’erreurs : écart-moyen, n=2). 

c) Analyse structurale par cristallogenèse du complexe 
protéine-peptide 

L’approche structurale des complexes p24 FIV:peptides aura deux buts : valider le 
site de fixation des peptides sur la protéine p24 FIV monomérique d’une part, et 
d’autre part aider à résoudre la structure de l’hexamère. En effet, si les peptides se 
comportent de la même façon que ceux ciblant les hélices 3, 4 et 7 de VIH-1 
p24 et stabilisent l’assemblage des hexamères, alors il est possible que 
l’interaction FIV p24:peptide fasse de même. Le résultat serait alors double : d’une 
part, autoriser l’identification du site d’interaction protéine:ligand, et donc faciliter 
l’optimisation de composés stabilisateurs de la capside, et d’autre part résoudre la 
structure de l’hexamère.  

(i) Expression des protéines mutantes p24E 
A41C/T53C et p24E A41C/T53C/C61S 

Pour accroître la probabilité de cristallogenèse, nous avons décidé de reproduire 
la stratégie de formation des ponts disulfures inter-chaînes, en co-cristallisation 
avec les ligands peptidiques. 

Puisque la protéine p24E montrait un meilleur comportement pour l’assemblage 
que la protéine tronquée p24 ΔCPT (voir la partie II.B.2 page 93), les mutations de 
substitutions des résidus en cystéine, réalisées sur la protéine tronquée (voir la 
partie II.A.3.b), page 60) ont été reproduites sur la protéine entière pour maximiser 
les chances d’obtenir un assemblage hexamérique stable. J’ai ainsi construit les 
protéines mutantes p24E A41C/T53C, p24E A13C/A44C, p24E A41C/T53C/C61S 
(p24E ATC) et p24 A13C/A44C/C61S (p24E AAC). 
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Le double mutant p24E A41C/T53C a pu être exprimé et purifié en utilisant le même 
protocole que pour les mutants précédents, p24 ΔCPT A41C/T53C. En revanche, la 
protéine p24E ATC n’est que très peu exprimée si ce n’est pas du tout en utilisant 
le même protocole, puisqu’elle n’est peu ou pas détectée, même dans le lysat brut, 
après une immunodétection sur membrane (Western blot) avec un anticorps dirigé 
contre l’étiquette poly-histidine (Figure 70).  

 

Figure 70 : Immunodétection sur membrane de la protéine p24E ATC dans la fraction de 
lysat, fraction non retenue, fraction de lavage et les fractions d’élution lors d’une 
purification.  

Aucune bande n’est détectée dans les fractions d’élution et les bandes initiales sont 
très peu intenses. Des changements dans le protocole d’expression ont été testés, 
notamment des changements de température d’induction de l’expression, dans la 
concentration de l’inducteur et les temps d’induction, mais aucun n’a permis 
l’expression de la protéine et sa purification. Cette protéine triple mutante n’a donc 
pas pu être utilisée pour la cristallogenèse.  

(ii) Co-cristallogenèse des ligands peptidiques et 
de p24E A41C/T53C 

Des expériences de co-cristallisation de p24E A41C/T53C avec fCPSF6 ont ainsi été 
lancées : considérant le KD estimé à 80 μM et la solubilité du peptide, pour que la 
majorité des protéines FIV p24 en solution soit liée au substrat, la protéine FIV p24E 
A41C/T53C a été incubée avec le fragment peptidique à une concentration de 
400 μM soit environ 5 × KD, permettant de saturer environ 80 % des protéines en 
ligand. Un lot de protéine FIV p24E A41C/T53C a ainsi été produit, et une partie a 
été directement incubée après purification et élimination de l’étiquette avec le 
peptide pour lancer la cristallogenèse. L’autre partie a été dialysée contre un 
tampon à forte salinité et à forte concentration de -mercaptoéthanol puis contre 
un tampon sans agent réducteur et à basse salinité pour favoriser la formation 



RÉSULTATS  IDENTIFICATION DE LIGANDS ET CARACTÉRISATION PAR LA RMN 
Analyse de la fixation des  cellulaires ciblant les hélices   et  II.B.4 
 

 
110 

d‘hexamères et de ponts disulfures préalablement à la co-cristallisation avec 
fCPSF6. Cela avait pour but de tester l’importance de la préformation des 
hexamères par la méthode de dialyse contre un tampon enrichi en agents 
réducteurs. Enfin, le lot de protéine ayant été dialysée est à une concentration de 
5 mg.mL-1 et la protéine non dialysée à 7 mg.mL-1. L’objectif était de vérifier si des 
différences étaient observées à une concentration supérieure à la concentration 
critique de dimérisation de 5 mg.mL-1 (Serrière, Fenel, et al., 2013).  

 

Figure 71 : Comparaison des évolutions de goutte de cristallisation entre un échantillon de 
protéine à 5 et à 7 mg.mL-1. La concentration de protéine p24E A41C/T53C utilisée pour 
préparer les gouttes est indiquée en bas de chaque goutte. Le cercle sur la goutte de 
cristalllisation à 7 mg.mL-1 indique la présence d’un cristal (taille estimée à 20 μm). 

Plusieurs kits de cristallogenèse ont été utilisés, en testant à la fois la protéine 
dialysée et la protéine non dialysée en présence du peptide fCPSF6 : 

- Kit Crystal screen 

- Kit MIDAS+ 

- Kit PEG ion 

- Kit PEG II 

La condition PEG II – H8 avec la protéine à 7 mg.mL-1 a donné deux cristaux (Figure 
71), mais l’analyse du profil de diffraction a révélé qu’il s’agissait de cristaux de 
sels. À ce jour, aucune information structurale expérimentale sur le complexe FIV 
p24:fCPSF6 n’a pu être obtenue. 
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III. Discussion 

Le travail de cette thèse a permis d’identifier un composé prometteur, 696, capable 
d’interférer avec l’assemblage et avec le désassemblage de la capside du FIV et, 
par la première attribution RMN de FIV p24, de définir les mécanismes 
moléculaires de l’interaction entre FIV p24 et 696. Enfin, l’identification du site de 
fixation du composé met en évidence des propriétés similaires avec des composés 
thérapeutiques ciblant la capside du VIH-1. L’ensemble de ce travail représente le 
premier pas vers la mise au point d’un traitement spécifique au FIV. 

A. Récapitulatif des constructions utilisées 
Au cours de ce travail, j’ai utilisé de nombreuses constriuctions de la protéine p24, 
tronquée, entière, portant les mutations Cys ou portant l’étiquette de purification 
en position N-terminale. 

La Figure 72 présente les résultats d’alignements de séquence des différentes 
constructions pour résumer l’ensemble des constructions protéiques ayant pu être 
exprimées. 
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Figure 72 : Alignement de séquence des différentes constructions génétiques utilisées 
(Clustal Omega). L’alignement repère les acides aminés portant les mutations testées et 
repèrent également le changement de position de l’étiquette de purification de la 
construction p24 pETΔCPM (p24_pET28). Les mutations ponctuelles sont mises en 
évidence en surlignage. 

B. Impossibilité de la modélisation de l’assemblage 
hexamérique 

La structure atomique de la protéine FIV p24 et de son assemblage en hexamères 
est un élément de départ pour le développement de composés inhibiteurs. Aussi, 
la structure de FIV p24 résolue préalablement représentait une avancée en ce sens 
(Folio et al., 2017). Les deux protéines ont une identité de séquence relativement 
faible de 30 %, mais les domaines N- et C- terminaux superposés séparément 
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présentent une forte homologie de structure avec un RMSD (root mean square 
difference) de moins de 1 Å pour les carbones Cα (Folio et al., 2017). Il serait très 
intéressant de modéliser l’hexamère de FIV p24 depuis cette structure dimérique 
en prenant comme empreinte l’hexamère de VIH-1 p24. Cependant, comme décrit 
dans la partie II.A.1 page 53, cette structure dimérique était artéfactuelle en raison 
d’un pont disulfure intermoléculaire entrainant une disposition tête-bêche des 
sous-unités. Ceci pose un problème pour obtenir un modèle fiable de l’hexamère 
de FIV p24 comme expliqué ci-après. 

Ainsi, dans l’hexamère de VIH-1 p24 qui est formé de sous-unités orientées 
parallèlement, l’interaction du domaine C-terminal d’une sous-unité avec le 
domaine N-terminal de la sous-unité voisine contribue à la stabilité de l’oligomère 
(Pornillos, Ganser-Pornillos et Yeager, 2011).  

D’autre part, la conformation de la boucle de FIV p24 qui est située entre les 
domaines N et C-terminaux, diffère complètement par rapport à celle de VIH-1 p24 
(Figure 73). Cette boucle semble importante chez les lentivirus. Chez le VIH-1, 
l’impact de l’orientation de la boucle entre les domaines N et C-terminaux a 
également été caractérisée par des expériences de mutagenèse sur cette boucle 
(Koma et al., 2019). Les auteurs ont réalisé des mutations ponctuelles de chaque 
acide aminé contre une alanine, ou contre un acide aminé hydrophile à radical plus 
encombrant (S146N, S149N, S149D et S149K). L’ensemble de ces mutations inhibe 
la multiplication virale et diminue l’infectivité des particules virales formées.  

Par ailleurs, cette région présente une faible variabilité parmi les différentes 
souches analysées par les auteurs de cette étude, qui se concentraient sur les 
souches du groupe M, qui est le plus répandu (Koma et al., 2019). Cette étude 
montre ainsi la conservation du motif SP et SI en position 146-147 et 149-150 
respectivement, tandis que le résidu 148 présente une plus forte variabilité. 
L’étude fait le lien entre les mutations sur cette boucle et la perte de capacité de la 
protéine à multimériser à l’aide d’observation en microscopie à fluorescence de 
cellules exprimant les protéines Gag mutées et l’aide de modélisation moléculaire. 
La modélisation in silico des interactions protéine:protéine au sein de l’hexamère 
est également en accord avec la nécessité pour les domaines N- et C-terminaux 
d’adopter un positionnement spécifique l’un par rapport à l’autre pour stabiliser 
l’assemblage hexamérique (Zhu et Chen, 2015).  
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Figure 73 : Conservation du motif SP de la boucle flexible des protéines de capside du FIV 
et du VIH-1. Les couleurs correspondent à : VIH-1 p24, domaine N-terminal, boucle 
flexible, domaine C-terminal, en vert, noir et orange respectivement ; FIV p24 : domaine 
N-terminal, boucle flexible, domaine C-terminal en bleu, blanc, jaune respectivement. Les 
acides aminés de la boucle flexible de FIV p24 et VIH-1 p24 sont indiqués. 

La conservation des séquences, du motif SP/X/SI en position 146-150 de la protéine 
VIH-1 p24, suggère que cette séquence est requise pour la conformation de la 
protéine à cet endroit. Or, on retrouve le motif SP dans FIV p24 en position 139-140, 
ce qui suggère que ce motif jouerait un rôle similaire dans la flexibilité de la boucle 
entre les domaines N et C-terminaux de FIV p24 (Figure 73). Cependant, le reste 
du motif SP/X/SI de VIH-1 p24 n’est pas retrouvé chez FIV p24. Cela limite la 
possibilité de modéliser la conformation de la boucle flexible de FIV p24 depuis la 
structure de l’hexamère de VIH-1 p24. En effet, les séquences de boucle sont 
conservées chez l’un et l’autre des virus VIH-1 et FIV, parmi leurs souches 
respectives circulantes ; or les deux séquences de FIV p24 et VIH-1 p24 diffèrent, 
et il est donc possible que les mécanismes de flexibilité soient différents.  

La variabilité de la boucle de VIH-1 p24 a également été observée par RMN du 
solide au sein des hexamères de VIH-1 p24 (Bayro et al., 2014 ; Lu et al., 2020). Dans 
les tubules de VIH-1 p24 analysées, quatre conformations ont été observées, mais 
chacune permet des positionnements des domaines N- et C-terminaux similaires 
(Figure 74). 



DISCUSSION 
La protéine FIV p24 présente une dynamique intrinsèque III.C 

 
115 

 

 

Figure 74 : Flexibilité de la boucle entre les domaines N et C-terminaux. Parmi l’ensemble 
des structures analysées (N=522), les quatre familles de conformations, numérotées de 1 
à 4, représentent 47 %, 34 %, 10 % et 9 %. Pour chacune de ces familles de conformations, 
les coefficients de variabilité structurale (RMSD, root-mean square difference) sont 
présentés (d'après Lu et al., 2020).  

Ainsi, la flexibilité de la boucle entre le domaine N- et C-terminal est bien décrite 
chez le VIH-1. La conservation partielle des séquences entre le VIH-1 et le FIV pour 
cette boucle suggère que la boucle de FIV p24 présente une flexibilité similaire, 
mais le manque de conservation du reste de la séquence fait douter de la 
conservation du mécanisme de flexibilité, ce qui diminue la confiance en une 
modélisation de la structure hexamérique depuis l’hexamère de VIH-1 p24. En 
conséquence, des données expérimentales de l’hexamère sont nécessaires, soit 
des hexamères entiers, soit de la conformation adoptée par la boucle en son sein, 
ce qui permettrait alors de modéliser la structure. 

C. La protéine FIV p24 présente une dynamique intrinsèque 
Le test d’assemblage en présence ou non de 696 montre que la présence du ligand 
induit un retard dans l’assemblage des particules (voir la partie II.B.2 page 93, 
Figure 54 page 93). Plusieurs hypothèses peuvent être formulées pour expliquer 
ce comportement, dont la gêne stérique, une plus mauvaise accessibilité de 
l’interface d’assemblage ou un réajustement conformationnel induit par la fixation 
du composé sur la protéine.  

Les données expérimentales de fixation obtenues par la RMN (voir la partie II.B.2.c) 
page 97) ont permis de délimiter la zone de fixation dans une zone définie par les 
hélices 3, 4 et 7 de FIV p24. La modélisation de la fixation depuis ces données 
expérimentales propose une fixation proche de celle du composé PF74 et son 
dérivé GS-6207 sur VIH-1 p24. Ces deux composés agissent non pas en inhibant 
l’assemblage mais en stabilisant les hexamères (Peng et al., 2014). Le composé 696 
présente un encombrement similaire à PF74 et moindre que le dérivé GS-6207 
(Figure 75). Aussi, l’hypothèse de l’inhibition par 696 de l’assemblage de FIV p24 
par un encombrement stérique ou par une diminution de l’accessibilité de 
l’interface d’assemblage apparaît peu probable. 
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Figure 75 : Comparaison des molécules d’intérêt thérapeutique contre le VIH-1 (PF74 et 
GS-6207) et le composé 696 contre le FIV. 

Nous pensons donc que l’explication au retard à l’assemblage de la capside du FIV 
en présence de 696 provient d’un réarrangement structural induit par la fixation du 
ligand. 

Cela est cohérent avec ce qui est observé en RMN. En absence de ligand déjà, les 
spectres 1H-15N HSQC des échantillons 15N-p24 au cours du temps montrent une 
modification des déplacements chimiques de certains pics (voir la partie II.B.1.a) 
page 80, et Figure 45 page 83 et Figure 46 page 84).  

Ce déplacement s’observe principalement entre le jour j0, le lendemain j1 et 7 
jours après, j7, j0 marquant la décongélation de l’échantillon. Une partie des 
perturbations est observée entre j0 et j1. Elles correspondent à un réarrangement 
qui aurait lieu après la décongélation pour adopter la forme stable à température 
ambiante, a fortiori que ces changements se maintiennent à j7. En revanche, des 
perturbations supplémentaires ont été observées entre j1 et j7. 

On ne peut exclure que cette évolution soit due simplement à une dégradation de 
la protéine, par une dénaturation partielle de la région en question par ou 
oxydation au cours du temps. Le signal ne semble pas diminuer en intensité au 
cours du temps, rendant l’hypothèse d’une dégradation de la protéine moins 
probable, mais il reste l’hypothèse d’une oxydation. En effet, dans ces premières 
conditions, le tampon utilisé était le plus simple possible, et ne contenait pas 
d’agents réducteurs. La cystéine 61 n’avait pas encore été identifiée comme 
particulièrement réactive pour la formation de ponts disulfures via la spectrométrie 
de masse, et nous n’avions pas ajouté de dithiothréitol comme pour les expériences 
RMN d’attribution qui ont suivi.  

Il est difficile d’identifier les acides aminés qui ont des déplacements de pics entre 
j1 et j7 (Figure 46 page 84). Les pics ne se superposent pas à cause de la 
deutération et la région en encart de la figure peut correspondre aux radicaux de 
certains acides aminés portant des groupements N-H dans leur chaîne radicalaire. 
Il est difficile de conclure sur l’origine exacte de ces perturbations, mais elles 
pourraient provenir d’une capacité de la protéine à changer de conformation. La 
flexibilité de la protéine reste un point à étudier. 

Par ailleurs, la boucle flexible correspond à une région partiellement mal attribuée 
en RMN (voir Figure 52 page 91). Les hélices 7 et 8 sont situées vers cette zone 
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flexible, l’hélice 7 juste avant et l’hélice 8 au sein de la zone flexible. Ces deux 
hélices présentent des lacunes dans leur attribution, correspondant à des acides 
aminés autres que proline et qui devraient donc être visibles dans nos expériences. 
Ces acides aminés ne sont cependant pas observés sur les spectres. Leur absence 
est parfaitement compatible avec la flexibilité de la boucle entre les domaines N- 
et C-terminaux. 

Le test d’assemblage (voir la partie II.B.2 page 93), qui a servi à mettre en évidence 
l’importance de la partie C-terminale de la protéine, soutient également cette 
flexibilité globale de FIV p24 (voir la partie III.E page 121). La protéine VIH-1 p24 
a été étudiée par la RMN, aussi bien pour sa structure que pour sa dynamique. La 
détermination des constantes de relaxation, via des expériences à effet NOE, a mis 
en évidence une flexibilité au voisinage des hélices α4, 5, 6 et 7 (Okazaki et al., 
2014). La boucle entre les hélices α3 et α4 et l’hélice α6 sont indiquées par les 
auteurs de l’étude comme particulièrement flexibles et les auteurs considèrent la 
protéine comme présentant un caractère partiel de protéine intrinsèquement 
désordonnée (Okazaki et al., 2014).  

Enfin, les études structurales ont mis en évidence un processus de « domain-
swapping », dû à la capacité du domaine C-terminal à échanger un de ses éléments 
structuraux, en l’occurrence une hélice , avec le même élément structural d’un 
autre monomère de protéine VIH-1 p24, par la RMN (Wong, Shin et Krishna, 2008) 
et par la cristallographie (Ivanov et al., 2007). Cette capacité pourrait jouer un rôle 
dans la capacité de la protéine à s’oligomériser. Aussi, la protéine VIH-1 p24 est 
globalement structurée mais présente une capacité de réarrangements structuraux 
locaux. 

Pour revenir à nos résultats, le recours à la perdeutération pour accroître la qualité 
du signal et le rapport signal/bruit reste incompris. La protéine p24 CPT a une 
longueur de 213 acides aminés et un poids moléculaire de 24 kDa. Cette taille est 
compatible avec la RMN en solution sur un échantillon non deutéré (Kay et 
Gardner, 1997 ; Xu et al., 2006). Cependant, les spectres acquis sur ces échantillons 
n’étaient pas d’une qualité suffisante pour permettre l’attribution. Malgré la 
perdeutération, la qualité du signal n’est pas uniforme sur l’ensemble de la 
protéine et la plupart des acides aminés autres que proline qui n’ont pas pu être 
attribués (26 sur les 33) sont situés dans le domaine N-terminal, dans la région 
impliquée dans la multimérisation. Ces acides aminés non attribués à cause du 
mauvais rapport signal/bruit sont localisés dans les hélices 1, 4 et 7 
principalement (voir la partie II.B.1.d) page 87).  

Cela serait compatible avec une capacité de la protéine à s’oligomériser en 
solution pendant l’expérience RMN. Cependant, aucune dimérisation ni 
oligomérisation à un degré supérieur n’a été observée lors du test au BS3, réalisé à 
la concentration utilisée en RMN, depuis un aliquot de l’échantillon doublement 
marqué 13C-15N utilisé pour l’acquisition des spectres 3D (voir la partie II.B.1.b) 
page 81). Aussi, si cette hypothèse est vérifiée, la dimérisation ne doit se réaliser 
qu’en faible proportion. D’ailleurs, la concentration utilisée, à 2,6 mg.mL-1, est 
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inférieure à la concentration critique de dimérisation de la protéine, déterminée à 
5 mg.mL-1 (Serrière, Fenel, et al., 2013).  

Une dimérisation, même en faible proportion, expliquerait donc la faiblesse du 
signal en RMN mais serait en désaccord avec le résultat du test de pontage covalent 
au BS3. L’autre hypothèse serait donc que le faible signal RMN provienne de la 
flexibilité de la protéine, notamment dans les régions à faible rapport signal/bruit, 
les hélices α1, α4 et α7. Cependant, la boucle flexible entre les domaines N et C-
terminaux a pu être attribuée, au contraire d’autres régions qui, sans être rigides, 
sont a priori moins flexibles comme l’hélice α7. De plus, les résultats de RMN sur la 
protéine VIH-1 n’avaient pas mis en évidence de flexibilité particulière sur cette 
hélice (Okazaki et al., 2014). Il est possible que cette hélice 7 de FIV p24, faisant 
partie de l’interface de multimérisation, ait un comportement flexible inédit, mais 
qui reste encore inexpliqué.  

En conséquence, bien que la perdeutération et l’ajout d’agents réducteurs aient 
augmenté l’intensité du signal, la nécessité de ces étapes reste énigmatique et nous 
ne pouvons que formuler l’hypothèse d’une forte versatilité de structure de la 
protéine. 

Dans ce cas, la flexibilité de la protéine est potentiellement délétère pour la 
cristallisation, ce qui pourrait alors expliquer les échecs de cette approche. La 
formation du pont disulfure artéfactuel de la structure PDB 5NA2 correspondrait à 
une conformation rigidifiée par ce pont disulfure, limitant alors la flexibilité des 
protéines. Aussi, cela confirme la nécessité de stabiliser la protéine pour la 
formation des entités capsomériques (hexamères ou pentamères). Cette 
stabilisation apparaît donc comme nécessaire pour progresser dans la résolution 
de la structure, soit par la cristallographie aux rayons X, soit par la cryo-
microscopie électronique, puisque l’hexamère a un poids théorique de 144 kDa, 
théoriquement suffisant pour les besoins de cette dernière technique. 

D. Essais de stabilisation des hexamères de FIV p24 via les 
ponts disulfures 

Les tests de cristallogenèse de l’hexamère sur la protéine native FIV p24 se sont 
révélés infructueux (voir la partie II.A.2 page 54). Cet échec apparaît logique 
considérant la flexibilité intrinsèque à la protéine évoquée précédemment. 
Cependant, la cristallisation des hexamères de la protéine p24 native du VIH-1 est 
possible comme le montrent les résultats de(Gres et al., 2015) (PDB ID : 4XFX). 
C’est pourquoi nous avions tenté cette approche, dans un premier temps tout en 
prenant en compte la nécessité de diminuer la probabilité de formation du pont 
disulfure artéfactuel intermoléculaire sur la Cys 61 qui avait conduit à la résolution 
d’une structure cristalline dimérique tête-bêche de FIV p24 (voir la partie II.A.1 
page 53). 

En effet, la cristallisation du dimère de FIV p24 avec les ponts disulfures entre les 
cystéines 61 témoigne de la réactivité de cette cystéine pour la formation de ponts 
disulfures par rapport aux autres (Figure 25, page 54). Cette cystéine est dans une 
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boucle exposée au solvant et est donc très facilement accessible pour la formation 
de ces ponts.  

La séquence de FIV p24 Petaluma sauvage que nous utilisons pour cette étude 
contient au total quatre cystéines, C61, C121, C190 et C210. Les deux dernières 
cystéines, Cys 190 et Cys 210 forment un pont disulfure intra-chaîne dans les 
conditions physiologiques (Nath et Peterson, 2001). Ces deux cystéines sont les 
homologues des Cys 198 et Cys 218 de VIH-1 p24, qui forment également un pont 
disulfure au sein du domaine C-terminal. En revanche, les deux autres ne sont pas 
décrites pour la formation de ponts dans les conditions physiologiques (Nath et 
Peterson, 2001). 

Après analyse de l’hexamère de VIH-1 p24, les mutagenèses substituant le couple 
d’acides aminés A41 et T53 en cystéine ont été réalisées afin de stabiliserr un 
hexamère de FIV p24 par ponts disulfures intermoléculaire. La spectrométrie de 
masse a cependant montré que les ponts disulfures formés impliquaient 
majoritairement la Cys 61 (Figure 37 page 72). Il est possible que cette construction 
ne soit pas la plus adéquate et qu’un autre couple d’acide aminé soit plus judicieux. 
La Cys 53 a pu établir des ponts disulfures, il serait donc possible de tester des 
mutants sur d’autres positions autour de Ala 41, comme l’acide aminé en position 
40 ou 42 par exemple. 

Deux autres cystéines de la protéine, C121 et C210, sont retrouvées par la 
spectrométrie de masse comme forma nt des ponts disulfures non attendus, dans 
une moindre proportion que C61. A contrario, le pont disulfure entre les deux 
cystéines 190 et 210 n’est pas retrouvé par la spectrométrie de masse. La formation 
de ce dernier est requise pour l’infectiosité du virus (Nath et Peterson, 2001). Aussi, 
son absence signifie que la protéine risque d’adopter une conformation 
incompatible avec la formation de la capside virale. 

La Cys 61 reste la plus réactive, ce qui s’explique par son exposition au solvant, 
tandis que la Cys 121 est située au sein de l’hélice 7 et le radical de l’acide aminé 
semble peu accessible. D’un côté, le manque d’exposition de cette cystéine peut 
expliquer la moindre fréquence à laquelle elle a été retrouvée impliquée dans un 
pont disulfure par la spectrométrie de masse, de l’autre l’hélice α7 a été identifiée 
comme flexible (voir la partie précédente III.C page 115), et donc la Cys 121 peut 
être au moins brièvement exposée au solvant et être engagée dans la formation 
d’un pont disulfure. 

Cette formation de ponts disulfures pourrait expliquer la chute du signal 3D-RMN 
(voir la partie II.B.1.b) page 81). L’augmentation progressive de la taille de 
l’échantillon par cette dimérisation accroît la relaxation et fait chuter le signal. Les 
spectres acquis sur un échantillon de 13C-15N p24 ΔCPT ne donnaient pas 
suffisamment de pics sur les spectres pour pouvoir attribuer les acides aminés, ce 
qui était particulièrement visible sur le spectre HNCACB (voir la Figure 47 page 
85). La sensibilité a été augmentée par la perdeutération, mais sa nécessité reste à 
expliquer puisque la protéine monomérique fait 24 kDa, ce qui est compatible avec 
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les limites de sensibilité du spectromètre 900 MHz ayant servi à l’acquisition (Kay 
et Gardner, 1997 ; Xu et al., 2006). Ce point a été mis en avant dans la partie III.C 
page 115. Puisque les résultats de spectrométrie de masse ayant identifié la 
réactivité de la Cys 61 sont venus de façon concomitante à l’optimisation de 
l’acquisition des spectres RMN, l’échantillon perdeutéré a été complété avec un 
agent réducteur, le dithiothréitol. Cet ajout a été fait pour optimiser l’échantillon 
avant l’acquisition du spectre, qui se fait sur plusieurs semaines. Cet échantillon a 
permis d’acquérir tous les spectres requis pour l’attribution RMN de la protéine 
(voir la partie II.B.1.d) page 87). 

L’identification de sa forte capacité à former des ponts disulfures nous a menés à 
muter la Cys 61 en sérine. Cette mutation ne perturbe pas la capacité de la protéine 
à former des capsides virales (Nath et Peterson, 2001). La mutation C61S conserve 
l’encombrement et la polarité du résidu 61, tout en prévenant la formation de pont 
disulfure impliquant ce dernier (Nath et Peterson, 2001). Aussi, j’ai réalisé les 
constructions triple mutantes p24 ΔCPT A41C/T53C/C61S (ATC) et p24 ΔCPT 
A13C/A44C/C61S (AAC) (voir la partie II.A.4.b), page 73). Les mêmes mutations 
ont été réalisées sur la protéine entière, une fois que nous avions identifié que les 
derniers acides aminés sont impliqués dans la fixation du composé d’intérêt 
thérapeutique 696 sur la protéine (voir la partie II.B.2 page 93). On a donc 
également les constructions p24E C61S, p24E A41C/T53, p24E ATC, p24E 
A13C/A44C et p24E AAC.  

Ces mutations sont susceptibles de perturber le repliement de la protéine. Cette 
possibilité est soutenue par les difficultés rencontrées lors de l’expression et de la 
purification de la protéine triple mutante p24E ATC (voir la partie II.B.4.c)(i) page 
108). Les séquences du plasmide ont été vérifiés par le séquençage dans les deux 
sens de lecture, aussi bien du promoteur que le cadre ouvert de lecture. Pourtant, 
la protéine ne semble pas exprimée, ou sinon très peu, d’après les résultats de 
l’immunodétection sur membrane (voir Figure 70 page 109). La littérature montre 
qu’une protéine d'Escherichia coli, de poids moléculaire de 27 kDa, possède un 
domaine riche en histidine et il est possible que l’anticorps dirigé contre l’étiquette 
poly-histidine se fixe sur cette protéine et génère le faible signal observé 
(Robichon et al., 2011). Cela est compatible avec la faible intensité de signal et 
l’impossibilité de purifier la protéine p24E ATC.  

Ces difficultés à exprimer la protéine restent encore sans explication, et sont peut-
être liées à un simple problème technique dans le protocole d’expression. 
Cependant, l’expression a été testée selon trois protocoles différents, faisant varier 
la température d’induction de l’expression, la concentration de l’inducteur et le 
temps d’induction, sans succès. Il est difficile de conclure sur l’origine du 
problème, d’autant qu’a contrario, la protéine p24 ΔCPT ATC et la protéine p24E 
A41C/T53C ont pu être exprimées et purifiées. Nous n’avons pas d’explications à 
cette différence de comportement entre ces deux protéines qui portent les mêmes 
mutations, sauf la délétion terminale de neuf acides aminés. 
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J’ai donc travaillé sur la protéine p24 ΔCPT ATC pour vérifier si ces mutations 
pouvaient ou non perturber le repliement de la protéine, ce qui donnerait des 
informations à ce sujet. Le spectre de dichroïsme circulaire a été réalisé dans cet 
objectif (voir la partie II.A.4.c) page 77). La déconvolution du signal donne un 
résultat très similaire à la protéine p24 ΔCPT. Ces informations sont partielles 
puisqu’elles ne donnent que des informations sur le repliement global sans 
caractérisation précise de la conformation de la protéine. Cependant, cela serait 
en accord avec l’absence d’impact délétères des mutations sur le repliement de la 
protéine. Cela est intéressant pour la suite du projet quant à la stabilisation des 
hexamères par la formation des ponts disulfures, mais cela n’explique toujours pas 
les difficultés à exprimer la protéine p24E ATC.  

La Cys 121 peut également être mutée en sérine sans que cela ne perturbe la 
formation de capsides (Nath et Peterson, 2001). Cette cystéine était également 
impliquée dans les ponts disulfures non désirés avec la Cys 53, dans une moindre 
mesure que la Cys 61 (voir Figure 37 page 72). Réaliser cette mutation 
supplémentaire pourrait contribuer, de la même façon, à éviter tout artéfact dû aux 
formations de ponts disulfures qui ne sont pas ceux désirés, et peut être envisagée 
si la mutation C61S ne suffit pas à favoriser la formation d’hexamères fonctionnels.  

E. La partie C-terminale de FIV p24 semble nécessaire à 
l’assemblage in vitro 

Les essais de cristallisation de la protéine p24 avaient été réalisées sur la protéine 
tronquée des neuf derniers acides aminés qui avaient été prédits comme flexibles 
(Folio et al., 2017). Aussi, nous nous sommes concentrés sur cette protéine pour 
l’ensemble des expériences de cristallogenèse, de RMN et d’interactions 
protéine:ligand. 

Le test d’assemblage a cependant révélé des différences de comportements entre 
la protéine tronquée et la protéine entière (voir la partie II.B.2 page 93, Figure 54 
et Figure 55 page 93 et page 94). L’assemblage montrait une différence de 
cinétique entre le contrôle et 696 avec la protéine entière p24E mais peu ou pas de 
différences avec la protéine p24 ΔCPT. Aussi, les deux protéines ont un 
comportement d’assemblage différent en présence du ligand. Afin d’évaluer si 
cette différence est liée à une modification de l’assemblage entre p24E et p24 ΔCPT 
ou d’une différence d’interaction de ces deux protéines avec le ligand, il serait 
intéressant de réaliser l’ensemble des expériences d’interaction avec la protéine 
entière, et de résoudre la structure de la protéine entière. 

L’importance de la partie C-terminale chez VIH-1 p24 est par ailleurs mise en 
évidence par des résultats récents. La flexibilité de la partie C-terminale de VIH-1 
p24 est de plus en plus décrite, ainsi que ses conséquences sur la dynamique de la 
protéine. Les constructions VIH-1 p24-SP1 (Gag 278-377) ou p24-SP1-p7 servent à 
étudier le comportement de la protéine avant clivage, au sein de la polyprotéine 
Gag (Dostálková et al., 2020 ; Purdy et al., 2018 ; Wagner et al., 2016). Les 
caractérisations de cette région par RMN du solide (Wang et al., 2017), microscopie 
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électronique (Schur et al., 2016) et cristallographie (Wagner et al., 2016) montrent 
les différences structurales observées entre la forme mature et la forme immature 
de la protéine de capside. Les observations en RMN du solide, couplées à l’étude 
de certaines mutations de cette extrémité C-terminale, montrent un équilibre en 
l’adoption d’une forme en hélice ou une région désordonnée (Wang et al., 2017). 
En effet, au sein de la forme immature, la partie C-terminale de VIH-1 p24 adopte 
préférentiellement une forme en hélice (Schur et al., 2016). Ces hélices sont 
stabilisées par l’interaction avec l’IP6, un polyanion qui stabilise les structures 
hexamériques en interagissant avec un anneau de lysine qui apparaît lorsque les 
protéines Gag s’autoassemblent (Dick, Zadrozny, et al., 2018). Il est possible que 
l’assemblage en hexamère et la présence d’IP6 déplace l’équilibre de la 
conformation du domaine CTD-SP1 vers un repliement en hélice. Bien que ces 
résultats aient été élucidés sur la région p24 CTD – SP1, ils mettent en évidence 
cette capacité de la partie C-terminale à alterner entre une forme désordonnée et 
une forme en hélice.  

De façon intéressante, les mutations empêchant la fixation de l’IP6 diminuent 
également la sensibilité aux inhibiteurs de la maturation, notamment le Bevirimat 
et le composé PF96, qui se lient dans cette région p24 CTD – SP1 (Ghimire et al., 
2017 ; Mallery et al., 2021). Il est possible que le composé PF96 testé n’ait son site 
accessible que si l’IP6 stabilise une conformation spécifique. Cela est en accord 
avec un modèle d’alternance des conformations de la protéine. 

Cette variabilité de l’alternance des conformations pourrait expliquer les 
différences de résultats que j’ai observés lors des tests d’assemblage. 
L’assemblage se fait par la formation des hexamères et le réarrangement de la 
partie C-terminale peut être nécessaire pour stabiliser. Aussi, l’étape limitante du 
test avec la protéine tronquée p24 ΔCPT pourrait être la formation des hexamères 
davantage que l’interaction avec 696. Comme l’affinité de 696 pour la protéine 
n’est pas extrêmement élevée, avec une constante de dissociation comprise entre 
10 et 100 μM, une part importante des protéines doit être dans l’état non lié au 
ligand. Il est possible que l’assemblage de p24 ΔCPT se fasse entre les protéines 
non liées au ligand, ce qui déplacerait au fur et à mesure l’équilibre vers la forme 
assemblée de la protéine et cela pourrait expliquer cette absence de différence de 
cinétique d’assemblage de p24 ΔCPT entre avec et sans 696 (Figure 55 page 94). 

En conséquence, nos résultats expérimentaux d’assemblage (Figure 54 et Figure 
55) et les données relatives à la capacité du domaine C-terminal à alterner entre 
conformation repliée ou désordonnée, nous ont amenés à travailler sur la protéine 
entière p24E. C’est aussi pour cela que la construction portant l’étiquette de 
purification en position C-terminale, p24-pETΔCPM, qui avait permis une plus forte 
expression et amené à un protocole simplifié de purification (voir la partie II.A.2.b) 
page 56) est donc apparue peu pertinente au regard de cette nécessité et n’a pas 
été étudiée plus en avant. 
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F. Les antiviraux ciblant VIH-1 p24 stabilisent les hexamères  
La poche délimitée par les hélices 3, 4 et 7, de la protéine p24 VIH-1, dans 
laquelle se fixent les composés d’intérêt PF74 et GS-6207, lie de nombreux 
partenaires cellulaires (voir la partie I.G page 38). Elle interagit ainsi avec les 
nucléoporines Nup153 et Nup358 (Buffone et al., 2018). Elle fixe également la 
protéine CPSF6 (Bhattacharya et al., 2014 ; Fricke et al., 2014).  

Cette région est donc une cible thérapeutique fortement étudiée. Le composé PF74 
a servi de molécule guide pour la mise au point de dérivés plus efficaces en 
sélectionnant les composés à la meilleure concentration efficace médiane (EC50) 
inhibant la réplication virale (Link et al., 2020). Le composé GS-6207 contient le 
noyau PF74 avec des dérivés des groupements chimiques augmentant son 
efficacité inhibitrice (Link et al., 2020). L’action de PF74 sur les infections par le 
VIH-1 requiert l’import nucléaire de la capside via les nucléoporines, notamment 
la nucléoporine Nup153 et la protéine CPSF6 (Link et al., 2020 ; Saito et al., 2016 ; 
Twizerimana et al., 2020). Le composé PF74 inhibe l’entrée du génome dans le 
noyau (Link et al., 2020). L’efficacité de cette molécule a été vérifiée sur le virus de 
l’immunodéficience simienne, en testant différents sous-types du virus 
(Twizerimana et al., 2020). La production des virions SIV en cellules humaines, 
exprimant ou non certains partenaires protéiques comme les nucléoporines 
Nup153, Nup358 et CPSF6 a permis de mettre en évidence que l’action de ces 
composés dépend de la présence de nucléoporines. Le composé PF74 n’est 
cependant pas efficace contre le FIV (Thenin-Houssier et Valente, 2016). 

Paradoxalement, le composé PF74 semble avoir deux modes d’action. À faible 
concentration (2 μM), PF74 semble stabiliser les capsides virales (Peng et al., 
2014). À plus forte concentration (10 μM et supérieure), le composé accélère la 
décapsidation et bloque la transcription inverse (Kleinpeter et Freed, 2020 ; Peng 
et al., 2014 ; Saito et al., 2016). La décapsidation déclenche la reconnaissance du 
génome viral dans le cytosol et active l’expression de gènes cellulaires stimulés 
par les interférons qui concourent à l’initiation d’une réponse antivirale innée et à 
une restriction antivirale cellulaire (Sumner et al., 2020). Cette bimodalité de 
l’action reste contre-intuitive, mais des éléments permettent d’expliquer cette 
différence de comportement. 

PF74 a une affinité plus importante pour les hexamères de VIH-1 p24 que pour les 
protéines monomériques (Bhattacharya et al., 2014). Cette observation explique le 
comportement stabilisateur de la capside par déplacement de l’équilibre vers la 
forme assemblée. Cet effet est confirmé par des résultats de la microscopie à force 
atomique (Kleinpeter et Freed, 2020 ; Rankovic et al., 2018). La microscopie à force 
atomique permet de tester la rigidité de la capside. L’exposition de la capside aux 
faibles concentrations de PF74 augmente cette rigidité, et diminue ainsi la 
probabilité d’initiation du désassemblage de la capside. 

La rétrotranscription, qui se déroule à l’intérieur de la capside, impose un stress 
mécanique sur la capside (Rankovic et al., 2018). Ces contraintes peuvent être 
mesurées à l’aide de la microscopie à force atomique. La présence du composé 
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PF74 maintient la stabilité de la capside. Les désoxynucléotides (dNTP) peuvent 
diffuser dans la capside en passant par un canal formé par les hexamères (Jacques 
et al., 2016). Ce canal n’est pas en conformation ouverte de façon permanente et 
statique mais présente une dynamique d’ouverture et fermeture (Jacques et al., 
2016). La présence du composé PF74 stabilise la conformation ouverte et donc 
l’entrée des dNTP dans la capside (Rankovic et al., 2018). L’hypothèse proposée 
dans cette étude est que la rétrotranscription, facilitée par l’entrée des dNTP, 
augmente les contraintes mécaniques sur l’ensemble de la structure (Rankovic et 
al., 2018). La capside des lentivirus n’est pas symétrique et donc certains points 
locaux sont plus fragiles. Ces points locaux se dissocieraient, ce qui initierait le 
désassemblage de l’ensemble de la structure. Cela expliquerait l’effet 
déstabilisateur à haute concentration du composé. 

De façon similaire, le composé GS-6207, dérivé de PF74, inhibe le cycle viral à une 
étape entre la transcription inverse et l’intégration (Link et al., 2020). La 
caractérisation structurale de l’interaction entre GS-6207 et VIH-1 p24 montre que 
le composé stabilise le domaine C-terminal de la protéine et augmente la stabilité 
des hexamères (Bester et al., 2020). Ce composé est plus affin que le composé PF74 
pour sa cible et perdure plus longtemps dans l’organisme que PF74, le rendant 
meilleur candidat pour l’utilisation comme traitement (Link et al., 2020). 

Ces hypothèses permettraient d’expliquer le double comportement contradictoire 
de PF74 selon s’il est utilisé à faible ou forte concentration (2 μM ou supérieure à 
10 μM). Une démonstration plus formelle à l’aide de données expérimentales reste 
nécessaire pour lever l’ambiguïté sur le comportement contre-intuitif de PF74. 

G. Mise en évidence du composé 6696 ciblant la protéine de 
capside du FIV 

L’ensemble des travaux présentés a permis de caractériser la fixation de 696 sur la 
protéine monomérique, son site d’interaction et son affinité. L’étude par criblage 
de différents composés sur la cinétique de l’assemblage a permis une identification 
de plusieurs molécules interférant avec l’assemblage de la capside (Sierra et al., 
2018). Le test permet de rapidement cribler un grand nombre de composés de la 
chimiothèque en utilisant des plaques 96 ou 384 puits. Cependant, l’assemblage de 
la protéine est déclenché par une forte augmentation de la salinité, avec l’ajout 
d’une solution de NaCl 1 M voire 2 M en volume équivalent au volume de solution 
protéique (voir la partie II.B.2.a) page 93). Cet ajout déclenche l’assemblage in 
vitro et permet le suivi par spectrophotométrie sur lecteur de plaques très aisément 
mais on ne peut exclure que la forte salinité perturbe les interactions 
protéine:ligand. Ce test doit donc être complété par d’autres expériences pour 
valider l’interaction. Il est possible qu’il ne permette pas de détecter des ligands 
qui se seraient fixés dans un tampon à salinité plus proche des conditions 
physiologiques.  

Les composés identifiés ont été analysés ensuite par thermophorèse pour valider 
leur fixation et estimer les affinités de ces composés pour la protéine FIV p24. Parmi 
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l’ensemble des composés, les affinités sont variables, avec des constantes de 
dissociation KD variant entre 10 μM et 1 mM ou plus (voir Figure 58 page 97) (Long 
et al., 2021 ; Sierra et al., 2018). Les composés montrant des affinités de l’ordre de 
grandeur de 1 mM n’ont pas été retenus et nous avons sélectionné le composé 696 
comme composé tête-de-liste pour la suite des expériences. 

Cependant, l’étude du composé 696 est limitée par sa mauvaise solubilité dans 
l’eau. Le composé PF74, qui nous a servi de référence pour VIH-1 se liant à VIH-1 
p24 sur le site homologue à celui que nous avons identifié pour 696 sur FIV p24, 
présente une solubilité variable selon le pH mais de l’ordre de 20 μmol.L-1. La 
concentration d’inhibition IC50 de PF74 sur la multiplication du VIH-1 en culture est 
de 10 μmol.L-1 et l’affinité pour l’hexamère de VIH-1 p24 présente un KD d’entre 100 
et 200 nM (Jiang et al., 2019 ; Price et al., 2014). Aussi, même si le composé PF74 a 
une mauvaise solubilité dans l’eau, sa forte affinité pour sa cible permet de saturer 
les hexamères de VIH-1 p24 à sa limite de solubilité. 

L’affinité de PF74 est meilleure pour l’hexamère de VIH-1 p24 que pour la protéine 
sous forme monomérique, avec des KD respectifs de l’ordre de grandeur de 100 nM 
et 3 μM (Price et al., 2014). L’affinité mesurée de 696 pour FIV p24 sous forme de 
monomère est estimée vers 10 μM avec la correction des valeurs dues à la 
mauvaise solubilité du ligand (voir la partie II.B.2.b) page 94) et par les ordres de 
grandeur de l’enthalpie libre de fixation de 696 estimée par le docking (voir la 
partie II.B.2.d) page 101). Aussi, notre composé 696 semble avoir une affinité pour 
un monomère de FIV p24 du même ordre de grandeur que PF74 pour un monomère 
de VIH-1 p24. Il est cependant difficile de comparer plus précisément les affinités 
de ces deux composés tant que nous n’avons pas d’hexamères de FIV p24 stables 
contre lesquels nous testerions alors le composé 696. 

Dans le cas du composé 696, sa mauvaise solubilité a limité certains aspects de 
notre étude. Nous avons eu des soucis de sensibilité lors des expériences RMN 
(voir la partie II.B.2.c) page 97) et des points aberrants en ITC (voir la Figure 57 
page 96). Lors des expériences RMN, il n’y a pas de différences entre les spectres 
acquis à une concentration de 200 μM et à 400 μM de 696 (Figure 62 page 100). Or, 
si l’affinité est voisine de 100 μM, alors le passage de 200 μM à 400 μM devrait 
augmenter la fraction de protéine liée à 696 et des différences de pics devraient 
apparaître, ce qui n’est pas le cas. Les expériences de Saturation Transfer Difference 
(STD) montraient également un signal des protons de 696 fortement bruité, qui 
n’est pas compatible avec un signal enregistré sur un spectromètre à 900 MHz d’un 
ligand à une concentration théorique de 200 μM (voir Figure 64 page 103). 

Considérant les résultats obtenus en RMN et les problèmes de points aberrants lors 
de l’utilisation de l’ITC, il est très probable que la limite de solubilité de 696 soit en 
deçà de 200 μM. Aussi, la concentration effective en solution serait inférieure à 
celle de 200 μM attendue. Cela expliquerait les difficultés techniques rencontrées 
lors de l’utilisation de l’ITC, où la sonde était obstruée après chaque expérience 
d’injection, vraisemblablement par des particules de 696 restant en suspension. 
Ceci pourrait expliquer les points aberrants rencontrés dans la totalité des 
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expériences ITC. Pour terminer, la limite de solubilité en deçà de 200 μM 
expliquerait les résultats des expériences de STD et pourrait amener à une 
mauvaise estimation du KD par la thermophorèse. Le composé 696 reste très 
encourageant puisqu’il se fixe sur la même région de FIV p24 que PF74 sur VIH-1 
p24 et que son affinité pour un monomère de FIV p24 est du même ordre de 
grandeur que PF74 pour un monomère de VIH-1 p24.  

En absence de composé identifié ciblant la protéine de capside du FIV (Fricke et 
al., 2014), il est impossible de comparer avec une molécule de référence pour 
aider à identifier les molécules interagissant avec la protéine. D’autres molécules 
candidates dérivées de 696 sont en cours de développement. De plus, d’autres 
composés pourraient être identifiées par les expériences de criblage à venir. Ces 
molécules pourront être testées et comparées avec le composé 696, qui représente 
notre référence in vitro jusqu’à l’identification d’une nouvelle molécule encore plus 
prometteuse.  

La caractérisation du site de fixation du composé révèle l’intérêt de 696, 
notamment lorsqu’on le confronte aux données publiées sur la capside du VIH-1. 
Le site de fixation de PF74 sur VIH-1 p24 a été caractérisé en détail (Price et al., 
2014). Comme le composé PF74 a une faible durée de vie dans l’organisme, des 
dérivés à plus longue durée ont été testés (Link et al., 2020). Le composé GS-6207, 
dérivé de PF74 le plus prometteur à ce jour, est en cours d’essai clinique contre le 
VIH-1 (Flexner et al., 2021 ; Link et al., 2020). Ce composé cible la région 
homologue de VIH-1 p24 de celle que j’ai identifiée pour la fixation de 696 sur FIV 
p24. Le composé GS-6207 stabilise la capside, comme cela est montré sur les tests 
de cinétique de désassemblage où les particules de capside perdurent dans le 
tampon de désassemblage lorsqu’elles ont été formées en présence du composé 
(Bester et al., 2020). Ce test est d’ailleurs celui qui a inspiré notre expérience de 
désassemblage de la capside du FIV, une fois que le docking moléculaire a identifié 
que la zone de fixation de 696 sur FIV p24 était la même que GS-6207 et PF74 sur 
VIH-1 p24 (voir la partie II.B.3.b) page 104, Figure 66 page 105). 

Le test de désassemblage que nous avons réalisé sur FIV p24 en présence de 696 
est prometteur, même si ses résultats sont moins marqués que le test originel de 
GS-6207 et VIH-1 p24 (Bester et al., 2020). Dans ce dernier, le désassemblage des 
capsides de VIH-1 p24 non traitées à GS-6207 est rapide et l’intensité est nulle dès 
1h après le début du désassemblage (Bester et al., 2020). L’intensité du signal de 
VIH-1 p24 pour les particules formées avec GS-6207 reste constante au cours du 
temps, jusqu’à au moins 96h après le début du test. Dans notre essai, le 
désassemblage de FIV p24 n’est pas aussi rapide mais requiert au moins 24h alors 
que dans le même ordre de grandeur de temps, l’intensité des particules formées 
en présence de 696 diminue et reste légèrement visible après 32h. 
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H. Hypothèse d’un mécanisme d’inhibition commun aux 
lentivirus 

Le composé 696 se fixe dans une poche de FIV p24 équivalente à celle de PF74 et 
son dérivé GS-6207 sur VIH-1 p24 (voir la partie I.I page 43). La zone, délimitée par 
les hélices α3, α4 et α7, est également la zone de fixation des nucléoporines Nup153 
et des protéines CPSF6 sur la capside du VIH-1. Ces protéines sont requises pour 
l’import nucléaire de la capside ou de l’ADN viral, selon si la décapsidation a lieu 
à l’intérieur du noyau ou non (voir la partie I.H page 41) (Scoca et Di Nunzio, 2021). 

La fixation de PF74 et GS-6207 sur VIH-1 p24 entre en compétition avec la fixation 
de ces partenaires cellulaires (Bester et al., 2020). Cette compétition entre ces 
composés thérapeutiques et les nucléoporines participe à l’action antivirale des 
composés, en plus des effets directs sur la stabilisation ou la déstabilisation de la 
capside décrits précédemment (voir la partie III.F page 123).  

Or, cette région de fixation des nucléoporines semble particulièrement importante 
pour la réalisation du cycle viral. En effet, les études récentes montrent 
l’importance de la capside dans le transport du matériel génétique, la 
rétrotranscription et l’import nucléaire du génome viral (voir la partie I.G page 38) 
(Di Nunzio et al., 2012 ; Lelek et al., 2015 ; Novikova et al., 2019 ; Zhou et al., 2011). 

Aussi, cette poche délimitée par les hélices α3, α4 et α7 semble une cible 
thérapeutique de grand intérêt. L’importance cruciale des interactions de la 
capside avec des partenaires cellulaires renforce la pertinence des composés PF74 
et GS-6207 comme molécules candidates pour la mise au point de nouveaux 
traitements. D’ailleurs, à ce jour, aucune mutation conférant une résistance au 
composé GS-6207 n’a encore été observée (Marcelin et al., 2020 ; Margot et al., 
2021). Ce manque de degré de variabilité de cette région est en accord avec le 
rôle crucial de cette poche dans l’import nucléaire du génome viral du VIH-1.  
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Figure 76 : Mesure d’interaction entre VIH-1 p24 et le composé 696 en thermophorèse. 
D’après Alvarez et al., article soumis.  

Notre composé 696 se fixe sur la zone homologue chez la protéine FIV p24, la poche 
délimitée par les hélices 3,4 et 7 (voir les parties II.B.2.c) et II.B.2.d) pages 97 et 
101). Dans un article où je suis co-auteur, nous avons montré que le composé 696 
se fixe également sur VIH-1 p24 ((Alvarez et al., soumis), et Figure 76). La constante 
de dissociation estimée par la thermophorèse est d’environ 70 μM, ce qui est du 
même ordre de grandeur que l’interaction entre FIV p24 et 696 mesurée par 
thermophorèse (voir la partie II.B.2.b) page 94). De plus, le docking moléculaire 
suggère également une fixation dans la poche formée par les hélices 3, 4 et 7 de 
p24 VIH-1 (Alvarez et al, soumis). 

Le composé 696 interagit à la fois avec la protéine FIV p24 et avec la protéine VIH-1 
p24. Les affinités semblent du même ordre de grandeur. La zone de fixation de 696 
sur FIV p24 a été déterminé par la RMN comme étant la région homologue du site 
de fixation des composés PF74 se GS-6207 sur VIH-1 p24. La zone de fixation de 
GS-6207 sur VIH-1 p24 semble avoir peu de degré de variabilité et aucune mutation 
d’échappement à GS-6207 n’a été identifiée chez les patients traités (Marcelin et 
al., 2020 ; Margot et al., 2021). Ce faible degré de variabilité laisse penser que cette 
zone d’interaction est nécessaire à l’infectiosité du VIH-1.  

Les deux protéines FIV p24 et VIH-1 p24 partagent une homologie de structure 
malgré 30 % d’identité de séquence (voir I.F page 33). Les trois hélices α sont 
retrouvées sur les deux protéines (voir Figure 16 B page 18). Les deux hélices α3 
de chacune des protéines possèdent 2 acides aminés identiques et 4 acides aminés 
homologues sur 9, les hélices 4 ont 7 acides aminés identiques et 4 homologues sur 
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21 et les deux hélices 7, 4 acides aminés identiques et 6 acides aminés homologues 
sur 22.  

De façon surprenante cependant, les acides aminés identifiés par le docking 
comme impliqués dans l’interaction avec 696, ne sont pas conservés (voir Figure 
63 page 101). Parmi les acides aminés identifiés par le docking, seule la Leu 68 est 
conservée entre VIH-1 p24 et FIV p24 (Figure 16 page 37). Certains acides aminés 
sont homologues entre les deux chaines (FIV Ile 55 et VIH-1 Leu 56 par exemple) 
mais la plupart ne sont pas conservés. Il est donc possible que l’optimisation de 
696 amène à des composés, soit spécifiques du VIH-1, soit spécifique de FIV, mais 
probablement pas des deux protéines. Cela rejoindrait le constat de l’absence 
d’effets de GS-6207 sur FIV p24, probablement dû à l’optimisation de GS-6207 pour 
VIH-1 p24 par rapport aux groupements chimiques compatibles avec les chaînes 
latérales de VIH-1 p24 mais peu compatibles avec FIV p24. 

Même si elle varie entre le FIV et  le VIH, la zone de fixation des nucléoporines, 
ciblée par les composés PF74 et ses dérivés, est fortement conservée parmi 
l’ensemble des souches circulantes pour chaque virus. Le repliement des hélices 
est conservé entre FIV p24 et VIH-1 p24 (voir la partie I.F page 33). Le composé 696 
se fixe sur ces deux protéines. Le composé 696 stabilise l’assemblage des capsides 
de FIV comme GS-6207 stabilise les capsides de VIH-1 (voir la partie II.B.3 page 
103) (Bester et al., 2020). Ainsi, en raison de ces analogies et du fait que le 
mécanisme cellulaire de l’inhibition de la réplication du VIH-1 par GS-6207 a été 
clairement identifié comme lié au rôle de cette poche dans l’import nucléaire de la 
capside du VIH-1, nous pensons donc que la poche délimitée par les hélices 3, 4 
et 7 est indispensable à l’infectiosité des lentivirus. Cette poche représente donc 
une cible thérapeutique de grand intérêt, si ce n’est pour l’ensemble des lentivirus, 
au moins pour le FIV et le VIH-1. 

Nous pensons également que la protéine de capside du FIV pourrait jouer un rôle 
similaire à celle du VIH-1 pour l’interaction avec les partenaires cellulaires, et que 
la protéine FIV p24 pourrait interagir avec les nucléoporines des cellules des 
espèces félines infectées. Cela permettrait la réalisation des étapes similaires pour 
la progression du cycle viral, notamment l’entrée du matériel génétique dans le 
noyau. Les interactions entre nucléoporines et capsides lentivirales permettent 
l’entrée du matériel génétique dans des cellules quiescentes, au moins pour le 
VIH-1 (Buffone et al., 2018) et de la même façon, une telle interaction permettrait 
d’expliquer la capacité du FIV à réaliser des infections productives dans des 
cellules qui ne se divisent pas. 

I. Ciblage de l’interaction avec les partenaires cellulaires 
Cette hypothèse de mécanismes communs entre les lentivirus nous a amené à 
étudier les interactions entre la protéine de capside du FIV et les nucléoporines 
félines. À nouveau, la description des mécanismes chez le VIH-1 et les 
nucléoporines humaines sert de modèle. 
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La nucléoporine 358 semble interagir avec VIH-1 p24 au niveau de la boucle riche 
en proline (Lin et al., 2013). La protéine CypA et le domaine C-terminal de Nup358 
ont une similarité de séquence de 75 % (entrées Uniprot P62937 et P49792) et leurs 
structures se superposent, avec un RMSD de 0,4 Å pour 130 Cα (Figure 77) (Lin et 
al., 2013). Cette nucléoporine n’interagit donc pas avec la protéine VIH-1 p24 au 
niveau du site d’interaction de PF74 sur la protéine VIH-1 p24. Aussi, nous nous 
sommes concentrés sur les autres protéines dont le site d’interaction a été 
déterminé comme étant le même que PF74, à savoir Nup153 et CPSF6 (Price et al., 
2014).  

 

Figure 77 : Modélisation de l’interaction VIH-1 p24 – domaine C-terminal de Nup358. La 
structure du domaine C-terminal de Nup358 a été superposée sur la cyclophiline dans un 
modèle structural d’interaction VIH-1 p24:CypA (entrée PDB 1M9C). D’après (Lin et al., 
2013). 

Nous avons identifié les fragments peptidiques des protéines Nup153 et CPSF6 
félines homologues aux fragments peptidiques des protéines CPSF6 et Nup153 
humaines utilisés en co-cristallisation avec VIH-1 p24 (voir la partie II.B.4.a) page 
105) (Price et al., 2014). Ces deux fragments peptidiques ont une interaction avec 
la protéine FIV p24, ce qui a été montré par la thermophorèse (voir la partie 
II.B.4.b) page 106). Cependant, il a été décrit que la protéine Nup153 ne semble 
pas être nécessaire à l’import de FIV dans le noyau de la cellule (Lee et al., 2010). 
Cela ne remet pas nécessairement en question nos résultats de 
thermophorèse entre FIV p24 et les fragments de Nup153 féline. En effet, les 
interactions entre VIH-1 p24 et Nup153 se font principalement via les motifs FG 
(phénylalanine-glycine) (Buffone et al., 2018 ; Matreyek et al., 2013), qui sont 
caractéristiques des nucléoporines et environ un tiers des nucléoporines 
identifiées chez les Eucaryotes portent cette répétition (Terry et Wente, 2009). 
Cette répétition du motif FG crée des boucles non repliées au sein de la protéine. 
Ces boucles sont exposées au centre du pore nucléaire et l’ensemble des motifs 
FG des nucléoporines forme un réseau de filaments fortement hydrophobes qui 
s’oppose à la libre diffusion des molécules biologiques de poids moléculaire 
supérieur à 30 ou 40 kDa (Frey, Richter et Görlich, 2006). Les protéines de transport 
nucléaire, par exemple les protéines de la famille Ran, peuvent lier les molécules 
biologiques cibles et s’introduire dans le pore nucléaire en déplaçant les motifs FG 
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(Terry et Wente, 2009 ; Wagner et al., 2015). Ainsi, seules les protéines et 
complexes riboprotéiques reconnus par les transporteurs nucléaires peuvent 
franchir les pores nucléaires. 

D’autres nucléoporines à motif FG participent également à l’import de la capside 
du VIH-1 dans le noyau, même si aucune interaction directe n’a été identifiée 
(Zhuang et Torbett, 2021). Les nucléoporines identifiées comme telles, les 
nucléoporines Nup50, Nup62, Nup85, Nup98, Nup107, Nup133, Nup155, Nup160 et 
Nup214, partagent un tel motif FG. Il est possible que l’interaction entre VIH-1 p24 
et ces dernières proviennent du domaine à motif FG répété et que les autres 
domaines de ces nucléoporines modulent l’affinité de ces protéines pour VIH-1 
p24. Les motifs FG de Nup153 sont requis pour l’interaction entre Nup153 et VIH-1 
p24 (Matreyek et al., 2013). Les peptides de Nup153 et CPSF6, dont l’interaction 
avec VIH-1 p24 a été résolue par cristallographie, contiennent aussi ce motif FG 
répété (Gres et al., 2015).  

Pour en revenir à FIV, il a été décrit que le cycle viral de FIV n’est pas impacté par 
une perte d’expression de la protéine Nup153 et que la protéine Nup153 humaine 
n’interagit pas avec FIV p24 (Lee et al., 2010 ; Matreyek et al., 2013). Ces résultats 
ne semblent pas compatibles avec nos résultats expérimentaux de thermophorèse. 
Cependant, il s’agissait de tests in cellulo et non de tests d’interactions directes 
entre les deux protéines tels que nous les avons menés, et il est possible qu’une 
autre nucléoporine contenant le motif FG puisse remplacer fNup153 lors de 
l’infection. De plus, nous avons utilisé un fragment de la nucléoporine féline alors 
que le test fonctionnel étudiait le rôle de la protéine Nup153 humaine (Lee et al., 
2010). Il est possible que des différences structurales entre les nucléoporines 
humaines et félines créent des gênes stériques qui diminuent l’affinité de FIV p24 
pour la nucléoporine Nup153 humaine. On ne peut pas conclure sur l’existence ou 
l’absence d’interaction entre Nup153 féline et FIV p24 avec ces données 
bibliographiques. 

Les fragments peptidiques de fNup153 et fCPSF6 que nous avons utilisés 
contiennent le motif FG répété (voir la partie II.B.4.b) page 106). Or, pour le VIH-1, 
ce motif FG est impliqué dans l’interaction entre VIH-1 p24 et les nucléoporines. 
Nous pensons donc que pour la protéine FIV p24, c’est également le motif FG des 
fragments peptidiques testés qui permet l’interaction avec la protéine de capside 
du FIV. Si cette hypothèse est correcte, l’étude du fragment fNup153 fournirait donc 
un modèle d’étude des interactions entre FIV p24 et les nucléoporines 
effectivement impliquées dans l’import nucléaire du FIV. 

En résumé, notre hypothèse du mécanisme commun entre FIV p24 et VIH-1 p24 
quant au rôle des hélices α3, α4 et α7 nous a amené à étudier le rôle des 
nucléoporines dans l’interaction avec la protéine de capside du FIV. Les données 
de la littérature scientifique et nos résultats d’interaction avec les fragments 
peptidiques des protéines Nup153 et CPSF6 félines nous amènent à penser que la 
protéine FIV p24 a une affinité pour les nucléoporines cellulaires par 
reconnaissance de leur motif FG. Cette interaction pourrait probablement se faire 
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via la même région que celle décrite pour le VIH-1 et délimitée par les hélices α 
3,4 et 7.  

Notre hypothèse suppose donc que les lentivirus sont dépendants de l’interaction 
entre leur protéine de capside et les nucléoporines via la région délimitée par les 
hélices 3, 4 et 7, pour l’entrée dans le noyau. Ce qui nous empêche d’aller plus 
loin dans la caractérisation de ce mécanisme commun est que tous les lentivirus 
n’ont pas les mêmes dépendances aux mêmes partenaires cellulaires. En effet, 
l’interaction entre hNup153 et VIH-1 p24 est bien décrite, mais à notre 
connaissance, l’interaction entre FIV p24 et la protéine féline Nup153, en cellules 
félines, n’a, à notre connaissance, pas été testée. Il est possible qu’in vivo, une autre 
nucléoporine que Nup153 soit impliquée via une meilleure affinité pour FIV p24. 
L’identification de la nucléoporine effectivement impliquée dans l’import 
permettrait de mieux caractériser le rôle des motifs FG et la conservation des 
mécanismes d’interaction entre les protéines de capside lentivirales et les 
nucléoporines pour l’import nucléaire de la capside virale.  

J. Nécessité d’une optimisation de 6696 
La molécule 696 est une tête de série qui a été identifiée lors d’un criblage de plus 
de 400 molécules. Nos résultats montrent qu’il est nécessaire de l’optimiser pour 
la mise au point d’une molécule utilisable en thérapeutique. En effet, l’affinité de 
696 pour FIV p24, mesurée entre 10 et 100 μM selon les résultats obtenus (voir les 
parties II.B.2.b) page 94 et II.B.2.d) page 101) semble trop faible dans une visée 
pharmacologique même si l’on peut penser qu’elle est plus importante pour les 
hexamères. Par ailleurs, d’après nos résultats, la limite de solubilité de 696 serait 
inférieure à 200 μM. Outre le fait que cela biaise nos résultats de mesure de KD, cela 
pose aussi un problème par rapport au dosage éventuel de la molécule pour une 
utilisation in vivo. 

Le composé 696 doit donc être considéré comme molécule guide pour la mise au 
point d’autres molécules à meilleure affinité et meilleure solubilité. L’objectif est 
de se servir du modèle de fixation obtenu par docking moléculaire (Figure 63 page 
101) pour identifier les interactions et les groupements importants de la molécule. 
L’identification d’une molécule plus hydrosoluble permettrait de mesurer 
précisément l’affinité et serait plus compatible avec une utilisation en médecine 
vétérinaire. 

Des dérivés synthétisables par nos collaborateurs seront criblés par modélisation 
informatique dans un premier temps. Cette étape permettra alors d’identifier, 
parmi l’intégralité des molécules similaires, de nouvelles têtes de liste pour 
recommencer les mêmes processus de tests. Cette approche itérative permettra 
d’isoler des molécules intéressantes pour des tests ultérieurs in cellulo.  
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K. Affinement de la caractérisation de l’interaction de 6696 
avec la capside du FIV 

Aucun composé ciblant FIV p24 n’a été identifié à ce jour (Hosie et al., 2017 ; 
Mohammadi et Bienzle, 2012 ; Sierra et al., 2018). Le composé PF74, dont est dérivé 
GS-6207, et qui a servi de modèle pour l’étude des molécules ciblant la capside du 
VIH-1, ne se fixe pas sur FIV p24 (Fricke et al., 2014 ; Opp et al., 2017). Aussi, la 
caractérisation de l’action de 696 s’est faite sans comparaison avec une référence 
fiable et 696 représente la première molécule de référence en vue d’un traitement 
médicamenteux ciblant la capside du FIV.  

Enfin, les études de l’interaction entre PF74 et ses dérivés et VIH-1 p24 ont été 
réalisées sur les hexamères de VIH-1 p24 (Balasubramaniam et al., 2019 ; Rankovic 
et al., 2018 ; Saito et al., 2016 ; Twizerimana et al., 2020). Les composés PF74 
stabilisent les interactions entre les différentes sous-unités des hexamères. Cela 
peut contribuer à expliquer pourquoi l’affinité que nous mesurons sur un 
monomère en thermophorèse et ITC (voir la partie II.B.2.b) page 94) est assez 
faible, de l’ordre de 100 μM. On peut imaginer que l’affinité de la molécule 696 sur 
un hexamère est plus importante puisque nos résultats suggèrent que 696 établit 
des interactions avec les autres sous-unités de l’hexamère. Cependant, la 
stabilisation des hexamères par les ponts disulfures n’a pas abouti pour l’instant.  

Or, le test d’assemblage induit par la forte salinité à NaCl 1 M (voir la partie II.B.2 
page 93) n’est pas adéquat pour les expériences de mesure d’affinité. La très haute 
salinité risque de perturber la fixation et de biaiser les résultats d’affinité. Par 
ailleurs, ce choc salin forme de grosses particules hétérogènes, visibles à l’œil nu, 
et donc sédimentant rapidement. Cette sédimentation est incompatible avec de 
nombreuses expériences de mesures d’affinité comme l’interférométrie lumineuse 
(BLItz), l’ITC ou la thermophorèse. Le test de désassemblage de la capside (voir la 
partie II.B.3.b) page 104) montre par ailleurs que les particules resuspendues dans 
un tampon à basse salinité se dissocient rapidement et l’intensité des bandes 
décroît dès les premiers instants de la resuspension, entre 0 et 8 h après 
resuspension (Figure 66 page 105). Aussi, stabiliser les hexamères apparaît 
comme nécessaire pour la poursuite du projet. Les formations de ponts disulfures 
sur la protéine entière doivent encore optimisées mais quand ils seront obtenus, 
les hexamères stabilisés seront utilisés pour relancer des expériences de mesure 
de l’affinité sur ce qui nous apparaît comme étant probablement la cible effective 
de 696. De plus, stabiliser les hexamères permettrait de reproduire les 
expériences ayant réussi pour la caractérisation des hexamères de VIH-1 p24 par 
la RMN du solide (Lu et al., 2020), la cryo-microscopie électronique (Bharat et al., 
2014) ou la cristallographie (Pornillos et al., 2010). Ces informations structurales 
seront également très utiles pour guider l’optimisation de 696. 
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IV. Conclusion et perspectives 

Ce travail a mis en évidence plusieurs propriétés de la protéine FIV p24. Il s’agit 
d’une première étape vers la mise au point d’un traitement efficace contre les 
infections au FIV. Nous avons réalisé l’attribution de la protéine en RMN. Cette 
attribution a permis la caractérisation de la fixation d’un ligand sur la protéine et 
pourra servir à aider à la caractérisation d’autres molécules fixant la protéine de 
capside du FIV. Nos données suggèrent une forte flexibilité de la protéine, 
notamment au niveau de la boucle entre les domaines N- et C-terminaux ainsi que 
dans la partie C-terminale. Enfin, nos données ont mis en évidence un composé, 
696, d’intérêt thérapeutique qui stabilise la capside du FIV.  

La poursuite du projet requiert la stabilisation de la protéine FIV p24 sous forme 
hexamèrique, quelle que soit la technique d’analyse structurale subséquente 
envisagée. L’interface de multimérisation est inconnue et ne peut pas être 
modélisée avec une bonne fiabilité en utilisant comme empreinte VIH-1 p24. Or, 
cette interface est nécessaire pour comprendre l’assemblage de la capside. Cette 
interface est déjà une cible thérapeutique pour le VIH-1 et sa caractérisation dans 
FIV p24 faciliterait le développement rationnel de futurs composés thérapeutiques 
contre le FIV. 

La purification des hexamères permettrait d’envisager leur cristallisation en évitant 
des oligomérisations artéfactuelles de FIV p24. Leur taille serait par ailleurs 
suffisante pour que les hexamères puissent être observés en cryo-microscopie 
électronique. Les deux techniques ont fait leur preuve pour la caractérisation de la 
fixation d’inhibiteurs, aussi bien pour la capside du VIH-1 (Link et al., 2020 ; Price 
et al., 2014 ; Purdy et al., 2018) que sur d’autres protéines du VIH-1 (Ozorowski et 
al., 2020 ; Van Drie et Tong, 2020). Cela laisserait plusieurs approches possibles 
pour résoudre la structure des interfaces des hexamères de FIV p24. 

Le composé 696 est un composé non optimisé. Il n’est pas suffisamment affin ni 
suffisamment soluble pour être utilisé comme agent thérapeutique mais il 
représente une molécule guide prometteuse, dont des dérivés pourront être testés 
afin d’identifier, par cycles d’affinements itératifs, des molécules plus efficaces. Par 
ailleurs, outre les problèmes liés à l’utilisation d’une molécule peu soluble comme 
traitement vétérinaire, l’identification de dérivés plus hydrosolubles de 696 est 
nécessaire pour caractériser plus finement les interactions en rendant possibles 
certaines expériences dont le signal est fortement bruité par la mauvaise solubilité. 
En particulier, les expériences de Saturation Transfer Difference pourraient 
identifier les 1H du composé dont le signal est atténué par la liaison à la protéine 
(Di Carluccio et al., 2021). Ces données expérimentales pourraient alors être 
confrontées aux expériences de docking moléculaire afin de définir l’interface 
d’interaction 696:p24 au niveau du composé.  

Le résultat de docking moléculaire, combinés aux résultats de Chemical Shift 
Perturbation des expériences RMN, ont permis d’identifier le site de fixation de 696 
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sur FIV p24, délimité par trois hélices α, les hélices 3,4 et 7. Le site homologue chez 
la protéine VIH-1 p24 est une excellente cible thérapeutique. En effet, le composé 
en cours d’essai clinique en phase II se lie à cette région de VIH-1 p24 et stabilise 
la capside. Par ailleurs, ce même composé entre en compétition avec les 
nucléoporines cellulaires pour la fixation sur la protéine VIH-1 p24 et inhibe ainsi 
l’import nucléaire de la capside du VIH-1. 

De plus, le composé 696 se fixe également sur la protéine VIH-1 p24 et dans la 
même poche formée par les hélices 3,4 et 7. Aussi, nous avons formulé l’hypothèse 
d’un mécanisme commun des capsides des lentivirus pour la fixation des 
partenaires cellulaires se fixant sur la région délimitée par ces trois hélices. Cela 
nous a amené à étudier l’interaction entre FIV p24 et les nucléoporines félines. Nos 
résultats démontrent une interaction entre les nucléoporines félines et FIV p24. Le 
site de fixation peut être modélisé par homologie depuis les structures connues 
d’interaction entre les nucléoporines humaines et VIH-1 p24. Des données 
expérimentales restent nécessaires pour valider l’hypothèse.  

Le modèle de l’import nucléaire de la capside de FIV repose sur la transposition 
des connaissances et découvertes récentes quant à l’import nucléaire du VIH-1. 
Chez le VIH-1, l’import nucléaire de l’ADN double brin complexé avec l’intégrase 
virale, des sous-unités de VIH-1 p24, des facteurs de transcription ainsi qu’avec des 
nucléoporines et importines cellulaires est très bien caractérisé (Krishnan et al., 
2010). Il n’est pas encore clairement défini si la capside entière ou seulement une 
partie est importée dans le noyau, mais les interactions avec les nucléoporines et 
les résultats d’observations de protéines de capside marquées montrent un import 
au moins partiel de la capside (Scoca et Di Nunzio, 2021). L’import de la capside du 
FIV dans le noyau des cellules félines n’a pas été démontré. Cet import nucléaire 
apparaît cependant probable par comparaison avec les autres lentivirus, qui 
montrent l’importance du motif FG des nucléoporines dans l’interaction avec la 
protéine de capside du VIH-1 et la protéine de capside du FIV. Aussi, il est possible 
que les nucléoporines cellulaires impliquées dans les interactions ne soient pas les 
mêmes entre le VIH-1 et le FIV, mais que ce soit dans les deux cas des 
nucléoporines portant la répétition du motif FG. L’identification des nucléoporines 
effectivement impliquées dans l’import nucléaire de la capside entière ou d’une 
partie de la capside du FIV soutiendrait cette hypothèse du mécanisme commun. 
Notre hypothèse serait alors que 696 puisse entrer en compétition avec ces 
nucléoporines pour la fixation sur FIV p24. Aussi, la combinaison de la 
caractérisation des nucléoporines félines impliquées et de l’optimisation de 696 
pourrait permettre de tester finement cette compétition de fixation, de façon 
similaire à ce qui a été fait entre PF74 et la fixation des partenaires cellulaires 
humains sur VIH-1 p24 (Bhattacharya et al., 2014).  

Par ailleurs, le composé 696 stabilise la capside du FIV. Les composés PF74 et GS-
6207 font de même pour la capside du VIH-1 et ont une meilleure affinité pour les 
hexamères de VIH-1 p24. Puisque les deux composés ciblent la même région sur 
leurs protéines respectives, il est possible que 696 ait les mêmes propriétés. Les 
dérivés plus affins de 696 pourraient alors être utilisés en co-cristallisation pour 
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aider à stabiliser les hexamères de FIV p24 et in fine, résoudre la structure des 
hexamères. Ce rôle stabilisateur pourrait également être assuré par des fragments 
peptidiques de nucléoporines félines à affinité pour la protéine de capside du FIV, 
à l’image de ce qui a été fait pour le VIH-1 (Fricke et Diaz-Griffero, 2016). 

En conclusion, ce travail de thèse a mis en évidence un composé prometteur dans 
la mise au point d’un traitement anti FIV. Ce composé requiert une optimisation 
consistant en l’identification de molécules plus affines et plus hydrosolubles. Les 
expériences décrites dans ce travail peuvent être utilisées pour la mise en place 
du processus itératif d’amélioration du composé par tests de dérivés de la 
molécule guide retenue à l’issue de chaque cycle d’amélioration, jusqu’à 
l’identification d’un composé suffisamment affin. Les résultats obtenus, notamment 
de l’attribution RMN, aideront à la mise en place de ces tests. Nous avons aussi 
décrit une stratégie pour stabiliser la protéine de capside du FIV à l’aide des ponts 
disulfures. Cette stratégie n’a, à ce jour, pas permis d’obtenir une information 
structurale des hexamères de la protéine de capside du FIV. Un modèle atomique 
de l’hexamère reste nécessaire pour comprendre l’assemblage de la capside et 
aider à la rationalisation du processus d’amélioration du composé 696 par 
modélisation moléculaire. Nous pensons que les constructions génétiques 
réalisées peuvent, in fine, aider à la stabilisation des hexamères et à leurs 
observations, en cryo-microscopie électronique ou en cristallographie. Enfin, le 
FIV avait été suggéré comme modèle d’étude du VIH-1 et aider à l’identification de 
molécules d’intérêt thérapeutique contre le VIH-1. Cette hypothèse avait été 
critiquée puisque les molécules actives contre le VIH-1 se sont révélées inefficaces 
contre le FIV. Notre composé, en revanche, montre une affinité pour la protéine de 
capside du FIV et celle du VIH-1, avec une valeur du même ordre de grandeur. 
Cette propriété est étudiée en parallèle, car le site de fixation commun nous a 
amené à développer l’hypothèse d’un mécanisme partagé de fixation des 
nucléoporines sur les protéines de capside des lentivirus. Nous espérons que 
l’optimisation de 696 pourra mener à des composés efficaces aussi bien contre le 
VIH-1 que le FIV. Un tel mécanisme commun, s’il a été conservé au long de 
l’évolution des lentivirus, représente sans nul doute une cible thérapeutique 
prometteuse qui mérite d’être explorée plus en détail, pour le FIV comme le VIH-1 
voire d’autres infections lentivirales d’importance vétérinaire. 
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V. Matériels et méthodes 

A. Clonage des gènes sauvages et mutants de FIV p24 

1. Transformation des bactéries 
Les bactéries chimiquement compétentes sont préparées à partir de souches 
commerciales. La souche utilisée dépend de l’objectif de la transformation. Pour 
l’amplification d’ADN, les souches employées sont dérivées de la bactérie 
Escherichia coli : souche NEB 5  de New Englands Biolabs (NEB), ou TOP10 de 
Thermo Fischer Scientific. Pour l’expression de protéines, nous utilisons les 
souches de la bactérie E. coli BL21, T7 Express ou SHuffle de NEB. Les bactéries 
sont transformées par choc thermique : un volume de préparation d’ADN (0,5 μL 
pour un plasmide déjà amplifié, 5 μL pour un produit de ligation) est mélangé à 
50 μL de suspension bactérienne de la souche choisie. Le mélange est incubé à 4°C 
sur glace pendant environ 45 min, puis les bactéries sont exposées à un choc 
thermique à 42°C pendant 45 s. La suspension bactérienne est ensuite complétée 
avec 300 μL de milieu riche S.O.C. (tryptone 2 %, extrait de levure 0,5 %, NaCl 10 
mM, KCl 2,5 mM, MgCl2 10 mM, MgSO4 10 mM, glucose 20 mM, Thermo Fischer). 
La suspension est incubée avec agitation à 37°C pendant 45 min à 1 h. Les bactéries 
sont ensuite étalées sur boîte de Pétri (la totalité de la suspension pour une 
transformation par un produit de ligation, 50 μL si le plasmide de transformation est 
un plasmide déjà amplifié), contenant un milieu de culture solide LB agar Luria low 
salt (Sigma-Aldrich), complété avec l’antibiotique de sélection du plasmide : 
ampicilline 50 μg.mL-1 ou kanamycine 25 μg.mL-1 (Euromedex). La boîte est 
incubée à 37°C sur la nuit et stockée le lendemain en chambre froide, au maximum 
jusqu’à deux semaines, pour utilisation par prélèvement des clones et mise en 
culture. 

2. Amplification d’ADN – minipréparation 
Au cours de ce travail de thèse, j’ai utilisé les souches NEB-5  pour amplifier de 
l’ADN depuis un plasmide purifié déjà amplifié au préalable, et les souches TOP10 
pour amplifier les ADN obtenus par ligation pour le clonage ou le sous-clonage. 
Les transformations ont été réalisées selon le protocole préalablement décrit. 

Pour chaque expérience, j’ai mis en culture quatre clones au moins par 
transformation (quatre pour les plasmides déjà purifiés et entre quatre et dix selon 
les rendements de transformation pour les produits de ligation). Les colonies 
prélevées depuis la boîte de Pétri sont mises en culture en bouillon de culture LB 
low salt (Sigma-Aldrich) complété avec l’antibiotique de sélection (ampicilline 
50 μg.mL-1 final ou kanamycine 25 μg.mL-1 final) à 37°C sous agitation 350 rotations 
par minute (rpm) sur la nuit, dans un volume de 5 mL. Les bactéries sont ensuite 
sédimentées par centrifugation (11 000 × g, température ambiante, 2 min), le 
surnageant éliminé et l’ADN plasmidique est extrait du culot via le kit « NucleoSpin 
Plasmid, Mini » de Macherey-Nagel (MN), selon le protocole du fournisseur du kit. 
L’élution finale du plasmide depuis la résine est réalisée dans un volume de 50 μL 
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de tampon d’élution du kit. Le dosage de la concentration en ADN a été réalisé par 
spectrophotométrie UV sur un NanoDrop (ThermoFischer). 

Le plasmide obtenu a été contrôlé par digestion aux enzymes de restriction 
adéquates (toutes fournies par NEB). Une quantité d’entre 500 ng et 1 μg de 
plasmide est digéré dans un volume de 20 μL, dans le tampon Cutsmart 1X (NEB), 
par 1 UI de chaque enzyme, à 37°C pendant 1 h. L’analyse des tailles des fragments 
obtenus a été faite par électrophorèse sur gel d’agarose. 

3. Électrophorèse, révélation et analyse des fragments 
d’ADN 

La séparation des fragments d’ADN est réalisée dans un gel d’agarose au 
pourcentage entre 1 et 2 % selon la taille des fragments attendus, en tampon TAE 
1X (Euromedex) et complété au bromure d’éthidium (BET, Euromedex). Après 
récupération des échantillons après la digestion à 37°C, ceux-ci sont complétés 
avec le tampon de dépôt Gel Loading Dye de NEB pour une concentration de 1X 
final. Les échantillons sont alors déposés sur gel, ainsi qu’un marqueur de poids 
moléculaire (marqueur Genruler 100 bp ou marqueur Genruler 1 kb de Thermo 
Fischer Scientific selon les tailles attendues). La migration est effectuée dans le 
tampon TAE 1X à 100 V. Après environ 30 min de migration, le gel d’agarose est 
exposé sur un système de révélation aux UV, une caméra Fusion Fx (Vilber) pour 
acquisition des photographies de gel ou sur un générateur d’UV pour découper les 
bandes de gel selon les besoins.  

4. Description des plasmides et de leur construction 
a) FIV p24 ΔCPT 

Le plasmide utilisé initialement est celui créé préalablement au sein de l’équipe, 
le plasmique pRSET-B p24 CPT (Folio et al., 2017). La construction génétique 
contient une délétion des 9 derniers acides aminés de la séquence sauvage de FIV 
p24 (souche Petaluma) et portant la mutation P1T pour les besoins du clivage 
protéolytique de l’étiquette N-terminale par le facteur Xa. Cette construction utilise 
le plasmide pRSET-B (Thermo Fischer) (Figure 78).  
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Figure 78 : Carte du plasmide pRSET-B. Le plasmide fournit un promoteur T7, une étiquette 
poly-histidine, l’épitope du bactériophage T7 et un site de clivage protéolytique à la 
thrombine dans le même cadre de lecture que le codon ATG initiateur. MCS : site multiple 
de clonage ; T7 terminator : site de terminaison de la T7 transcriptase ; AmpR : gène de 
résistance à l’ampicilline ; f1 ori : site d’origine de réplication d’ADN simple brin dérivé 
de l’origine de réplication du phage F1 ; ori : origine de réplication du plasmide ; RBS : site 
de fixation du ribosome.  

Le plasmide permet une expression via la T7 polymérase car il contient le 
promoteur et le site d’initiation de la transcription de la T7 polymérase, un site de 
fixation du ribosome et une étiquette poly-histidine en position N-terminale en 
amont du site multiple de clonage. À cette étiquette portée par le plasmide, nous 
avons ajouté un site de clivage protéolytique pour le facteur Xa (Figure 79). La 
proline initiale de la protéine p24 a été mutée en thréonine pour permettre le 
clivage de l’étiquette par cette protéase. Ce plasmide a ensuite été amplifié par 
transformation en souche bactérienne NEB-5 , selon les deux protocoles de 
transformation et d’amplification d’ADN (cf. V.A.3 p139). Les souches 
d’expressions utilisées (voir la partie V.B page 148) possèdent le gène de la T7 
polymérase, dont l’expression est induite par l’isopropyl- -D-thiogalactoside 
(IPTG) et qui pourra initier la transcription à partir du promoteur T7 du plasmide. 
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Figure 79 : Extrait de la carte de plasmide pRSET-B p24 CPT. Le clonage a été réalisé via 
les sites de restrictions BamHI et EcoRI du site multiple de clonage du plasmide pRSET-B. 
La construction p24 CPT ajoute un site de clivage protéolytique au facteur Xa juste avant 
le premier acide aminé de la protéine p24. 

b) FIV p24 EPT 
Ce plasmide a également été créé au sein de l’équipe (Serrière, Fenel, et al., 2013). 
Le plasmide apporte de la même façon une étiquette poly-histidine. Un site de 
clivage protéolytique au facteur Xa a également été ajouté juste avant l’acide aminé 
initial de p24, dont la séquence contient également la mutation P1T. Cependant, ce 
plasmide ne contient pas la délétion des neuf derniers acides aminés C-terminaux, 
présente dans la construction p24 ΔCPT. Le clonage a été réalisé en utilisant les 
mêmes sites de restriction BamHI et EcoRI. Le plasmide a été amplifié de la même 
façon que le plasmide pRSET-B p24 CPT, et l’amplification du plasmide a été 
contrôlée par digestion aux enzymes BamHI-HF et EcoRI-HF de la même façon. 

c) FIV p24 ΔCPT A41C/T53C 
La construction de ce mutant s’est faite avec deux PCR simultanées suivie d’une 
troisième PCR : les deux PCR initiales permettent de rajouter l’une ou l’autre des 
mutations A41C et T53C, et la troisième permet d’obtenir l’amplicon complet 
(Figure 80).  

- Mutation A41C 

o Amorce p24 N-terminale-Fw :   
5’-AGGATCCAATAGAAGGACGAACTATTCAAACAGT-3’ 

o Amorce p24 A41C-Rev :   
5’-GTCAGTAGGTGTTAAATTAGCAGAGAAGCAAGTAAACCATAG-3’ 

- Mutation T53C 

o Amorce p24 T53C-Fw :   
5’- GCTAATTTAACACCTACTGACATGGCCTGTTTAATAATGG-3’ 

o Amorce p24 EdC-Rev :   
5’- GAATTCTCATATTTCTTGACAAGCCCTCAAC-3’ 
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Figure 80 : Ajout des mutations A41C/T53C sur la protéine p24 CPT par PCR de la partie 
en amont 5’ et aval 3’ des mutations.  

Les deux premières PCR ont été réalisées avec la polymérase Q5 (NEB) selon le 
protocole du fournisseur, dans un volume réactionnel de 20 μL. Les amorces ont été 
utilisées à une concentration finale de 250 nmol.L-1 (synthétisées par Sigma-
Aldrich), en présence de désoxynucléotides (dNTP, NEB) à 200 μmol.L-1, avec 
0,5 UI de l’enzyme Q5 (NEB), dans le tampon Q5 reaction buffer 1X (NEB), avec 
50 ng d’ADN matrice pRSET-B p24 CPT. La dénaturation initiale a été réalisée à 
95°C pendant 5 min, puis chaque cycle de PCR contient 30 s de dénaturation à 95°C, 
suivie d’une température d’hybridation de 52°C pendant 45 s, et une 
polymérisation à 72°C pendant 1 min, pour un total de 30 cycles. La PCR est 
terminée en maintenant la température à 72°C pendant 20 min pour terminer tous 
les processus d’élongation. 

Ces produits de PCR ont été ensuite déposés sur gel d’agarose 1,5 % pour 
séparation par électrophorèse selon le protocole détaillé page 140. Les bandes 
correspondant aux tailles attendues (environ 200 et 500 pb pour la PCR de la 
séquence en 5’ et de la séquence en 3’ de la mutation) ont été découpées depuis le 
gel et l’ADN que les bandes contenaient a été extrait en utilisant le kit Gel & PCR 
clean-up (MN), suivant le protocole du fournisseur. L’élution finale de l’ADN a été 
réalisée dans un volume final de 15 μL de tampon d’élution du kit. La concentration 
en ADN de chaque élution de produit PCR a été déterminée par 
spectrophotométrie sur Nanodrop. 

La troisième PCR a été réalisée dans des conditions similaires, en utilisant comme 
matrice environ 20 ng de chaque amplicon, mais avec un temps d’hybridation et 
d’élongation de 2 min par cycle. Les amorces utilisées sont les amorces p24 
N-terminale-Fw et p24 EdC -Rev ci-dessus. L’amplicon obtenu a été purifié depuis 
le mélange réactionnel par le kit Gel & PCR clean-up (MN) selon le protocole du 
fournisseur et élué dans un volume final de 15 μL de tampon d’élution du kit. 
L’amplicon purifié, ainsi que 500 ng de vecteur pRSET-B, ont ensuite été digérés 
par les enzymes de restriction BamHI-HF et EcoRI-HF (NEB) avec 1 UI de chaque 
enzyme, dans le tampon Cutsmart 1X (NEB) dans un volume réactionnel de 20 μL, 
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1 h à 37°C. Le vecteur digéré a de plus été déphosphorylé par la phosphatase 
alcaline de veau (CIAP) de NEB, en ajoutant 1 μL de CIAP dans le volume 
réactionnel pendant 20 min, puis la phosphatase a été inactivée à 65°C pendant 
15 min.  

Les produits de digestion ont ensuite été déposés sur gel d’agarose 1 % et les 
bandes correspondant aux poids moléculaires attendus (2 900 pb et 700 pb 
environ pour le vecteur et l’insert, respectivement) ont été découpées. Les ADN 
ont été extraits à l’aide du kit Gel & PCR clean-up, puis élués dans un volume final 
de 15 μL de tampon d’élution du kit et les concentrations solutions d’ADN obtenues 
ont été mesurées sur Nanodrop. Environ 50 ng de vecteur et la quantité adéquate 
d’insert pour un ratio molaire de 1:3 vecteur:insert ont été mélangés pour effectuer 
la ligation. La ligation a été réalisée dans un volume réactionnel de 15 μL avec 1 μL 
de l’enzyme T4 ligase (Lucigen), dans le tampon T4 ligase buffer 1X fourni avec 
l’enzyme, à 14°C pendant 16 h. La ligase est ensuite inactivée à 65°C pendant 
20 min. Des bactéries TOP10 ont ensuite été transformées avec ce produit de 
ligation selon le protocole préalablement décrit, avec l’ampicilline comme 
antibiotique de sélection.  

Entre 4 et 10 colonies de la boîte de Pétri de transformation ont été mises en culture 
selon le protocole de minipréparation préalablement décrit pour en extraire l’ADN 
(voir V.A.2 page 139). Le contrôle des plasmides obtenus s’est fait par digestion 
par les mêmes enzymes que celles utilisées pour le clonage, et les plasmides dont 
les fragments de digestion correspondent aux tailles attendues après migration sur 
gel d’agarose 1 % ont été envoyés au séquençage (technique Sanger, Eurofins 
Genomics), en utilisant les amorces T7 et T7 term du prestataire. Les résultats de 
séquençage sont visualisés par le logiciel SnapGene Viewer (version 4.3.10).  

d) FIV p24 ΔCPT A13C/A44C 
La mutagenèse a été réalisée de façon similaire à précédemment, mais avec 3 PCR 
simultanées dont les amplicons peuvent s’hybrider lors de la seconde étape de 
PCR (Figure 81). Les amorces utilisées sont les suivantes : 

- Fragment N-terminal : 

o Amorce p24-RBS : 5’-CTCTAGAAATAATTTTGTTTAAC-3’  

o Amorce p24-A13C-Rev :   
5’- CCATTTTTGGGTCAAGGCATACATATTGTGGTACCCCATTTAC -3’  

-  Fragment central :  

o Amorce p24-A13C-Fw :   
5’- GTAAATGGGGTACCACAATATGTATGCCTTGACCCAAAAATGG-3’ 

o Amorce p24-A44C-Rev :   
5’- CAGTAGGTGTTAAATTGCAAGAGAAGGCAGTAAACC-3’ 

- Fragment C-terminal : 
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o Amorce p24-A44C-Fw :   
5’-TGGTTTACTGCCTTCTCTTGCAATTTAACACCTACTG-3’ 

o Amorce p24 C-terminale-Rev :   
5’- GAATTCTCATATTTCTTGACAAGCCCTCAAC-3’ 

 

Figure 81 : Processus d’ajout des mutations A13C/A44C sur p24 CPT. 

Les PCR ont été réalisées de la même façon que précédemment, les bandes 
attendues (environ 200, 140 et 500 pb) ont été extraites et les amplicons utilisés 
comme matrice via 25 ng de chaque, pour une PCR via les amorces p24-RBS et p24 
C-terminale-Rev, en une seule étape de PCR avec hybridation des 3 matrices 
(Figure 81). La digestion pour clonage en pRSET-B a été réalisée via les enzymes 
NdeI et EcoRI-HF (NEB). Le produit de ligation a servi pour une transformation en 
bactéries TOP10 sur boîte ampicilline. Quatre à dix colonies ont été mises en 
culture pour réaliser une minipréparation puis les plasmides obtenus ont été 
vérifiés par digestion et séquençage comme la mutation précédemment décrite 
(V.A.4.c) page 142). 

e) FIV p24-pETΔCPM 
Le plasmide pET-28(a) (Novagen, Figure 82) a été amplifié par minipréparation 
(NucleoSpin Plasmid (MN) élution dans 50 μL) pour disposer d’une quantité 
importante de vecteur, en utilisant la kanamycine comme antibiotique de sélection.  
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Figure 82 : Carte du plasmide pET-28a. f1 ori : site d’initiation de la réplication simple brin 
du phage T1 ; KanR : gène de résistance à la kanamycine ; ori : origine de réplication ; 
bom : région de mobilité pour le transfert conjugatif ; rop : répresseur de la réplication ; 
lacI et lacI promoteur : gène et promoteur du répresseur LacI de l’opéron lactose ; T7 
promoteur : site d’initiation de la transcription de la T7 polymérase ; lac operator : 
opérateur de l’opéron lactose ; RBS : site de fixation du ribosome ; 6xHis : étiquette poly-
histidine ; thrombin site : site de coupure à la thrombine ; T7 tag : épitope du phage T7 ; T7 
terminator : site de terminaison de la transcription de la polymérase T7. Certains sites de 
restriction uniques pouvant être utilisés sont indiqués en gras. Les éléments notés sur fond 
rose indiquent des éléments situés dans le même cadre de lecture que le codon initiateur 
ATG.  

Seul le gène codant p24 ΔCPT a été cloné dans ce vecteur. L’insert a été obtenu par 
PCR, dans un volume réactionnel équivalent à celui décrit préalablement. La 
matrice correspond à 50 ng de plasmide pRSET-B p24 CPT. Les deux amorces 
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utilisées permettent l’amplification de l’insert et ajoutent les sites de restriction 
utilisés pour le clonage. Les amorces sont :  

- Amorce p24-N-terminal-NcoI : 5’-TTCCCATGGTTCAAACAGTAAATGG-3’ 

- Amorce p24-C-terminal-Rev : 5’-GGCGAATTCACTATTTCTTGACAAGCCC-3’ 

La PCR a été réalisée comme précédemment (voir partie V.A.4.c) page 142) mais 
avec 35 cycles. L’amplicon directement issu de la réaction a été purifié via le kit 
Gel & PCR clean-up (MN), selon le protocole du fournisseur et élué dans 15 μL de 
tampon d’élution du kit. L’insert et le vecteur ont été digérés par les enzymes de 
restriction NcoI-HF et EcoRI-HF (NEB) et le vecteur déphosphorylé par l’enzyme 
CIAP comme précédemment. Le produit de digestion a été déposé sur gel 
d’agarose 1 %. Après migration, les bandes correspondant aux tailles attendues 
(environ 800 pb et 5 kpb) ont été découpées depuis le gel et l’ADN contenu dans 
les bandes a été extrait (kit Gel & PCR clean-up (MN) élution dans 15 μL). L’ADN a 
été dosé par spectrophotométrie sur Nanodrop. La ligation a été réalisée comme 
précédemment dans 15 μL, avec environ 50 ng de vecteur digéré et un insert en 
quantité suffisante pour un ratio molaire de 1:3 vecteur:insert. Des bactéries TOP10 
ont été transformées avec ce produit de ligation et étalement sur boîte LB agar 
kanamycine. Quatre à dix clones ont été mis en culture pour réaliser une 
minipréparation avec la kanamycine comme antibiotique de sélection. Le contrôle 
des plasmides, extraits avec le kit NucleoSpin Plasmid (MN) avec élution dans 50 μL 
de tampon d’élution du kit, a été réalisé par digestion avec les enzymes NcoI-HF et 
EcoRI-HF et les plasmides dont les fragments de digestion correspondaient aux 
tailles attendues (environ 700 et 5300 pb) ont été envoyés pour séquençage Sanger 
comme précédemment. 

f) FIV p24 ΔCPT C61S 
La mutation C61S a été introduite sur les constructions p24 CPT, p24 CPT 
A13C/A44C et p24 CPT A41C/T53C par une autre méthode que celle décrite 
préalablement. La mutation a été introduite par PCR sur plasmide entier via les 
amorces suivantes : 

- Amorce p24-C61S-Fw : 5’-GGCCGCACCAGGATCCGCTGCAGATAAAG-3’ 

- Amorce p24-C61S-Rev : 5’- CTTTATCTGCAGCGGATCCTGGTGCGGCC-3’ 

Le mélange réactionnel de PCR a été préparé comme préalablement. La PCR 
cependant a été réalisée en 35 cycles, via une dénaturation à 95°C pendant 1 min, 
une hybridation à 52°C pendant 30 s et une polymérisation à 72°C pendant 5 min, 
pour permettre de réaliser la polymérisation du plasmide en entier. La PCR s’est 
terminée par une étape à 72°C pendant 20 min pour terminer tous les processus de 
polymérisation. 

Le produit de PCR a été purifié (kit Gel & PCR clean-up (MN) élution dans 15 μL). 
Ce produit de PCR a ensuite été digéré par l’enzyme de restriction DpnI, qui ne 
clive que l’ADN méthylé, dans un volume réactionnel de 20 μL, dans le tampon 
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Cutsmart 1X (NEB) avec 2 μL d’enzyme DpnI (NEB) pendant 2 h à 37°C. Seul le 
plasmide matrice initial, provenant d’une synthèse par des bactéries, contient des 
méthylations et l’ADN synthétique issu de la PCR n’en contient pas. La digestion 
dirigée contre l’ADN méthylé uniquement permet de ne conserver que le plasmide 
désiré. Ce produit de digestion a ensuite été purifié (kit Gel & PCR clean-up (MN) 
élution dans 15 μL du tampon d’élution du kit). Le plasmide obtenu a été utilisé 
directement pour une transformation en TOP10 avec l’ampicilline comme 
antibiotique de sélection. Huit clones ont été mis en culture pour une 
minipréparation (NucleoSpin Plasmid (MN) élution dans 50 μL). Les plasmides ont 
été contrôlés par digestion par les enzymes BamHI-HF et EcoRI-HF, suivie d’un 
séquençage par le prestataire Eurofins Genomics.  

g) FIV p24E A41C/T53C, p24E A13C/A44C, p24E C61S, 
p24E ATC et p24E AAC 

Les différentes mutations sur la protéine p24E ont été effectuées de la même façon 
que pour la protéine p24 ΔCPT. Brièvement, les mutations A41C/T53C et 
A13C/A44C ont été rajoutées par la technique de PCR en deux étapes et la mutation 
C61S par PCR sur plasmide entier, qui a formé les plasmides p24E C 1S, p24E 
A41C/T53C/C61S (p24E ATC) et p24E A13C/A44C/C61S (p24E AAC).  

Pour les plasmides p24E A41C/T53C et p24E A13C/A44C, le protocole a été 
identique à celui décrit page 142 et page 144. Seule l’amorce correspondant à 
l’extrémité C-terminale de la protéine a été modifiée : 

- Amorce p24E-Rev : 5’- GAATTCTCAGAGTTGCATTTTATATCCTG-3’  

Les PCR, purifications d’ADN, ligations finales, amplification d’ADN et séquençage 
ont été réalisés depuis le plasmide pRSET-B p24E comme ADN matrice, aboutissant 
à la construction des plasmides pRSET-B p24E A41C/T53C et pRSET-B p24E 
A13C/A44C.  

La mutation C61S a été rajoutée de la même façon que pour la protéine p24 ΔCPT, 
par PCR sur plasmide entier avec les amorces p24-C61S-Fw et p24-C61S-Rev (voir 
la partie V.A.4.f) page 147), sur les plasmides pRSET-B p24E, pRSET-B p24E 
A41C/T53C et pRSET-B p24E A13C/A44C. Les produits de PCR ont été traités de 
façon similaire, jusqu’à l’obtention des plasmides pRSET-B p24E C61S, pRSET-B 
p24E ATC et pRSET-B p24E AAC. 

B. Expression des protéines  

1. Production de protéine non marquée 
a) Production en souche T7 Express 

La souche T7 Express de E. coli de NEB est adaptée pour l’expression des protéines 
cytosoliques. Elle permet une synthèse des protéines placées sous le contrôle du 
promoteur T7 par une induction de l’expression par l’IPTG. Les bactéries sont 
transformées par les différentes constructions plasmidiques décrites 
préalablement (voir la partie V.A.4 page 140) via le protocole préalablement 
décrit. Les produits de transformation sont étalés sur boîte de LB agar avec 
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l’antibiotique adéquat (kanamycine pour p24-pETΔCPM, ampicilline pour les 
constructions en pRSET-B). 

La veille de la culture, un clone sur boîte a été prélevé pour réaliser une préculture 
sur la nuit (environ 14 h), dans un volume de 50 mL de LB complété avec 
l’antibiotique adéquat, aux mêmes concentrations que préalablement. La 
préculture a été réalisée à 37°C avec une agitation à 160 rpm. Le lendemain, 2 L de 
milieu de culture LB (Sigma-Aldrich) ont été ensemencés avec 20 mL de volume de 
préculture par litre de volume de culture. La culture a été réalisée à 37°C sous 
agitation à 140 rpm et la densité optique mesurée par spectrophotométrie à 600 nm 
à intervalles réguliers. Quand la mesure de densité optique DO600 a atteint 0,4, 
l’expression des protéines a été induite par l’ajout de l’IPTG à une concentration 
finale de 1 mM, sauf mention contraire. L’induction a été réalisée sur la nuit à 25°C 
sous agitation à 140 rpm. Le lendemain, les bactéries ont été centrifugées à 
6 000 × g à 4°C pendant 10 min. Les culots bactériens ont été récupérés et 
conservés à -20°C jusqu’à utilisation. 

b) Production en souche SHuffle 
Le plasmide pRSET-B p24 CPT A41C/T53C a également été utilisé pour 
transformer, de la même façon que précédemment, la souche SHuffle de E. coli de 
NEB. La veille de la culture, un clone a servi pour ensemencer 50 mL de préculture 
de LB complété à 50 μg.mL-1 d’ampicilline et incubée sur la nuit à 37°C, 160 rpm. 
Puis un volume de culture de 2 L de LB, même concentration en ampicilline, a été 
ensemencé par 40 mL de préculture. La culture a été réalisée selon les instructions 
du fournisseur, à 30°C, 140 rpm. La croissance bactérienne a été suivie par 
spectrophotométrie et l’expression des protéines induites à l’IPTG 1 mmol.L-1 
lorsque la densité optique a atteint 0,6. L’expression a été réalisée à 37°C pendant 
4 h à 140 rpm puis les bactéries ont été sédimentées de la même façon que 
précédemment et conservées à -20°C. 

2. Production de protéine pour les expériences de 
RMN 

Pour les besoins de l’acquisition des données RMN, à l’exception des expériences 
de Saturation Transfer Difference, un marquage des isotopes était nécessaire pour 
les expériences. Pour ces expériences de RMN, la production d’échantillons 
marqués est réalisée dans des milieux de culture enrichis en isotopes. J’ai donc 
utilisé un milieu pauvre, le M9, complété avec les éléments marqués. 

a) Simple marquage 15N 
Pour les protéines marquées uniquement au 15N (pour les 1H, 15N - HSQC), le milieu 
M9 a été produit selon les recommandations du laboratoire EMBL (European 
Molecular Biology Laboratory, https://www.embl.de/pepcore/pepcore_services/ 
protein_expression/ecoli/n15/). Le milieu M9 a été produit en ajoutant, à 2 L d’eau 
distillée, 12 g de Na2HPO4, 6 g de KH2PO4, 1 g de NaCl et 1 g de 15NH4Cl (tous fourni 
par Sigma-Aldrich). Le mélange a été stérilisé par un cycle d’autoclave et complété 
avec 0,1 mM CaCl2, 1 mM MgSO4, 8 g de glucose, 1 × vitamine MEM et 1 g de 
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facteur de croissance ISOGRO®-15N Powder-Growth medium, tous fournis par 
Sigma-Aldrich également. Les solutions de CaCl2 et de MgSO4 ont été stérilisées 
préalablement par un cycle d’autoclave. Les vitamines, le glucose, et le 
complément de croissance ISOGRO sont stérilisés à l’aide d’un filtre stérile 0,22 μm 
(Merck Millipore). 

La préculture a été réalisée la veille dans un volume de 20 mL de LB à 37°C. Les 
bactéries ont été collectées après centrifugation à 6 000 × g à température 
ambiante pendant 10 min. Le surnageant a été éliminé pour retirer les facteurs 
nutritifs non marqués et les bactéries ont ensuite été resuspendues dans du milieu 
de culture M9 15N. La resuspension a été utilisée pour ensemencer la culture, dont 
la croissance a été suivie et induite par l’IPTG à une densité optique de 0,4 comme 
pour les protéines non marquées. 

b) Double marquage 15N, 13C 
Le double marquage aux deux isotopes a été effectué de la même façon que 
précédemment, en remplaçant les sources de carbone par des éléments 
uniformément marqués au 13C. Ainsi, 2 L de milieu M9 ont été produits de la même 
façon, en rajoutant à la place du glucose non marqué, 4 g de glucose-13C6 (Euriso 
Top), ainsi que 1 g de ISOGRO®-13C,15N Powder -Growth Medium (Euriso Top) à la 
place du ISOGRO®-15N Powder-Growth medium, et sans la complémentation de 
vitamine MEM.  

La préculture a été réalisée sur la nuit dans un volume de 50 mL de LB. Le 
lendemain, la DO600 de cette préculture a été mesurée pour déterminer le volume 
à prélever pour atteindre une DO de 0,1 dans le volume de culture après 
ensemencement. Ce volume de préculture a été prélevé et les bactéries 
centrifugées comme précédemment, puis resuspendues pour ensemencer le 
volume de culture en milieu M9 13C, 15N. L’expression a également été induite selon 
le protocole du simple marquage. 

c) Triple marquage 15N, 13C, D 
Le marquage supplémentaire au deutérium a été réalisé en milieu M9 selon le 
protocole du double marquage au 13C et 15N, dans un volume final de 2 L, en 
remplaçant : 

- l’eau distillée par de l’eau lourde D2O (99,8 %, 2 L, Sigma-Aldrich). 

- le glucose-13C6 par un glucose deutéré, 4 g de glucose-13C6,1,2,3,4,5,6,6-d7 
(Euriso Top). 

- en ajoutant 1 g de ISOGRO®-13C,15N,D Powder-Growth Medium (Euriso Top) 
au lieu de ISOGRO®-13C,15N Powder -Growth Medium. 

La solution de milieu M9 dans l’eau lourde D2O a été stérilisée grâce à une unité de 
filtration 0,22 μm stérile (Merck Millipore). L’ensemencement de la culture et 
l’induction de l’expression protéique ont été réalisés de la même façon que pour 
le double marquage.  
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d) Préparation de l’échantillon non marqué pour 
l’expérience de STD 

Un échantillon de protéine p24 ΔCPT non marquée a été utilisé. Après purification 
(voir ci-dessous), la protéine est préparée dans le tampon NaPi pH 6,8 50 mM, NaCl 
50 mM à une concentration de 2,5 mg.mL-1 (106 μM) et stockée à -80°C. La protéine 
a été décongelée et le tampon a été changé contre un tampon identique produit 
dans l’eau lourde D2O (99.8 %), à l’aide d’une colonne de dessalage Zeba 
SpinDesalt 0,5 mL équilibrée préalablement dans le tampon de destination. Ce 
même tampon deutéré a servi à la dilution de l’échantillon à 20 μM. 

C. Purification de la protéine  
Les constructions génétiques utilisées contiennent une étiquette de purification 
poly-histidine, adaptée pour permettre une purification des protéines par 
chromatographie d’affinité pour le métal immobilisé sur résine (Immobilized Metal 
Affinity Chromatography, IMAC). Cette étape de chromatographie a pu être 
réalisée soit sur système à pression (Fast Protein Liquid Chromatography, FPLC) soit 
par gravité sur résine en suspension (batch).  

1. Lyse des culots bactériens 
Les culots bactériens obtenus préalablement et stockés à -20°C ont été décongelés 
sur glace, dans un tampon différent selon la technique de purification. Pour une 
purification en batch, les culots ont été resuspendus dans un tampon NaPi 50 mM, 
pH 8 et NaCl 300 mM. Ce tampon a également été utilisé pour la lyse et le lavage 
de la résine. Pour une purification en FPLC, les culots ont été resuspendus dans un 
tampon NaPi 50 mM pH 7,4 et NaCl 300 mM.  

Le tampon de lyse a été complété avec du lysozyme de blanc d’œuf à 0,5 mg.mL-1 
(Sigma-Aldrich) et de la DNAse à 0,05 mg.mL-1 (Sigma-Aldrich) pour lyser les 
parois bactériennes et l’ADN génomique libéré au cours de la lyse, selon le 
protocole préalablement établi (Folio et al., 2017). 

La lyse a été réalisée ensuite par sonication aux ultrasons (40 % de puissance, 
cycles de 2 min) 3 fois au moins, jusqu’à ce que le lysat ne soit plus visqueux. Les 
débris cellulaires ont été éliminés par centrifugation (11 000 × g, 4°C, 45 min) et le 
surnageant a été récupéré et filtré sur filtre 0,2 μm pour limiter l’injection de débris 
et grosses particules sur la résine et dans les colonnes de purification. 

2. Purification en batch 
La purification en batch a été utilisée pour préparer les échantillons de p24 ΔCPT 
marquée pour la RMN, une partie des échantillons de p24 ΔCPT non marquée 
sauvage ou mutée, p24 ΔCPT A13C/A44C, p24 ΔCPT A41C/T53C, p24 ΔCPT C61S, 
p24 ΔCPT AAC, p24 ΔCPT ATC et pour produire les échantillons de p24E, p24E 
A41C/T53C et p24E A13C/A44C pour les expériences de RMN, de cristallogenèse 
de thermophorèse, d’ITC ou pour le test d’assemblage.  

Le filtrat a été mélangé à la résine Ni-TED selon le protocole publié (Folio et al., 
2017). L’élution a été réalisée en utilisant un tampon NaPi 50 mM pH 8, NaCl 300 mM 
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et imidazole 50 mM. L’analyse de la pureté des fractions a été réalisée sur SDS-
PAGE selon le protocole décrit dans la partie V.E page 154. Les concentrations en 
protéine des fractions d’élution ont été dosées par spectrophotométrie basée sur 
l’absorbance à 280 nm sur Nanodrop. Les fractions contenant la protéine pure ont 
été réunies et concentrées sur concentrateur Vivaspin 20 (10,000 MWCO, 
poly(éther sulfone)), permettant une concentration et un changement de tampon 
contre un tampon de stockage NaPi 50 mM pH 7,4, NaCl 50 mM. La concentration a 
été réalisée par cycles de centrifugation à 6 000 × g à 4°C pendant 30 min. La 
fraction retenue a été diluée dans le tampon de stockage, après chaque cycle de 
concentration, jusqu’à ce que le facteur de dilution cumulatif soit d’au moins 100. 
Les derniers cycles de centrifugation permettent alors de concentrer la protéine 
pour les étapes ultérieures. La concentration de la protéine est mesurée par 
spectrophotométrie à 280 nm sur Nanodrop. 

3. Purification en chromatographie FPLC 
La chromatographie liquide de protéine (Fast Protein Liquid Chromatography) a été 
utilisée pour produire la protéine p24-pETΔCPM et une partie des échantillons de 
p24 ΔCPT sauvage ou mutée pour la cristallogenèse.  

Les purifications en FPLC ont été réalisées à l’aide d’un système de 
chromatographie Äkta Pure (GE Healthcare). Le filtrat a été injecté sur résine 
d’affinité pour le métal HiTrap TALON crude 1 mL (Sigma Aldrich). Le tampon 
d’équilibration et de lavage de la résine correspond au tampon de lyse NaPi 50 mM 
pH 7,4, NaCl 300 mM. La résine a ensuite été lavée avec 10 mL de tampon de 
lavage. Un second lavage a été réalisé en mélangeant 90 % de tampon de lavage 
et 10 % de tampon d’élution (NaPi 50 mM pH 7,4, NaCl 300 mM, imidazole 150 mM) 
pendant 5 mL.  

Différentes stratégies d’élution ont ensuite été réalisées selon les échantillons : 

- pour les protéines exprimées en système SHuffle, un gradient de 10 % 
jusqu’à 100 % de tampon d’élution sur un volume total de 15 mL. 

- pour les protéines p24-pETΔCPM, l’élution est réalisée avec 5 mL de tampon 
d’élution à 50 %.  

- pour les protéines p24 en vecteur pRSET-B purifiées en FPLC, un lavage 
supplémentaire en 5 mL à 20 % de tampon d’élution est réalisé puis l’élution 
a été réalisée avec 5 mL de tampon d’élution à 100 %. 

Les fractions ont été analysées sur SDS-PAGE, à 12 % d’acrylamide, en déposant 
sur gel aussi bien les fractions d’élution que les fractions non retenues sur colonne 
et les fractions de lavage. 

Les fractions d’élution de la protéine p24-pETΔCPM ont été réunies puis injectées 
via un système Äkta Pure sur colonne de dessalage HiPrep™ 26/10 Desalting (GE 
Healthcare) préalablement équilibrée en tampon de stockage (HEPES pH 7,4 
50 mM, NaCl 50 mM, ou Tris pH 7,4 50 mM, NaCl 50 mM). La fraction d’élution de 
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la protéine a été récupérée, puis dosée sur Nanodrop. Le volume d’élution a été 
concentré sur Vivaspin 20 20 (10,000 MWCO, poly (éther sulfone)) par cycles de 
centrifugation à 6 000 × g de 20 min à 4°C puis la concentration finale a été mesurée 
sur Nanodrop.  

Pour les protéines p24 en vecteur pRSET-B, les fractions d’élution ont été réunies 
et le dessalage s’est fait de la même façon que pour la protéine p24-pETΔCPM, 
contre un tampon NaPi 50 mM pH 7,4, NaCl 50 mM. Les contaminants de ces élutions 
ont été éliminés par chromatographie échangeuse d’anion. L’échantillon dessalé a 
été injecté via le système Äkta sur une colonne d’échange d’anion HiTrap® Q HP 
1 mL (GE Healthcare). Le tampon d’équilibration-lavage correspond au tampon de 
dessalage NaPi 50 mM pH 7,4, NaCl 50 mM. Le tampon d’élution est un tampon NaPi 
50 mM pH 7,4, NaCl 1 M. Après injection, la colonne a été lavée par 10 mL de 
tampon de lavage, puis un gradient de 0 à 100 % de tampon d’élution sur 15 mL a 
été réalisé pour éluer.  

Les fractions ont été analysées sur SDS-PAGE et les fractions contenant la protéine 
ont été réunies et dessalées en utilisant la même colonne de dessalage HiPrep™ 
26/10 Desalting, dans le même tampon NaPi 50 mM pH 7,4, NaCl 50 mM, ou dans le 
tampon HEPES pH 7,4 50 mM, NaCl 50 mM, selon l’utilisation à venir de 
l’échantillon. L’échantillon de sortie de chromatographie de dessalage a été 
concentré sur concentrateur Vivaspin 20 (10,000 MWCO, poly (éther sulfone)) par 
cycles de centrifugation à 6 000 × g de 20 min à 4°C et la concentration suivie par 
spectrophotométrie à 280 nm sur Nanodrop. 

D. Clivage de l’étiquette au facteur Xa et purification 
Le protocole de clivage ne concerne pas les échantillons p24-pETΔCPM, dont 
l’étiquette ne contient pas de site de clivage protéolytique. Les étiquettes des 
échantillons produits via le vecteur pRSET-B portent une séquence de clivage au 
facteur Xa. 

Les échantillons ont été dilués à une concentration de 1 mg.mL-1 en tampon HEPES 
pH 7,4 50 mM, NaCl 50 mM ou NaPi pH 7,4, 50 mM. Puis 10 μg de facteur Xa (NEB) 
ont été ajoutés par milligramme de protéine. La protéolyse a ensuite été réalisée 
sur la nuit à 19°C. Le lendemain, un aliquot du produit de lyse a été analysé sur gel 
pour vérifier l’efficacité du clivage protéolytique.  

Le facteur Xa a été inactivé dans un premier temps sur glace. Le facteur Xa et 
l’étiquette libérée par le clivage ont ensuite été retirés de la solution par 
l’utilisation de résines fixant l’un et l’autre de ces composés, à savoir la résine Xa 
capture Xarrest (Merck Millipore) et une résine Ni-NTA (MN), respectivement. Pour 
la résine Xarrest, la quantité de résine utilisée correspond à 50 μg de résine pour 
10 μg de facteur Xa, et pour la résine Ni-NTA, à 0,1 mL de résine par milligramme 
de protéine initiale.  

Ces résines ont été lavées deux fois en eau par élimination du surnageant après 
5 min de centrifugation à 1 000 × g à 4°C, puis resuspension dans un volume d’eau 
équivalent au volume de surnageant éliminé. Après une troisième centrifugation, 
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le mélange de résine a été resuspendu dans un tampon Tris pH 8, 1 M, avec 100 μL 
de ce tampon par mg de protéine initiale. La résine a été mélangée avec le produit 
de protéolyse et le mélange a été incubé à 4°C sur agitateur rotatif pendant 30 min. 
La résine a été centrifugée à 10 000 × g et le surnageant récupéré puis concentré 
sur Vivaspin 20 (10,000 MWCO). Au cours de la concentration, le tampon de la 
protéine a été changé contre le tampon de stockage en fonction des utilisations 
ultérieures : 

- analyse, en RMN, ITC ou tests d’assemblage : NaPi 50 mM pH 6,8, NaCl 
50 mM 

- cristallogenèse : plusieurs tampons utilisés, selon les conditions testées 

o HEPES 50 mM pH 6,8, NaCl 50 mM 

o HEPES 50 mM pH 7,4, NaCl 50 mM 

o HEPES 50 mM pH 7,4 

o Tris-base 50 mM pH 8, NaCl 50 mM 

o Tris-base 50 mM pH 8, NaCl 300 mM 

o Bis-Tris 50 mM pH 6, NaCl 50 mM 

o Bis-Tris 50 mM pH 6,8, NaCl 50 mM 

o Bis-Tris 50 mM pH 6,8, NaCl 500 mM 

Les concentrations des protéines ont ensuite été dosées par spectrophotométrie 
UV à 280 nm sur Nanodrop. Les échantillons de protéine ont été congelés à -80°C 
jusqu’à utilisation ou utilisés le jour-même pour réaliser des cristaux en plaque 96 
puits. 

E. Séparation des protéines sur SDS-PAGE 
Les échantillons de protéine à analyser ont été mélangés à du tampon Laemmli 
(Laemmli, 1970) (concentration finale 1X) et incubés à 90°C pendant 5 min. Le 
tampon Laemmli utilisé était complété par du β-mercaptoéthanol (concentration 
finale dans le tampon Laemmli 1X 200 mM) pour les gels réducteurs, ou n’était 
complété par aucun agent réducteur pour les gels non réducteurs.  

Les échantillons dénaturés ont ensuite été utilisés immédiatement ou ont été 
congelés à -20°C jusqu’à l’électrophorèse en SDS-PAGE selon le protocole suivant. 
Les gels de séparation sont préparés dans un mélange Tris pH 8, SDS 0,4 %, 
acrylamide-bisacrylamide (ratio 37,5:1) à concentration entre 10 et 15 % selon la 
taille des bandes attendues ; 12 ou 15 % pour un contrôle de la pureté de 
l’échantillon, 10 ou 12 % pour les analyses de formation de ponts disulfures. Les 
gels de concentration sont préparés dans un mélange de tampon Tris pH 6,8, SDS 
0,4 %, acrylamide-bisacrylamide 4%. 
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La migration s’est faite par électrophorèse à 100 V jusqu’à ce que les échantillons 
aient quitté le gel de concentration et aient atteint le gel de séparation, et migration 
à 150 V après. Après migration, les gels ont ensuite été colorés au dérivé du bleu 
de Coomasie, InstantBlue (Expedeon). Les images de gel ont été acquises sur 
scanner, ou via la caméra Fusion Fx (Vilber), numérisant à une plus haute résolution 
les scans de gel. Les images acquises sur la caméra Fusion Fx figurant dans ce 
manuscrit sont en noir et blanc et sur scanner, en couleur.  

F. Immunodétection sur membrane de la protéine p24E 
A41C/T53C/C61S 

L’immunodétection a été mise en place pour vérifier l’expression et la purification 
de p24E ATC. Les échantillons à analyser ont été déposés sur gel SDS-PAGE 12 % 
selon le protocole précédemment décrit. Après migration sur gel, le gel a été 
transféré sur membrane de nitrocellulose (Amersham™ Protran™ Premium 
0,2 μm, GE Healthcare), dans le tampon de transfert 100 mM CAPS pH 11, 10 % 
éthanol, à 400 mA pendant 45 min. Après transfert sur membrane, la membrane a 
été bloquée par incubation pendant 1 h dans le tampon PBS-T (PBS 1 X, Tween 
20 0,1 %), 5 % lait en poudre (Régilait) à température ambiante sous agitation 
(50 rpm). Après incubation, la membrane a été incubée avec l’anticorps primaire 
anti poly-histidine (IgG de souris, Sigma Aldrich) sur la nuit à 4°C. L’anticorps a été 
dilué à 1/8 000 dans le tampon PBS-T, 5 % lait en poudre. 

Le lendemain, la membrane a été lavée trois fois avec le tampon PBS-T à 
température ambiante sous agitation (50 rpm) pendant 10 min. L’anticorps 
secondaire (anticorps anti-IgG de souris couplé à la phosphatase alcaline, Sigma 
Aldrich) a été dilué à 1/10 000 dans le tampon PBS-T. La membrane a été incubée 
avec l’anticorps secondaire pendant 1 h à température ambiante sous agitation 
(50 rpm). La membrane a été lavée 2 fois pendant 10 min dans le tampon PBS-T à 
température ambiante puis 1 fois dans le tampon PBS 1X pendant 10 min. 

Une pastille d’agent de révélation de la phosphatase alcaline SIGMAFAST 
BCIP®/NBT (Sigma Aldrich) a été diluée dans 10 mL d’eau. Après le dernier lavage, 
la membrane a été incubée dans cette solution le temps nécessaire à l’apparition 
des bandes mais avant que la membrane ne soit colorée de façon aspécifique, puis 
rincée immédiatement en eau. Une photographie de la membrane a été prise la 
caméra Fusion Fx.  

G. Test de dimérisation de la protéine p24 ΔCPT 
La capacité de la protéine 13C, 15N p24 ΔCPT à former des dimères a été testée selon 
le protocole précédemment publié (Serrière, Fenel, et al., 2013). Un aliquot de 
60 μL de la protéine ΔCPT à 2,6 mg.mL-1 (120 μM) marquée pour la RMN a été 
prélevé et conservé à 19°C. De cette solution, deux aliquots de 10 μL chacun ont 
été prélevés le jour-même, le lendemain et le surlendemain. Pour chaque jour, un 
aliquot a été dénaturé en tampon Laemmli immédiatement ou traité à un agent 
réticulant, le bis(sulfosuccinimidyl)suberate (BS3) selon le protocole décrit 
(Serrière, Fenel, et al., 2013), puis dénaturé en tampon Laemmli. Les aliquots 
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dénaturés ont été conservés à -20°C puis déposés sur gel SDS-PAGE 12 % pour 
analyse de la dimérisation. 

H. Formation des ponts disulfures par incubation et analyse 
Les protéines portant les mutations A41C/T53C ou A13C/A44C, une fois purifiées, 
ont été incubées en conditions oxydantes pour favoriser la formation des ponts 
disulfures. Ces échantillons ont ensuite été analysés pour vérifier la formation de 
ces ponts.  

1. Formation des ponts disulfures 
a) Incubation des échantillons en conditions oxydantes 

L’objectif est de vérifier si les ponts disulfures attendus (entre les cystéines 41 et 
53 ou 13 et 44 entre deux chaînes peptidiques différentes) se forment 
spontanément.  

Un échantillon de protéine p24 ΔCPT A41C/T53C a été produit selon le protocole 
décrit préalablement dans la partie Purification de la protéine page 151, dans le 
tampon NaPi pH 6,8, NaCl 50 mM, complété à 5 % de DMSO comme agent oxydant. 
L’échantillon a été concentré sur concentrateur Vivaspin 20 (10,000 MWCO 
poly(éther sulfone)) à 5 mg.mL-1. L’échantillon a été incubé tel quel à 19°C sur une 
semaine, en prélevant deux aliquots de 50 μL de façon séquentielle le jour même, 
le lendemain, 3 jours après et au bout d’une semaine pour analyse. Pour chaque 
temps d’incubation, un aliquot a été dénaturé en tampon Laemmli (concentration 
finale 1X) préparé sans agent réducteur dans le mélange pour conserver les ponts 
disulfures, et l’autre au tampon Laemmli (concentration finale 1X) avec β-
mercaptoéthanol (concentration finale 200 mM), afin de comparer le profil de 
migration électrophorétique avec et sans réduction des ponts disulfures.  

Deux autres échantillons, un de p24 ΔCPT A41C/T53C et un de p24 ΔCPT 
A13C/A44C, préparés dans le tampon HEPES pH 7,4, NaCl 50 mM, sans DMSO, 
préparés la veille et conservés à 19°C sur la nuit, concentrés à 8,8 mg.mL-1 et 
12 mg.mL-1 respectivement, ont été injectés sur colonne de filtration sur gel pour 
séparer les oligomères formés selon leur degré d’oligomérisation. La 
chromatographie a été réalisée sur le système Äkta Pure, avec une colonne 
Superdex 200 10/300 GL (GE Healthcare). La colonne a été équilibrée dans un 
tampon HEPES 50 mM pH 7,4, NaCl 50 mM. Un volume d’échantillon de 50 μL a été 
injecté sur la colonne et l’élution a été collectée en fractions de 1 mL. Les fractions 
d’élution ont été analysées de la même façon que préalablement, sur SDS-PAGE 
réducteur ou non réducteur.  

Un échantillon de protéine p24 ΔCPT ATC et un de p24 ΔCPT AAC ont été produits 
de façon similaire dans le tampon HEPES pH 7,4, NaCl 50 mM et concentrés tous 
deux à 5 mg.mL-1. Ils ont été injectés sur colonne de filtration sur gel de la même 
façon que les protéines sans la mutation C61S et l’élution a été analysée de la même 
façon.  
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b) Dialyses successives, de conditions réductrices à 
oxydantes 

Certains échantillons, après l’étape de clivage protéolytique au facteur Xa, ont été 
utilisés directement, sans concentration, contre le tampon de destination, pour 
induire les ponts disulfures par dialyse, selon le protocole utilisé pour la 
cristallogenèse des mutants cystéine de VIH-1 p24 (Pornillos et al., 2010). 
Brièvement, la première dialyse permet l’assemblage de la protéine par la forte 
salinité et de réduire les ponts disulfures formés au cours de la purification, qui ne 
sont pas nécessairement ceux attendus. La deuxième dialyse maintient la forte 
salinité pour conserver l’assemblage mais l’absence d’agent réducteur rend 
possible la formation des ponts disulfures, dans l’objectif de former les ponts 
disulfures stabilisateurs. La dernière permet de retirer l’excès de salinité. Trois 
tampons ont été utilisés : 

- NaPi 50 mM pH 7,4, NaCl 1 M, -mercaptoéthanol 200 mM 
- HEPES 50 mM pH 7,4, NaCl 1 M, -mercaptoéthanol 200 mM 
- Tris-base 50 mM pH 8, NaCl 1 M, -mercaptoéthanol 200 mM 

Les échantillons ont été dialysés sur la nuit contre l’un de ces tampons. Le 
lendemain, les boudins de dialyse ont été transférés dans un tampon contenant le 
même couple de tampon pH, NaCl 1 M, sans β-mercaptoéthanol. La dialyse a été 
réalisée sur la journée pendant 8h. Les boudins de dialyse ont ultimement été 
transférés dans le tampon à même couple de tampon pH, NaCl 50 mM. Le 
lendemain, le contenu des boudins de dialyse a été récupéré, concentré sur 
Vivaspin 20 à des concentrations entre 1 et 30 mg.mL-1 pour des essais de 
cristallogenèse.  

Des échantillons de p24 CPT ATC ont ainsi été produits : 

- Un échantillon à 1 mg.mL-1 dans le tampon Tris-base pH 8 50 mM, NaCl 
50 mM 

- Un échantillon à 6 mg.mL-1 dans le tampon HEPES pH 6,8 50 mM, NaCl 50 mM 
- Un échantillon à 30 mg.mL-1 dans le tampon Tris-base pH 8 50 mM, NaCl 

300 mM 

2. Détermination des ponts disulfures par la 
spectrométrie de masse 

Les fractions d’élution de la chromatographie d’exclusion de taille (voir V.H.1.a)), 
pour chacun des échantillons p24 ΔCPT A41C/T53C et p24 CPT A13C/A44C ont 
été déposées sur gel non réducteur. Après migration, le gel non réducteur a été 
envoyé au service de spectrométrie de masse pour analyse par spectrométrie de 
masse des différentes bandes d’intérêt.  

Cette analyse a été réalisée par la plateforme Protein Science Facility à l’IBCP (PSF, 
https://www.sfr-biosciences.fr/plateformes/protein-sciences), membre de la SFR 
BioSciences (UAR 3444/US8). Les bandes d’intérêt du gel ont été découpées pour 
en extraire les protéines. Une partie de l’extrait a été traité à un agent réducteur et 
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l’autre non ; les cystéines libres ont été alkylées pour protéger les groupements 
thiols libres pendant le reste de l’analyse. Les protéines ont été digérées à la 
chymotrypsine sur la nuit, puis dessalées sur colonne C18.  

Les extraits ont été analysés sur spectromètre Q Exactive HF (Thermo Scientific), 
suivant un gradient de 60 min en mode DDA TOP20 HCD, et les 20 ions les plus 
intenses ont été sélectionnés pour une analyse par spectrométrie de masse en 
tandem.  

Les fichiers de données ont été traités avec Proteom Discover v2.2, avec le moteur 
de recherche SEQUEST HT avec Carbamidomethyl (C) et Oxydation (M) comme 
modifications potentielles, en se restreignant à la séquence de la protéine p24 

CPT A41C/T53C. Les ponts disulfures ont été recherchés par les logiciels pLink 
v2.3.5, MeroX v2.0.0.4 et BioPharmaFinder v3.1.  

I. Criblage et caractérisation des ligands ciblant p24 

1. Préparation des ligands 
Les ligands fournis par nos collègues uruguayens sont issus d’une chimiothèque 
contenant plus de 2 000 molécules (Álvarez et al., 2014) Plus de 400 ligands ont été 
criblés pour leur action sur l’assemblage de FIV p24 (Sierra et al., 2018). Les 
échantillons en poudre ont été dissous dans le DMSO. Les ligands qui devaient être 
testés uniquement en test d’assemblage in vitro ont été dissous en DMSO standard, 
et ceux que nous souhaitions analyser via la RMN, en DMSO deutéré (DMSO-d6), 
tous deux fournis par Sigma-Aldrich, chaque composé à la concentration finale de 
25 mM sauf 696 préparé à 20 mM.  

Les peptides ont été synthétisés par la plateforme PSF, qui a réalisé la synthèse et 
le contrôle qualité de la synthèse. Les peptides nous ont été fournis lyophilisés et 
nous les avons dissous dans de l’eau ultrapure (OTEC), à des concentrations finales 
de 1 mM ou 5 mM. La poudre a été conservée à 4°C et les peptides dissous à -80°C. 
Le calcul des concentrations a été réalisé à partir des masses molaires données par 
la plateforme PSF après synthèse. 

- fCPSF6 : séquence PVLFPGQPFGQP, 1282 g.mol-1 

- fNup153 : séquence NPSGVFTFG, 924 g.mol-1 

2. Expériences de biophysique sur la protéine et ses 
ligands 

a) Dichroïsme circulaire 
Les spectres de dichroïsme circulaire sur la protéine p24 CPT ATC ont été acquis 
selon le protocole suivant. La protéine a été préparée dans un tampon NaPi 50 mM 
pH 6,8, NaCl 50 mM à 2,5 mg.mL-1 et diluée extemporanément avec de l’eau pure 
à un ratio 1:4 pour une concentration finale de 0,5 mg.mL-1 de protéine, 10 mM NaPi 
et 10 mM NaCl dans la cuve. La cuve utilisée est une cuve en quartz d’un trajet 
optique de 1 mm. 
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Les spectres ont été acquis sur un spectromètre CD Chirascan (Applied 
Photophysics), sur un intervalle de longueurs d’onde de 260 nm à 180 nm par pas 
de 0,2 nm. Un spectre acquis contre le même tampon, dans une même cuve, dans 
les mêmes conditions, a servi de blanc et son signal a été retranché au signal acquis 
avec la protéine.  

Après acquisition, le spectre a été tronqué lorsque le signal était arrivé à saturation, 
vers 190 nm. Le spectre a ensuite été moyenné sur un intervalle glissant de 1 nm (5 
points). Le signal a été converti en ellipticité molaire par résidu (mean residue 
ellipticity, MRE) par le logiciel du fournisseur de la machine. 

Le signal a été déconvolué par le service DichroWeb 
(http://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk/html/home.shtml, (Whitmore et Wallace, 
2008)) en utilisant l’algorithme SELCON3 avec le jeu de références « Set 4 » et en 
fournissant le spectre exprimé en MRE.  

b) Interaction protéine:ligand par thermophorèse 
La titration de la protéine par le ligand par thermophorèse a été réalisée selon le 
protocole du fournisseur (NanoTemper Technologies). 

(i) Principe de la thermophorèse 
La thermophorèse à échelle microscopique ou MST (MicroScale Thermophoresis) 
est une méthode qui permet de quantifier les interactions biomoléculaires entre 
une cible marquée fluorescente et un ligand non fluorescent dans un capillaire. Elle 
détecte les changements de fluorescence induits par un changement de 
température de 1°C au centre du capillaire, qui entraine un gradient thermique 
responsable d’un mouvement des molécules vers les zones de température plus 
faibles aux extrémités du capillaire. Tout changement du microenvironnement 
chimique ou de la masse de la molécule marquée, ainsi que les changements dans 
la coquille d'hydratation de la cible, liés à l’interaction avec un ligand, entraîneront 
une modification du mouvement des molécules dans le gradient thermique, et donc 
un changement relatif de la fluorescence détectée au point le plus chaud du 
capillaire. 

Lorsque la protéine est saturée en ligand, le profil n’est plus modifié par 
l’augmentation croissante de la concentration en ligand. La technique permet 
d’une part de tester des interactions par simple comparaison du signal de la 
protéine marquée seule avec le signal de la protéine en interaction avec une forte 
concentration en ligand, et d’autre part de mesurer une valeur d’interaction KD par 
titration en testant seize concentrations différentes (issues d’une dilution sérielle 
d’un facteur 2) (Jerabek-Willemsen et al., 2014 ; Seidel et al., 2013).  

(ii) Marquage de la protéine au fluorophore 
Un aliquot de protéine p24 CPT à 1 mg.mL-1 et un aliquot de p24E à la même 
concentration, portant toujours leur étiquette poly-histidine, ont été conservés 
à -80°C jusqu’à utilisation. Chaque aliquot a été décongelé pour être marqué avec 
le marqueur fluorescent RED-tris-NTA (NanoTemper Technologies) selon le 
protocole du fournisseur pour une concentration finale de protéine de 100 nM en 
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tampon PBS-T (Tween 0,1 %) 1X. Pour chaque protéine, le lot marqué a été utilisé 
immédiatement après marquage ou congelé à -20°C jusqu’à la prochaine utilisation 
du lot.  

(iii) Analyse des ligands 
Les solutions de molécules organiques de nos collègues uruguayens, 696, 1128, 
1138, 1283, 1310 et 1368 sont préparées depuis la solution mère à 25 mM ou 20 mM 
(cas de 696) dans le DMSO. La concentration initiale pour les titrations a été 
calculée pour ne pas dépasser 5 % de DMSO dans la solution finale selon les 
recommandations du fournisseur de l’appareil de thermophorèse. Pour réaliser 
une titration, un mélange de protéine marquée à 100 nM et de ligand à volume 
équivalent (10 μL + 10 μL) a été réalisé pour charger les capillaires (Monolith 
NT.115 Capillaries, NanoTemper) selon le protocole suivant. Une solution de 
chaque ligand organique a été préparée depuis la solution mère en diluant le 
ligand dans le tampon PBS-T 1X pour une concentration finale de 2 mM (cas de 696) 
ou 2,5 mM (autres ligands), PBS-T 1X, DMSO 10 %. Les dilutions sérielles d’un 
facteur 2 du ligand sont effectuées dans un tampon PBS-T 1X, DMSO 10 % pour 
garder la concentration en DMSO constante sur l’ensemble de la gamme de 
dilution. La dilution sérielle a été réalisée en transférant 10 μL du puits i dans le 
puits i+1 contenant 10 μL de PBS-T, DMSO 10 %. Enfin, les puits ont été complétés 
par 10 μL de la solution protéique, amenant à des puits à une concentration de 
50 nM de protéine, DMSO 5 % et des concentrations en ligand de 1 mM à 0,31 μM 
(696) ou de 1,25 mM à 38 μM (1128, 1138, 1283, 1310 et 1368). Les solutions de 
protéines et ligands ont été laissés 30 min à température ambiante dans leurs puits 
avant de charger les capillaires afin d’effectuer la mesure à l’équilibre. Les profils 
MST de chaque capillaire ont été analysés par la machine Monolith NT.115 
(NanoTemper). La puissance d’excitation laser était de 40 % et la température de 
l’ensemble thermostatée à 25°C. Les données ont été traitées via les logiciels du 
fournisseur (MO.Control 2 et MO.Affinity Analysis 3). 

Les peptides ont été analysés depuis les solutions stocks à 1 mg.mL-1, dans l’eau 
pure. L’absence de DMSO dans le tampon enlève la contrainte de dilution des 
peptides pour le premier point de la titration. L’analyse de la fixation de chaque 
peptide a été réalisée en comparant quatre capillaires ne contenant que la protéine 
seule à une concentration de 50 nM issue en tampon PBS-T 1X ou un mélange au 
ratio 1:1 (v:v) de la solution protéique et de la solution peptidique mère, soit une 
concentration finale en ligand de 0,5 mg.mL-1. Le chargement des capillaires et 
l’acquisition des profils MST ont été acquis de façon similaire à précédemment 
décrit pour les ligands organiques. 

Pour la titration de l’interaction CPSF6:p24, les seize solutions ont été préparées 
par dilution sérielle en transférant 10 μL de la solution peptidique du puits i au puits 
+1 contenant 10 μL de tampon PBS-T, depuis la solution mère à 1 mg.mL-1. 

c) Interaction protéine:ligand par calorimétrie isotherme  
La titration par calorimétrie isotherme mesure la puissance électrique à fournir 
pour maintenir une solution à une température constante. Une enceinte de 



MATÉRIELS ET MÉTHODES  
Criblage et caractérisation des ligands ciblant p24 V.I  

 
161 

 

référence contient de l’eau pure, tandis que l’enceinte de mesure renferme la 
solution protéique, dans le tampon adéquat. Chacune des deux est équipée d’une 
cellule de résistance dont la puissance fournie pour maintenir l’enceinte à la 
température de consigne est mesurée. Une sonde, contenant une solution de ligand 
dans le même tampon que la solution protéique, est introduite dans l’enceinte. Elle 
injecte son contenu dans la cellule en plusieurs passes, séparées d’un temps 
suffisamment long pour atteindre l’équilibration du mélange. La sonde est 
maintenue sous agitation pour homogénéiser la solution. L’interaction 
protéine:ligand consomme ou crée de la chaleur et la différence de puissance 
nécessaire entre les deux cellules pour revenir à la température de consigne 
constitue le signal mesuré. Le logiciel calcule ensuite la variation d’énergie 
associée aux variations du ratio molaire protéine:ligand et en déduit les grandeurs 
thermodynamiques de l’interaction. 

La calorimétrie isotherme a été réalisée à l’aide d’un appareil de calorimétrie 
différentielle ITC200 (MicroCal). La sonde injecte un volume total d’environ 38 μL 
en 25 injections dans un volume final de 200 μL. L’enceinte externe contenait de 
l’eau pure. La sonde était maintenue à une rotation de 1 000 rpm pour 
homogénéisation et en laissant 120 s entre deux injections. L’ensemble de 
l’enceinte était maintenu à 25°C.  

Puisque les expériences préalables donnaient un ordre de grandeur de constante 
de dissociation KD entre 10 et 100 μM, la concentration de ligand ciblée était de 
200 μM pour correspondre aux recommandations du fournisseur. Le ligand était 
donc dilué à 200 μM (1 % DMSO final depuis la solution stock 20 mM en 100 % 
DMSO), avec du tampon NaPi 50 mM pH 6,8, NaCl 50 mM. La protéine p24 CPT, 
sans étiquette, était à une concentration de 30 μM (0,7 mg.mL-1), dans le même 
tampon NaPi 50 mM pH 6,8, NaCl 50 mM, DMSO 1 %.  

3. Analyse de l’action du ligand sur l’assemblage in 
vitro 

a) Tests d’assemblage de la protéine 
Les tests d’assemblage ont été réalisés sur les protéines p24 CPT et p24E. Ces 
protéines ont été préparées dans un tampon NaPi 50 mM pH 7,4, NaCl 50 mM, à 
5 mg.mL-1 et à 7 mg.mL-1. L’assemblage a été déclenché par un saut de force 
ionique selon le protocole publié préalablement (Sierra et al., 2018). Dans une 
plaque 96 puits, un volume de 25 μL de solution protéique préalablement incubée 
ou non avec 696 à 200 μM a été mélangé à 25 μL de NaCl 1 M. L’assemblage a été 
suivi par spectrophotométrie par des mesures de la turbidité du mélange à 345 nm 
toutes les minutes pendant 35 min dans lecteur de plaques M1000 (Tecan). La 
plaque était maintenue à 38°C pendant la durée de l’expérience.  

b) Tests de désassemblage de la capside 
Les particules formées à l’issue du test d’assemblage, en présence ou non de 696, 
ont été collectées. Les particules ont été sédimentées par centrifugation à 
20 000 × g pendant 20 min à température ambiante. Le surnageant a été éliminé et 
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les particules ont été resuspendues dans un tampon NaPi pH 7,4 50 mM, NaCl 
50 mM. Des aliquots ont été prélevés immédiatement (t0), 8h, 24h ou 32h après 
resuspension. Les aliquots ont été analysés sur SDS-PAGE 12 % et les gels ont été 
colorés comme précédemment.  

J. Cristallographie 
Les échantillons utilisés pour la cristallographie sont principalement des 
échantillons produits en tampon HEPES ou Tris 50 mM, à des pH différents, le 
tampon phosphate ayant tendance à cristalliser en présence de cations divalents.  

1. Cristallogenèse en micropuits 
La concentration des échantillons produits a été vérifiée sur Nanodrop avant 
utilisation. Les expériences de cristallogenèse en micropuits ont été réalisées sur 
des échantillons avant leur congélation, juste après l’étape finale de concentration 
sur Vivaspin après le clivage de l’étiquette pour les protéines à étiquette clivable, 
ou juste après le dessalage post-purification pour les protéines p24-pETΔCPM. 

Les expériences de cristallogenèse ont été réalisées via un robot Mosquito (TTP 
LabTech). La robotisation permet de tester de nombreuses conditions en utilisant 
un volume minimal d’échantillon de protéine avec une très bonne reproductibilité. 
La cristallogenèse a été réalisée par diffusion de la vapeur en goutte assise en 
plaque MRC 3 puits (Hampton Research), en déposant 70 μL de solution de 
cristallogenèse dans le puits principal. Le robot a réalisé des gouttes de mélange 
de 150 nL de solution protéique avec 150 nL de solution de cristallogenèse. Les 
expériences de cristallogenèse ont été réalisées sur différents lots protéiques, 
dans les différents tampons de stockage cités dans la partie V.D page 153, à des 
concentrations de 1 mg.mL-1 à 100 mg.mL-1.  

Les solutions de cristallogenèse utilisées sont contenues dans des kits 
commerciaux de criblage : 

- PEG I (Qiagen) 

- PEG II (Qiagen) 

- Crystal Screen (Hampton Research) 

- Ammonium sulfate (Hampton Research) 

- MBClass II (NeXtal Biotech) 

- MIDAS+ (Protomnis) 

- Natrix (Hampton Research) 

- BCS (Protomnis) 

- JCSG+ (NeXtal Biotech) 

- Pact I (Protomnis) 
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- MPD (Qiagen) 

Les boîtes, une fois préparées par le robot, sont scellées par un film plastique 
hermétique et placées dans un robot de visualisation Xtal Focus (Formulatrix), à 
19°C, acquérant les images sur plusieurs semaines pour suivre l’apparition de 
cristaux dans les différentes conditions. 

2. Cristallogenèse en gouttes suspendues 
Les conditions de cristallogenèse ayant présenté des évolutions intéressantes pour 
la cristallogenèse ont été reproduites en plus grosses gouttes, dans des plaques 24 
puits à couvercle pré-graissé (Greiner) avec la technique de la goutte suspendue. 
Le puits contient 500 μL de solution de cristallogenèse et la goutte de 
cristallogenèse est formée par le mélange de 1 μL de solution protéique et 1 μL de 
solution de cristallogenèse, sur une lamelle en verre siliconée qui sert à sceller le 
puits pré-graissé. Les conditions testées en gouttes suspendues sont : 

- PEG II conditions 27, 28, 80, 87, 88, 92, 93, 94, 95 et 96 – p24E A41C/T53C 
5 mg.mL-1 et 7 mg.mL-1 dans le tampon HEPES pH 7,4 50 mM, NaCl 50 mM. 

- PEG I conditions 28, 73, 79 - p24E A41C/T53C 5 mg.mL-1 et 7 mg.mL-1 dans le 
même tampon. 

- MBClass II condition 3 – p24-pETΔCPM 10 mg.mL-1 dans le tampon HEPES 
pH 7,4 50 mM, NaCl 50 mM. 

- PEG II conditions 56, 80, 92, 93 – p24 CPT 10 mg.mL-1, et p24 CPT 
10 mg.mL-1 dans le tampon HEPES pH 7,4 50 mM, NaCl 50 mM et 696 à 
200 μM 

3. Préparation des cristaux et acquisition des données 
de diffraction 

Les cristaux ont été pêchés à l’aide de boucles en nylon et ont été cryo-protégés 
par trempage dans un mélange 85 % de la solution de cristallogenèse et 15 % 
d’éthylène glycol. Une fois cryo-protégés, ils ont été congelés dans l’azote liquide 
et placés dans un carrousel pour l’envoi aux synchrotrons. 

Les synchrotrons auxquels nous avons envoyé les échantillons au cours du travail 
de thèse sont le synchrotron SOLEIL (Saint-Aubin, France), le synchrotron SLS 
(Villigen, Suisse) et le synchrotron ESRF (Grenoble, France). Quatre clichés de 
diffraction à des angles différents ont été acquis pour caractériser l’assemblage 
cristallin. Comme les cristaux étaient soit des cristaux de sels, soit ne diffractaient 
pas les rayons X, aucune collecte complète n’a été réalisée.  
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K. Acquisition et traitements des spectres RMN 

1. La résonance magnétique nucléaire appliquée aux 
protéines 

a) La RMN multi-dimensionnelle 
La RMN multi-dimensionnelle est une technique d’acquisition et de traitement des 
signaux de plusieurs noyaux s’ils vérifient certaines conditions, à savoir s’ils sont 
proches dans l’espace ou s’ils sont reliés au travers des liaisons covalentes. La 
fréquence de couplage des atomes impliqués pouvant être détectée 
spécifiquement selon les liaisons covalentes concernées, nous avons utilisé des 
séquences d’impulsion adaptées pour l’acquisition de signaux d’atomes reliés par 
des liaisons covalentes pour nos expériences d’attribution.  

b) L’attribution de la protéine p24 
Le logiciel CCPN analysis v2.5 (Vranken et al., 2005) a permis d’identifier les pics 
sur le spectre 1H-15N HSQC, donnant ainsi les déplacements chimiques de chaque 
couple N-H du squelette peptidique. Ces pics ont servi de points d’entrée dans 
l’exploration des spectres 3D, voir la partie V.K.2. L’attribution séquentielle a ainsi 
été faite selon la description faite dans la partie V.K.2, par comparaison des 
informations apportées par chaque spectre. 

La qualité de l’attribution a été complétée par un spectre HNCANNH faisait 
apparaître des corrélations de résonance entre le HN de l’acide aminé i avec le N 
du squelette peptidique de l’acide aminé i-1 et du i+1. Le serveur I-Pine a 
également été utilisé pour traiter les données et aider à l’attribution (Lee et al., 
2019).  

Enfin, nous avons effectué une validation de notre attribution en comparant les 
différences de déplacements chimiques observées des C  et C  pour les résidus 
attribués aux valeurs de référence de déplacements de ces mêmes carbones dans 
une pelote statistique. Ces différences de déplacements ont été quantifiées par le 
logiciel CCPN analysis. Les différences négatives correspondent à un repliement 
en brin  et les différences positives à un repliement en hélice . Ces différences 
ont été comparées à la structure tridimensionnelle publiée de FIV p24 (entrée PDB 
5NA2, (Folio et al., 2017)). L’attribution a été déposée après validation du fichier 
sur la BMRB sous l’identifiant 50794. 

2. Le processus d’attribution séquentielle des pics  
La RMN multidimensionnelle permet d’observer les résonances de pics 1H, 13C et 
15N qu’il faut ensuite attribuer à l’atome correspondant au sein de la molécule. Cette 
étape est appelée attribution. Il faut pour chaque pic de résonance, déterminer au 
noyau de quel atome de la protéine il correspond. Pour réaliser une attribution, il 
est donc nécessaire d’utiliser plusieurs expériences RMN qui vont donner 
différentes informations : 
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- Les expériences 1H-15N Hetero Single Quantum Correlation (HSQC), qui 
permettent de voir tous les couples 1H-15N reliées par liaison covalente, à 
savoir les N-H de la liaison peptidique et ceux des chaînes radicalaires. 

- Les expériences HNCO, qui mettent en évidence tous les triplets H-N-C du 
squelette peptidique de la chaîne, entre le couple N-H l’acide aminé i et le 
carbone de l’acide aminé i-1. 

- Les expériences HN(CA)CO qui mettent en évidence les triplets H-N-C du 
squelette peptidique, de l’acide aminé i. 

- Les expériences HNCA, qui mettent en évidence les C  des radicaux des 
acides aminés i et i-1 avec le N-H de l’acide aminé i. 

- Les expériences HN(CO)CA, qui mettent en évidence le C  du radical de 
l’acide aminé i-1 avec le N-H de l’acide aminé i. 

- Les expériences HNCACB, qui mettent en évidence les C  et les C  des 
radicaux des acides aminés i et i-1 avec le N-H de l’acide aminé i. Les deux 
carbones ont des signaux de signe opposé qui permettent de les 
différencier. 

- Les expériences HN(CO)CACB, qui mettent en évidence les C  et les C  du 
radical de l’acide aminé i-1 avec le N-H de l’acide aminé i. De la même façon, 
les deux carbones ont des signaux de signe opposé qui permet de les 
différencier. 

- Les expériences HNCANNH, qui mettent en évidence les N de la liaison 
amide de l’acide aminé i-1 et i+1 avec le N-H de l’acide aminé i. 

 

Figure 83 : Exemples de spectres RMN utilisés pour l’attribution. A) Noyaux visibles sur un 
spectre 1H-15N HSQC. La magnétisation est transférée de l’hydrogène à l’azote, puis à 
l’hydrogène pour détection. B) Noyaux visibles sur spectre CBCA(CO)NH. Les 
magnétisations sont transférées depuis les hydrogènes H  et H  vers le carbone C  et C  
respectivement, puis au carbone de la liaison amide, puis à l’azote puis à l’hydrogène. En 
rouge : noyaux visibles sur le spectre ; en bleu : noyaux impliqués dans le transfert de 
magnétisation, n’apparaissant pas sur le spectre. (Figure d’après protein-nmr.org.uk). 
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La combinaison des informations apportées par les différents spectres RMN permet 
de reconstruire les chaînes d’acides aminés en identifiant séquentiellement, pour 
un acide aminé i, les C de la liaison amide, ainsi que les Cα et Cβ de l’acide aminé 
i-1. On peut ainsi reconstruire des chaînes séquentielles d’acides aminés. Le 
déplacement chimique moyen des noyaux des acides aminés est connu et 
accessible, fournissant une base de données pour faciliter l’attribution d’un 
ensemble de pics à un type d’acide aminé. Certains acides aminés ont des 
déplacements très caractéristiques, comme la glycine dont le C  a un déplacement 
vers 45 ppm, l’alanine dont le C  vers 17 ppm et la sérine et la thréonine dont le C  
entre 70 et 63 ppm. Ces acides aminés sont les seuls à avoir ces propriétés, ce qui 
permet de positionner les chaînes séquentielles reconstituées sur la séquence 
peptidique qui est déjà connue, et de pouvoir attribuer ainsi chaque signal RMN au 
noyau atomique du résidu correspondant dans la séquence protéique.  

Une fois validée, l’attribution des noyaux est ensuite déposée sur la Biological 
Magnetic Resonance Bank (BMRB) qui vérifie les valeurs de déplacements en 
comparant avec les valeurs de référence et examine ainsi la plausibilité de 
l’attribution.  

3. Acquisition des spectres 
Tous les échantillons ont été analysés au centre de RMN à hauts champ du TGIR-
RMN de l’université de Lille et chargés dans des tubes Shigemi de 5 mm. Les 
spectres ont été acquis dans un spectromètre RMN Bruker AvanceNeo à 900 MHz 
équipé d’une cryosonde CPTCI, à 293 K. 

Les premiers spectres 1H-15N-HSQC ont été acquis sur une protéine marquée 
simplement au 15N, ajustée à une concentration de 1,6 mg.mL-1 (67 μM), dans un 
tampon NaPi 50 mM pH 6,8, NaCl 50 mM, D2O 5 %, à l’aide d’une séquence 
d’impulsions 2D TROSY 1H-15N.  

Pour les protéines doublement marquées au 13C et au 15N, les échantillons ont été 
stockés dans le même tampon NaPi 50 mM pH 6,8, NaCl 50 mM, D2O 5 %, à une 
concentration de 2,4 mg.mL-1 (100 μM). Les spectres ont été acquis à l’aide des 
séquences d’impulsions 2D TROSY 1H-15N, et 3D BEST-TROSY HNCO, BEST-TROSY-
HN(CA)CO, BEST-TROSY-HNCACB, BEST-TROSY-HN(CO)CACB, BEST-TROSY-
HNCA et BEST-TROSY-HNCOCA. (Bax et Ikura, 1991 ; Clubb, Thanabal et Wagner, 
1992 ; Grzesiek et Bax, 1992). 

Les échantillons triplement marqués au deutérium D, au 13C et au 15N, étaient à une 
concentration de 2,4 mg.mL-1 (100 μM) ou de 2,8 mg.mL-1 (120 μM) dans un tampon 
complété par le DTT à 5mM de concentration finale. Les spectres ont été acquis à 
l’aide des mêmes séquences d’impulsions 2D TROSY 1H-15N, et 3D BEST-TROSY 
HNCO, BEST-TROSY-HN(CA)CO, BEST-TROSY-HNCACB, BEST-TROSY-
HN(CO)CACB, BEST-TROSY-HNCA, BEST-TROSY-HNCOCA et d’une autre 
séquence, TROSY-HNCANNH, pour aider à l’attribution. Ces séquences 
d’impulsion permettent d’obtenir les spectres RMN associés. 
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L’attribution de la protéine FIV p24 ΔCPT a été réalisée à l’aide de ces spectres, via 
le logiciel CCPN analysis v2.5, puis a été déposée sur la BRMB sous l’identifiant 
50794. 

Pour l’expérience de Saturation Transfer Difference, les spectres 1D-1H ont été 
acquis sur des échantillons de protéine non marquée, dans des tampons deutérés. 
Le signal du composé 696 a été acquis dans le DMSO-d6 pur (400 μM final) ou dans 
une dilution par le tampon NaPi pH 6,8 50 mM, NaCl 50 mM, D2O (99,8 %), DMSO-
d6 4 % (pour une concentration finale de 400 μM). 

Pour toutes les acquisitions, la référence utilisée pour les déplacements chimiques 
du proton était le signal des groupements méthyl du TMSP (sodium 3-
trimethylsillyl-[2,2,3,3-d4]propionate) à 0 ppm. Les données ont été traitées via les 
logiciels NMRPipe (Mayzel et al., 2014) par nos collègues de l’université de Lille. 
Les spectres ont ensuite été traités via la suite logicielle CCPN analysis v2.5 
(Vranken et al., 2005). 

4. Suivi des perturbations des déplacements 
chimiques induits par l’ajout de ligand 

La fixation d’un ligand peut induire des réajustements structuraux, par 
déplacements des radicaux des acides aminés impliqués dans la fixation ou via des 
déplacements de boucles flexibles ou de structures secondaires. Ainsi, puisque le 
déplacement chimique d’un noyau dépend de l’environnement de l’atome 
observé, la fixation d’un ligand peut modifier le déplacement chimique de cet 
atome. Les acides aminés dont la conformation est modifiée par la présence du 
ligand peuvent alors montrer des altérations de leur déplacement chimique que 
l’on peut quantifier avant et après ajout du ligand étudié. Si l’attribution a été 
préalablement réalisée, les acides aminés sont alors identifiés car la variation de 
leur déplacement chimique est supérieure au bruit de fond. On détermine la 
variation de déplacement chimique de chaque résidu. On identifie alors les acides 
aminés qui ont une perturbation supérieure au bruit de fond.  

Le suivi des perturbations de déplacements chimiques a été fait sur des 
échantillons de protéine marquée au 15N, ajustée à une concentration de 
2,2 mg.mL-1 (90 μM) dans le tampon NaPi 50 mM pH 6,8, NaCl 50 mM, D2O 5 %. Les 
spectres ont été acquis en présence ou non de 696 à une concentration de 200 μM. 
Nous avons ajouté le volume nécessaire de 696 (depuis une solution stock à 20 mM 
dans le DMSO), soit 3,3 μL de solution stock dans un volume d’échantillon de 330 μL 
pour atteindre 200 μM de 696 dans l’échantillon (DMSO final 1 %). Les spectres 
témoins ont été acquis en ajoutant le même volume de DMSO pur à un autre 
échantillon protéique. 

Les perturbations de déplacements chimiques de chaque acide aminé attribué 
(chemical shift perturbations, CSP) ont été quantifiées sur les deux dimensions 1H et 
15N. Nous avons comparé les signaux de l’azote et de l’hydrogène du squelette 
peptidique de chaque acide aminé, en présence ou non du composé 696, en tenant 
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compte du ratio des fenêtres spectrales du 1H et du 15N, H et N de l’expérience, 
donnant  

CSP H N H N  

Les acides aminés dont les pics de déplacements chimiques se chevauchaient ont 
dû être exclus de l’analyse, leurs perturbations ne pouvant être quantifiées 
rigoureusement à cause de cette superposition. Les perturbations des acides 
aminés retenus ont été quantifiées selon la formule précédente et les acides aminés 
ont été classés selon cette valeur de perturbation. L’écart-type de ces 
perturbations a été quantifié et la valeur de bruit de fond a été fixée à 3 fois cet 
écart-type. Nous avons analysé les acides aminés qui ressortaient du bruit de fond 
pour déterminer leurs positions dans la structure et avons retenu les premiers 
acides aminés présentant le rapport signal sur bruit le plus important. 

L. Logiciels de visualisation et d’analyse des structures et 
séquences 

Les figures de structures moléculaires ont été générées par les logiciels UCSF 
Chimera (Pettersen et al., 2004) et PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics System, 
Version 2.0 Schrödinger, LLC). Les rendus de surfaces moléculaires ont été 
représentés à l’aide de l’outil MSMS du logiciel Chimera.  

L’alignement de séquence des différentes constructions protéiques a été réalisé 
avec le logiciel Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) et 
l’alignement des séquence et structures secondaires de FIV p24 et VIH-1 p24 avec 
le logiciel ENDscript (https://endscript.ibcp.fr).  

M. Modélisation moléculaire  
Préalablement aux expériences de docking moléculaire du composé, la structure 
de la protéine a été préparée par AutoDockTools v1.5.6 (Morris et al., 2009). Le 
logiciel a ajouté les hydrogènes polaires et a calculé les charges atomiques 
partielles de Gasteiger, avant de convertir la structure au format de fichier PDBQT 

Le docking a été réalisée via AutoDock Vina v1.1.2 (Trott et Olson, 2010). Le 
composé 696, également préparé par AutoDockTools, a été traité comme flexible 
et la protéine comme rigide, excepté les chaînes latérales des acides aminés 
situées dans la zone identifiée par les expériences de CSP comme intervenant dans 
la fixation, soit : Leu 30, Phe 39, Thr 49, Met 51, Ile 55, Met 56, Cys 61, Asp 64, Lys 
65, Glu 66, Ile 67, Leu 68, Asp 69, Glu 70, Leu 72, Lys 73, Thr 76, Asp 80, Met 100, 
Ile 102, Cys 121, Tyr 125 et Leu 129. La modélisation a été réalisée selon le 
processus usuel du logiciel : la grid box a été paramétrée de manière à ce que 
l’espace de recherche englobe a minima la zone putative de fixation du ligand. 
Enfin, une valeur élevée d’exhaustivité de recherche (exhaustiveness) de 500 a été 
employée afin d’avoir une résolution de recherche la plus précise possible. 
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À l’issu de sa recherche, le logiciel a classé les poses d’interaction selon un critère 
de maximisation de l’énergie d’interaction et propose les dix meilleures positions 
possibles. L’examen visuel de ces dernières a été faite via le logiciel PyMOL 
(Schrödinger, LLC) et le modèle de fixation ayant la meilleure affinité 
protéine:ligand a été analysé par le programme LigPlot+ v2.2 (Laskowski et 
Swindells, 2011) pour identifier les acides aminés impliqués dans la fixation du 
composé dans le modèle retenu. 
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Étude structurale de la protéine de capside du virus de l’immunodéficience 
féline à des fins thérapeutiques 

Le virus de l’immunodéficience féline (FIV) est un lentivirus, comme le VIH-1 qui 
infecte l’Homme. Le FIV infecte les félins domestiques et sauvages et représente 
un enjeu vétérinaire majeur car il cause un syndrome de type SIDA chez les 
animaux infectés. Aucun traitement efficace contre le FIV n’a été identifié à ce jour. 
La capside du virus est une cible thérapeutique d’intérêt et une molécule ciblant la 
capside du VIH-1 est en cours d’essai clinique. L’objectif de cette thèse est 
d’identifier des molécules interférant avec la capside du FIV, par criblage et par 
identification rationnelle à l’aide de données structurales. La capside est un 
assemblage d’oligomères de protéine de capside p24. Un des aspects de ce travail 
est l’obtention d’hexamères stables de p24 FIV pour la résolution de la structure de 
cet assemblage. Par ailleurs, une autre approche par criblage a permis d’identifier 
une molécule interférant avec l’assemblage de la capside. La première attribution 
de p24 FIV par résonance magnétique nucléaire a permis la caractérisation du site 
de fixation de ce composé, qui est homologue à celui identifié pour la molécule en 
cours d’essai clinique ciblant la capside du VIH-1. Ce composé anti VIH-1 entrant 
en compétition avec des partenaires cellulaires indispensable à la réplication du 
VIH-1, nos résultats suggèrent que le composé identifié contre p24 FIV aurait une 
action similaire. Ainsi, ce composé est prometteur pour la mise au point de 
traitements efficaces contre le FIV.  

Structural study of Feline Immunodeficiency Virus capsid protein for 
therapeutic purposes 

The Feline Immunodeficiency Virus (FIV) is a lentivirus, as HIV-1 infecting human 
beings. FIV infects both domestic and wild feline species and is a veterinary threat 
as it induces an AIDS-like syndrome in infected animals. To this day, no efficient 
treatment against FIV has been identified. The viral capsid is a therapeutic target 
of interest, and one drug binding the HIV-1 capsid is currently in clinical trials. The 
objective of this thesis is to identify molecules interfering with the FIV capsid 
through screening of existing compounds or rational drug design using structural 
data. The capsid is an assembly of oligomers of p24 capsid protein subunits. One 
of the aims of this work was the obtention of stable hexamers of FIV p24 to solve the 
structure of theses oligomers. In the meantime, a screening identified one 
compound interfering with capsid assembly. The first attribution of FIV p24 through 
nuclear magnetic resonance allowed identifying the binding site of this molecule 
on FIV p24. This site is homologous to the binding site of the capsid-targeting drug 
in clinical trials. As that anti-HIV-1 compound competes with the bonding of cellular 
proteins necessary for HIV-1 replication, our results suggest our compound 
targeting FIV p24 could target a similar mechanism. Therefore, this compound is a 
promising drug for the development of efficient anti FIV drugs.  
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