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Résumé

Durant ma these, j’ai travaillé sur I’étude moléculaire et structurale de complexes protéines:ARN
impliqués dans le cycle de vie du virus de I'immunodéficience humaine de type-1 (VIH-1). Mon but
était de mieux comprendre leurs mécanismes d’interaction, afin d’établir de nouvelles stratégies
antirétrovirales sur le long terme.

PARTIE I : L’intégrase (IN) du VIH-1 est une protéine multifonctionnelle qui intervient a différentes
étapes du cycle rétroviral. Plusieurs études ont montré 1I’importance du domaine C-terminal (CTD) de
I’IN dans la transcription provirale et la morphogenése du VIH-1. Il a été montré que le CTD liait
fortement ’ARN TAR du génome viral, qui est impliqué avec la protéine Tat dans 1’¢longation de la
transcription provirale. Au cours de ma thése, j’ai utilisé des approches de biologie moléculaire,
biochimie et biophysique, afin d’étudier les interactions entre le CTD, TAR et Tat. Ces travaux ont
conduit a la publication d’un article montrant I’importance des changements de conformations induits
par la liaison du CTD a TAR, car ils permettent d’améliorer la liaison de Tat. Mes résultats montrent
également une interaction du CTD avec le complexe cycline T1:TAR. Ce dernier résultat suggére que
I’IN pourrait intervenir dans la transcription provirale en absence de Tat.

PARTIE II : ISG20 (« interferon-stimulated gene 20 kDa protein ») est un facteur de restriction induit

par I’interféron lors d’une réponse antivirale. Il s’agit d’une exonucléase 3°—5’ de la famille des DEDD

exonucléases. Les mécanismes d’action et de spécificité d’ISG20 vis-a-vis de ses substrats sont mal
connus. J’ai mis en évidence in vitro que le résidu catalytique D94 d’ISG20 est critique pour la liaison
a I’ARN et que I’enzyme est distributive. Une étude récente a montré que les 2°0O-méthylations de
I’ARN cellulaire permettaient de le protéger contre ISG20. Ce mode de protection est détourné par
certains virus, comme le VIH-1. J’ai étudié et mis en évidence in vitro deux autres modes de protection
des ARN contre I’activité d’ISG20 : ’addition d’une extrémité 3’-polyadénylée qui permet la liaison de
certaines protéines et la structure de I’ARN. Ces résultats permettent de mieux expliquer la protection
des ARN cellulaires et de certains ARN viraux a Iactivité antivirale d’ISG20.

Mots-clés

Interaction ARN-protéine ; intégrase du VIH-1 ; partenaires moléculaires de 1’intégrase ; transcription
provirale ; cibles thérapeutiques ; ISG20 ; modifications post-transcriptionnelles de ’ARN ; réponse
antivirale.



Abstract

During my thesis, I worked on the molecular and structural study of protein:RNA complexes involved
in the life cycle of human immunodeficiency virus type-1 (HIV-1). My aim was to better understand
their interaction mechanisms, in order to establish new long-term antiretroviral strategies.

PART I: HIV-1 integrase (IN) is a multifunctional protein that is involved at different stages of the
retroviral cycle. Several studies have shown the importance of the C-terminal domain (CTD) of IN in
HIV-1 proviral transcription and morphogenesis. The CTD has been shown to strongly bind the TAR
RNA of the viral genome which is involved with the Tat protein in the elongation step of proviral
transcription. During my thesis, I used molecular biology, biochemistry, and biophysical approaches to
study the interactions between CTD, TAR and Tat. This work led to the publication of a paper showing
the importance of conformational changes induced by the binding of CTD to TAR, as they enhance the
binding of Tat. My results also show an interaction of CTD with the cyclin T1:TAR complex. This latter
result suggests that IN may be involved in proviral transcription in the absence of Tat.

PART II: ISG20 (interferon-stimulated gene 20 kDa protein) is a restriction factor induced by interferon

during an antiviral response. It is a 3'—5' exonuclease of the DEDD exonuclease family. The
mechanisms of action and specificity of ISG20 towards its substrates are poorly understood. I have
shown in vitro that the catalytic residue D94 of ISG20 is critical for RNA binding and that the enzyme
is distributive. A recent study showed that 2'O-methylations of cellular RNA protect it from ISG20. This
mode of protection is hijacked by some viruses, such as HIV-1. I studied and demonstrated two other
modes of RNA protection against ISG20 activity in vitro: the addition of a 3'-polyadenylated end that
allows the binding of certain proteins and the structure of the RNA. These results help explain the
protection of cellular RNA and some viral RNA to the antiviral activity of [SG20.

Keywords

RNA-protein interaction; HIV-1 integrase; molecular partners of integrase; proviral transcription;
therapeutic targets; ISG20; post-transcriptional RNA modifications; antiviral response.
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Abréviations et unités utilisées

7SK snRNP, 7SK small nuclear ribonucleoprotein
aa, acide aminé

A260, absorbance a 260 nm
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ARNGsb, acide ribonucléique simple brin
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bio-couche
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CCD, catalytic core domain

CCRS, chemokine receptor type 5

CD4, cluster of differentiation 4

CDC, cleaved donor complex

CDK, cyclin-dependent kinase, kinase dépendante
d’une cycline

CIAP, calf intestinal alkaline phosphatase,
phosphatase alcaline intestinale du veau
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CIRI, Centre International de Recherche en
Infectiologie

CLIP-Seq, Crosss-Linking ImmunoPrecipitation
Sequencing

CNRS, centre nationale de la recherche scientifique
CPSFo6, cleavage and polyadenylation specificity
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CT, extrémité C-terminale du CTD

CTD, carboxy-terminal domain, domaine C-
terminal

Cullin2/VHL, cullin2-based von Hippel-Lindau
CXCR4, C-X-C motif chemokine receptor type 4
Da, dalton

dGTP, désoxyguanosine triphosphate
dGTPase, désoxyguanosine
triphosphohydrolase

DIS, dimerization initiation site
DISF, DRB sensitivity-inducing factor
dNTP, désoxyribonucléotide triphosphate

DLS, dynamic light scattering, diffusion dynamique
de la lumiere

DMSO, diméthylsulfoxyde

DNAse, désoxyribonucléase

DTT, dithiothréitol

€, coefficient d’absorption molaire

E. coli, Escherichia coli

EDTA, ethylenediaminetetraacetic acid

Env, enveloppe

ESCRT, endosomal sorting complex required for
transport

ESRF, European Synchrotron Radiation Facility
FDA, Food and Drug Administration

gag, group-specific antigen

GCN2, general control non-derepressible 2

GCNS, general control non-depressible 5

gp41, glycoprotéine de 41 kDa

gp120, glycoprotéine de 120 kDa

GPI, glycosyl phosphatidylinositol

GST, glutathion S-transférase

HAART, highly active antiretroviral therapy

HAT, histone acétyltransférase

HCI, acide chlorhydrique

HDGF, hepatoma-derived growth factor

HDGF2, hepatoma-derived growth factor like 2
HEPES, acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine
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lor2
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HTLV-1, Primate T-lymphotropic virus type-1

IBD, integrase-binding domain

ICTV, International Committe on Taxonomy of
Viruses

IFITM1, IFN-induced transmembrane protein 1
IFN, interféron

IFNAR, IFN-a/f receptor

IMAC,  immobilized  metal ion  affinity
chromatography, chromatographie d’affinité sur
ions métalliques immobilisés

IN, intégrase

INI1, integrase interactor 1

INSTI, integrase strand transfer inhibitors

IPTG, isopropyl-p-D-1-thiogalactopyranoside

ISG, IFN-stimulated gene

ISG, IFN-stimulated gene protein

ISG20, IFN-stimulated gene 20 kDa protein

ISRE, IFN-stimulated response element
JAK-STAT, Janus kinase — Signal transducers and
activators of transcription

INK, c-Jun N-terminal kinase

kb, kilobases

Kp, constante de dissociation a 1’équilibre

kon, constante de vitesse d’association

triphosphate



kofr, constante de vitesse de dissociation
LARP7, La ribonucleoprotein domain family
member 7

LB, lysogeny broth, bouillon lysogeéne

LEDGF, lens epithelium-derived growth factor
LRR, leucine-rich repeats

LTR, long terminal repeat

MA, matrice

MAPK, mitogen-activated protein kinases
MePCE, methylphosphate capping enzyme
MLV, Murine leukemia virus

MMTV, Mouse mammary tumor virus

Mn, manganese

MVV, Visna-maedi virus

MX1 et 2, myxovirus resistance 1 and 2

NC, nucléocapside

NEB, New England BioLabs

NED, N-terminal extension domain

Nef, negative regulatory factor

NELF, negative elongation factor

NES, nuclear export signal

NF-«kB, nuclear factor-xB

Ni, nickel

NK, natural killer

NLR, NOD-like receptor

NLS, nuclear localization signal
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NTD, amino-terminal domain

N-terminale, amino-terminale

Y, psi/ packaging signal sequence
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p24, protéine de 24 kDa
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p66, protéine de 66 kDa

PAF1, polymerase-associated factor complex 1
PAGE, polyacrylamide  gel electrophoresis,
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PAMP, pathogen associated molecular pattern
pb, paire de bases

PBS, primer binding site
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PCR, polymerase chain reaction, réaction en chaine
par polymérase

PDB, protein data bank
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PEG, polyethylene glycol
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Chapitre 1 : Introduction

I. Le virus de ’immunodéficience humaine
I.1. Historique et épidémiologie

Les premiers cas de patients atteints du syndrome de I’immunodéficience acquise (SIDA) ont été
reportés en 1981 aux Etats-Unis (ressource : https:/www.hiv.gov). Ces patients immunodéprimés
¢étaient sensibles a des infections opportunistes ordinairement bénignes. Deux ans plus tard, en 1983,
I’agent causal du SIDA est identifi¢ et isolé par Luc Montagnier et Frangoise Barré-Sinoussi a I’ Institut
Pasteur, sous le nom du virus de I'immunodéficience humaine (VIH) (figure 1) (Barré-Sinoussi et al.,
1983). Ces travaux leur vaudront quinze ans plus tard le prix Nobel de médecine.

Figure 1. Image de microscopie électronique réalisée a partir de sections fines de lymphocytes de
cordon ombilical produisant des virus. L’encart montre plusieurs stades de bourgeonnement des
particules virales a la surface cellulaire. (Barré-Sinoussi et al., 1983)

Les premiers tests de diagnostic de I’infection par le VIH sont mis au point a I’Institut Pasteur en 1985.
11 s’agit de tests sérologiques permettant de détecter dans le sang d’un patient la présence d’anticorps
spécifiques dirigés contre le virus. Le génome viral est séquencé la méme année (Wain-Hobson ef al.,
1985) et le VIH de type 2 (VIH-2) est isolé (Sanchez-Pescador et al., 1985).

Le premier médicament contre le VIH est mis au point en 1987. 1l s’agit de 1’azidothymidine (AZT), un
inhibiteur d’une enzyme spécifique du VIH, la transcriptase inverse (RT), qui rétrotranscrit I’ARN
génomique (ARNg) viral en ADN double brin (ADNdb) avant son intégration dans le génome de la
cellule héte (voir chapitre I11.3.2). Des avancées dans le traitement contre le VIH ont permis la
conception des premicres trithérapies, avec la combinaison de trois molécules ciblant différentes étapes
du cycle viral pour augmenter la puissance du traitement (Shafer et Vuitton, 1999).

Aujourd’hui, le VIH est toujours une menace avec 38 millions de personnes infectées et environ 40
millions de décés depuis sa découverte (ressource : https://www.unaids.org). Un nouveau variant plus
virulent du sous-type B du VIH de type 1 (VIH-1) a été découvert récemment (Wymant ef al., 2022).
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1.2. Variants génétiques et origines du VIH

Le VIH est un virus présentant une trés grande variabilité génétique lui permettant de détourner les
défenses immunitaires de la cellule ainsi que les thérapies médicamenteuses et vaccinales. Cette
variabilité est due & trois mécanismes : 1) les erreurs due a I’activité de la RT qui introduit environ 10
— 10 mutations par base par cycle de réplication ; 2) le taux élevé de réplication virale qui permet de
produire environ 10'° virions par jour dans la premiére phase de Dinfection ; 3) les processus de
recombinaison génétique entre différents VIH au sein d’'une méme personne infectée (Rezende et Prasad,
2004 ; Fanales-Belasio et al., 2010 ; Coffin, 1995).

Le VIH comporte deux types, le VIH-1 et le VIH-2, qui dérivent du virus de I’immunodéficience
simienne (VIS) qui infecte le singe (figure 2). Plus particuliérement, le VIH-1 dérive du VIS infectant
les chimpanzés et les gorilles d’ Afrique centrale de 1’Ouest, tandis que le VIH-2 dérive du VIS infectant
le mangabey d’ Afrique de I’Ouest et posséde le géne vpx qui est absent dans le VIH-1 (King ez al., 2011).

Plusieurs variants du VIH-1 ont été identifiés : le groupe M (« major group »), le groupe O (« outlier
group »), le groupe N (« non-M, non-O group ») et le groupe P. Le groupe M comprend neuf sous-types
ou clades (de A a D, de F a H, J et K), il est largement distribué sur ’ensemble des continents et
correspond a 99% des infections par le VIH-1. Les trois autres groupes sont endémiques de I’ Afrique
centrale. Le groupe O, moins fréquent, correspond a 1% des infections par le VIH-1 et est limité au
Cameroun et au Gabon. Les groupes N et P correspondent respectivement a 14 et 2 cas au Cameroun
(Mourez et al., 2013).

Le VIH-2 est moins pathogene et est endémique de I’ Afrique de 1’Ouest et de I’Europe, avec quelques
cas sporadiques en Inde et aux Etats-Unis (Campbell-Yesufu et Gandhi, 2011 ; Goujon et al., 2009). I
est responsable de 1% des infections par le VIH. Neuf groupes du VIH-2 ont été identifiés (de A al), A
et B étant les deux groupes majoritaires. Ainsi, le VIH-1 est responsable de la pandémie mondiale du
SIDA.

A
&
-
§ VIH-1
groupe O
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in VIS SUN
%
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Figure 2. Arbre phylogénétique du VIH et du VIS. VISagm SAB : « African green monkey Sabaeus
subspecies » ; VIScpz P.t.t. : « chimpanzee subspecies Pan troglodytes troglodytes » ; VIS P.t.s. : « Pan
troglodytes shweinfuthii » ; TAN : « Tantalus » ; VER : « Vervet » ; GRI : « Grivet » ; SAB : « Sabaeus
»; SIVmm : « Sooty Mangaby » ; VISsyk : « Skyes’ monkeys » ; SIV MND : « Mandril ». Source :
Kuiken et al., 1999.

1.3. Transmission du virus

Le VIH peut se transmettre par voie sanguine via des blessures, des injections ou des transfusions ; par
voie sexuelle via le sperme ou les sécrétions vaginales ; de la mére a I’enfant avant la naissance par le
placenta, lors de I’accouchement ou par le lait maternel lors de 1’allaitement. Le risque de transmission
de la meére a I’enfant peut étre réduit a moins de 1% grace aux nouveaux traitements antirétroviraux qui
réduisent la charge virale de la personne infectée (ressource : https://www.usaid.gov).

1.4. Pathologie

La charge virale évolue au cours du temps chez une personne séropositive sans suivi médical. Ainsi,
trois phases de la pathogénie li¢e au VIH peuvent étre décrites selon la charge virale et le nombre de
lymphocytes T CD4" présent dans le plasma (figure 3) : la primo-infection ou phase aigué (en vert), la
phase asymptomatique (en jaune) et le dernier stade qui correspond au SIDA (en rose). Le nombre de
lymphocytes T CD4" dans le plasma est un marqueur de I’avancement de la pathologie liée au VIH, car
le virus les infecte aprés reconnaissance de leurs glycoprotéines de surface CD4 (voir chapitre I11.3.1).
Le VIH peut infecter d’autres cellules exprimant ces clusters de différentiation, tels les macrophages et
certaines cellules dendritiques.

Syndrome de l'infection aigie par le VIH

1200 Premiere Vaste dissemination du virus dans l'organisme Mort 107
Infection Duplication du VIH dans les organes lymphoides \
1100 \
1000 f . Maladies ‘
opportunistes 10
900 Latence clinique
I 1
800 \
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6oo
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400
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Figure 3. Evolution de la charge virale au cours du temps. La courbe bleue représente le nombre de
lymphocytes T CD4" par mm’ de plasma ; la courbe rouge représente le nombre de copies de I’ARN
viral par mL de plasma. Source : Wikipédia.
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L.4.1. La primo-infection ou phase aigué

La phase de primo-infection ou phase aigué est caractérisée par une augmentation brutale suivie d’une
baisse importante de la charge virale et une diminution importante du nombre de lymphocytes T CD4",
qui réaugmente par la suite (figure 3, partie verte). En effet, la charge virale est tres élevée et le nombre
de lymphocytes T CD4" qui sont ciblés par le virus diminue brutalement. Puis, le systéme immunitaire
réagit, ce qui permet de diminuer la charge virale et entraine une augmentation du nombre de
lymphocytes T CD4". C’est a ce moment que des anticorps contre le VIH sont produits par le systéme
immunitaire et qu’ils peuvent étre détectés par les tests de dépistage. Il s’agit de I’étape de
séroconversion avec le passage d’une personne séronégative a séropositive. Ainsi, dans les premiers
temps de cette phase, les personnes infectées sont trés contagieuses car leur charge virale est importante.

Lors de cette phase le nombre de lymphocytes T CD4* par mm® de plasma reste supérieur ou égal a
500/mm? et la personne infectée est encore en bonne santé avec un systéme immunitaire fonctionnel. En
effet, un taux normal de lymphocytes T CD4" se situe entre 600 et 1 200/mm”.

La phase de primo-infection peut s’étendre sur quelques semaines ou quelques mois. Les personnes
infectées peuvent étre asymptomatiques ou présenter des symptdmes comme ceux liés au virus de la
grippe (fatigue, forte ficvre, douleurs musculaires, maux de téte et diarrhée) ou encore d’autres
symptomes plus spécifiques (vomissements, éruption cutanée, perte de poids, maux de gorge,
gonflement des ganglions lymphatiques, ...).

1.4.2. La phase asymptomatique

La phase asymptomatique correspond a I’augmentation progressive de la charge virale et a une
diminution lente et réguliére du nombre de lymphocytes T CD4" (figure 3, partie jaune). Lors de cette
phase le taux de lymphocytes T CD4+ est inférieur & 500/mm?, ce qui entraine une perte de fonction du
systéme immunitaire.

La phase asymptomatique peut s’étendre sur plusieurs années. Les traitements antirétroviraux
actuellement sur le marché permettent d’allonger cette phase et d’empécher 1’évolution de la maladie
vers le stade SIDA. En effet, un traitement antirétroviral efficace permet de diminuer drastiquement la
charge virale et d’interrompre le déclin du nombre de lymphocytes T CD4".

1.4.3. Le SIDA

La derniére phase correspond au SIDA. Elle est caractérisée par une augmentation brutale de la charge
virale suite a la perte de fonctionnalité du systéme immunitaire avec un taux de lymphocytes T CD4"
quasiment nul (figure 3, partie rose). Lorsque le nombre de lymphocytes T CD4" est inférieur a 200/mm?,
le risque de développer des maladies opportunistes est trés élevé. Ces maladies opportunistes peuvent
étre causées par des infections secondaires bactériennes, fongiques, parasitaires, virales ou encore li¢es
a des cancers.

Cette phase conduit généralement au déceés de la personne séropositive au bout de 1 a 2 ans sans
traitement antirétroviral.
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1.4.4. Exception chez certains individus

Quelques personnes infectées résistent spontanément a I’infection (moins de 1%) et présentent une
charge virale inférieure au seuil de détection. Ces personnes possédent en effet certains geénes
spécifiques qui permettent une réponse trés forte contre le VIH par les lymphocytes T CD8".

D’autres personnes sont méme résistantes a I’infection grace a une mutation dans le géne codant pour
le corécepteur CCR-5 (« chemokine receptor type 5 ») qui est présent a la surface des lymphocytes T
CD4" (voir chapitre TI1.3.1).

LS. Diagnostic

Comme décrit précédemment, différents stades sont observés au cours de la pathologie causée par le
VIH. Différents marqueurs biologiques et symptomes cliniques peuvent étre utilisés pour détecter
I’infection par le VIH et mettre en place un traitement médical adapté au patient. Ces marqueurs sont
I’ARN viral/la charge virale, I’antigéne p24 qui est la protéine de capside rétrovirale (voir chapitre
IT1.1), les anticorps contre le VIH et les lymphocytes T CD4* (Parekh et al., 2019). Ces marqueurs sont
utilisés pour déterminer le statut séropositif/séronégatif d’une personne (anticorps), le stade de
I’infection (anticorps, antigene p24, charge virale), suivre 1’avancement de la pathologie (lymphocytes
T CD4") ou encore identifier/suivre I’efficacité ou I’échec d’un traitement (charge virale).

Le diagnostic peut étre réalisé grace a un test sanguin de quatrieéme génération, qui combine la détection
des anticorps contre le VIH et la détection de I’antigéne p24 (Huynh et Kahwaji, 2022). L’antigene p24
est détectable 14 jours apres exposition au virus. Il est possible de réaliser un test ARN contre le VIH
pour une détection avant 14 jours.

D’autres méthodes de dépistage peuvent étre utilisées sous formes de tests rapides, afin de détecter
uniquement les anticorps ; comme un test rapide d’orientation diagnostique a partir d’une goutte de
sang ; ou un autotest a partir d’une goutte de sang ou de la salive. Ces tests permettent de détecter une
infection par le VIH de plus de trois semaines.

II. La réponse immunitaire contre le VIH-1

IL.1.  Généralités sur la réponse immunitaire antivirale

Le systéme immunitaire des vertébrés a machoire comprend I’immunité innée et I’immunité adaptative
qui sont étroitement imbriquées (Janeway et al., 2001 ; Abbas et al., 2016 ; Reece et al., 2010).
L’immunité innée permet une réponse rapide, tandis que I’'immunité adaptative est plus lente mais plus
spécifique et permet la mise en place d’une mémoire immunitaire.

Lors d’une infection par un pathogene, les cellules du systéme immunitaire inné (mastocytes-
macrophages, cellules dendritiques, cellules « natural killer » (NK)) le détectent grace a leurs récepteurs
de motifs moléculaires (PRR, « pattern recognition receptor ») (Schoggins, 2014 ; Yin et al., 2020).
Ces récepteurs, externes ou internes, reconnaissent des motifs moléculaires associés aux différents types
de pathogenes (PAMP, « pathogen associated molecular pattern »), comme les lipopolysaccharides
bactériens ou I’ARN double brin (ARNdD) de certains virus. Les PAMP sont des séquences conservées
indispensables au fonctionnement biologique du pathogéne. Lorsqu’il y a une interaction entre un
PAMP et un PRR, un signal est transduit a la cellule et permet de I’activer (Janeway et al., 2001 ; Abbas
et al., 2016 ; Reece et al., 2010). Cette activation se traduit par la transcription de nouveaux génes, qui
entrainent 1’acquisition de nouvelles fonctions comme la sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires,
de chimiokines; des modifications des molécules d’adhésion; la sécrétion de molécules de
costimulation qui permettent d’orienter une réponse adaptative; et la sécrétion des cytokines
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pléiotropiques : interférons (IFN) de type I (IFN-a et IFN-B) qui conférent de nouvelles fonctions
effectrices aux cellules émettrices (sécrétion autocrine) et environnantes (sécrétion paracrine).

Les trois familles principales de PRR sont les suivantes (Janeway et al., 2001 ; Reece et al., 2010) :

- Les TLR (« Toll-like receptor ») sont une grande famille de PRR trés étudiée qui contient dix
membres (TLR1 a TLR10). Ces récepteurs sont présents a la surface de la membrane plasmique
cellulaire ou endosomale. MyD88 permet la transduction du signal de tous les TLR sauf les
TLR3 et TLR4, pour lesquels la voie TRIF (« TIR-domain containing adaptater inducing
interferon-f ») ITRAF (« TRIF-related adaptator molecule ») est utilisée. Le TLR3 permet de
détecter les ARNdDb viraux, tandis que les TLR 7 et TLR8 permettent de détecter les ARN simple
brin (ARNSsb) viraux.

- Les NLR (« NOD-like receptor ») sont une famille contenant une vingtaine de membres. Ils
sont connectés a deux voies principales de transduction du signal : la voie NF-kB (« nuclear
factor-kB ») IMAPK (« mitogen-activated protein kinases ») et la voie de I’inflammasome. Les
NLR sont des récepteurs cytosoliques comprenant un domaine LRR (« leucine-rich repeats »)
qui permet la reconnaissance du PAMP et un domaine NACHT qui permet 1’oligomérisation.

- Les RLR (« RIG-like receptor ») sont des récepteurs cytoplasmiques qui permettent la
reconnaissance des ARNdb. Les RLR contiennent un ou deux domaines CARD (« caspase
activation and recruitment domain ») qui permettent la transduction du signal en aval du
récepteur, un domaine hélicase permettant 1I’ouverture des ARNdb et un domaine de liaison a
I’ARN. Ces récepteurs sont connectés a deux voies de transduction du signal : la voie TRAF-6
et la voie NF-«B.

Lors d’une infection virale, ces trois familles de PRR permettent de détecter le virus avec spécifiquement
dans le cas d’un virus a génome ARN : TLR3, TLR7, TLRS, RIG-I (« retinoic acid inductible gene 1 »),
MDAS (figure 4). Les protéines adaptatrices initient la cascade de signalisation qui conduit a
I’activation de facteurs de transcription. Les cellules activées sécrétent des médiateurs solubles,
notamment les IFN de type 1. Les IFN de type I sont reconnus par les récepteurs IFNAR (« IFN-o/ff
receptor »), puis une transduction du signal par la voie JAK-STAT (« Janus kinase — Signal transducers
and activators of transcription ») permet d’activer ’expression de genes spécifiques appelés ISG
(« IFN-stimulated gene »). La production des protéines codées par les ISG aboutit a la production de
facteurs de restriction, susceptibles de bloquer I’infection virale (voir chapitre suivant). Les protéines
codées par les ISG les plus connues sont la protéine kinase R (PKR), le systeme 2°,5’-oligoadénylate
synthase (OAS) / ribonucléase L (RNAse L) (Schoggins, 2014 ; Kristiansen et al., 2011) et les protéines
MX1 et 2 (« myxovirus resistance 1 and 2 ») qui inhibent plusieurs étapes du cycle réplicatif du VIH-1
suivant I’entrée du virus dans la cellule infectée (Goujon et al., 2013 ; Liu et al., 2013 ; Kane et al.,
2013 ; Doyle et al., 2015).
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Figure 4. Schéma récapitulant la réponse antivirale innée par le systeme immunitaire. Sources :
Schoggins, 2014 ; Yin et al., 2020.

Pour ce qui concerne la réponse adaptative, les cellules infectées peuvent présenter a leur surface des
fragments peptidiques viraux (antigénes exogénes) aux lymphocytes T CD8" cytotoxiques pour les
activer (figures 5 et 6). Cette réponse cytotoxique cellulaire complémente celle des NK pour éliminer
les cellules infectées. Dans un second temps, une réponse humorale due aux lymphocytes B permet
d’éliminer les virus circulants par production d’anticorps neutralisant (figures 5 et 6). Les lymphocytes
T CD4" sont, pour leur part, activés par des cellules présentatrices d’antigénes exogénes comme les
macrophages. IIs orchestrent I’amplification des réponses adaptatives cellulaire et humorale ainsi que la
production de lymphocytes mémoires (figure 6) qui permettent une réponse plus forte et plus rapide
lors d’une seconde infection.
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Figure 5. Graphique représentant la production de médiateurs et d’effecteurs de la réponse immunitaire
au cours du temps. Source : Sego et al., 2020.
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Figure 6. Schéma récapitulatif de ['immunité adaptative. Source : Reece et al., 2010.

1I.2.  Les facteurs de restriction du VIH-1

Les facteurs de restriction sont des protéines cellulaires limitant la réplication virale (Malim et Bieniasz,
2012 ; Harris et al., 2012). Ils peuvent conduire le virus a évoluer et a développer un mécanisme
d’échappement.

Les virus ne possédant pas ce mécanisme d’échappement ne peuvent se répliquer que dans certains types
cellulaires (les cellules permissives) et pas dans d’autres (les cellules non-permissives), ce qui permet
de mettre en évidence les mécanismes d’échappement viraux (Harris et al., 2012). Les interactions entre
facteur de restriction et mécanisme d’échappement viral entrainent une signature d’évolution rapide
dans la séquence du gene codant le facteur de restriction. L’expression de facteurs de restriction est
fortement liée a la réponse immunitaire innée, elle est souvent fortement induite par I’IFN (Harris et al.,
2012).

Dans le cas du VIH-1, les principaux facteurs de restriction sont les protéines de la famille APOBEC3
(« apoliprotein B mRNA-editing enzyme catalytic polypeptide 3 »), de la famille TRIM (« tripartite
motif »), SAMHDI1 (« sterile alpha motif domain- and histidine-aspartic (HD) domain-containing
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protein 1 ») et la tétherine. Les mécanismes d’échappement du VIH-1 reposent sur ses protéines
accessoires (voir chapitre II1.2) avec : Vif (« viral infectivity factor ») comme antagoniste des protéines
APOBEC3 ; Vpx (« viral protein X ») pour SAMHDI1 ; Vpu (« viral protein U ») et Nef (« negative
regulatory factor ») pour la tétherine. Les mécanismes d’échappement a TRIM sont peu compris
actuellement (Koepke et al., 2021).

Le mode d’action de ces facteurs de restriction est détaillé par la suite en indiquant les étapes du cycle
viral impactées. Pour le détail sur les étapes du cycle viral voir chapitre I11.3.

I1.2.1. La famille APOBEC3

Cette famille contient sept membres: APOBEC3A, APOBEC3B, APOBEC3C, APOBEC3D,
APOBEC3F, APOBEC3G et APOBEC3H. Les protéines APOBEC3D, APOBEC3F, APOBEC3G et
APOBEC3H inhibent la réplication du VIH (Harris ef al., 2012).

Ces protéines contiennent un ou deux domaines cytosine désaminase qui catalysent la désamination de
bases azotées C en U dans le premier brin négatif d’ADN complémentaire (ADNc) lors de la
transcription inverse (figure 7, a droite) (Malim et Bieniasz, 2012). Ces sites désaminés auront une base
complémentaire A au lieu de G lors de la synthése du second brin d’ADN, résultant en un ADNdb hyper-
muté susceptible d’étre dégradé ou de conduire a la synthése de protéines virales non-fonctionnelles
(Levy, 2009 ; Huthoff et Malim, 2005 ; Li ef al., 2023 ; Liddament et al., 2004 ; Sato ef al., 2014 ;
Shaban et al., 2018). Cependant I’action de ces protéines est bloquée par I’interaction directe avec la
protéine virale Vif, qui empéche leur incorporation dans les particules virales. De plus, Vif détourne le
complexe ligases Cullin-RING et le cofacteur transcriptionnel CBFf, entrainant 1’ubiquitination et la
dégradation par le protéasome de ces quatre protéines de la famille APOBEC3 (figure 7, a gauche).
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Figure 7. Mécanisme de restriction du VIH-1 par les protéines APOBEC3 et mécanisme d’échappement
viral par la protéine rétrovirale Vif. Source : Harris et al., 2012.
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11.2.2. La famille TRIM

La famille TRIM constitue une vaste famille de protéines qui regroupe environ quatre-vingts protéines.
11 s’agit de protéines multimériques caractérisées par un motif commun RBCC qui est organisé comme
ceci de I’extrémité N-terminale a I’extrémité C-terminale : un domaine RING qui est un domaine E3
ligase en doigt a zinc, suivi d’un ou de deux autres domaines en doigt a zinc nommés « Bbox » et un
domaine « coiled coil » qui est un domaine d’oligomérisation (Nisole ef al., 2005 ; Vunjak et Versteeg,
2019) (figure 8). Les protéines de la famille TRIM différent par leur domaine C-terminal qui leur
confére une activité¢ enzymatique ou leur permet de réaliser des interactions spécifiques avec des
partenaires/cibles protéiques ou nucléiques (Gent et al., 2018).

Les fonctions cellulaires des protéines TRIM sont multiples, elles ont des roles dans plusieurs processus
biologiques tels que la prolifération, I’apoptose, la différentiation, la transcription et la réparation de
I’ADN. Elles jouent également un réle dans la défense cellulaire contre les virus en tant que facteurs de
restriction viral. Plusieurs protéines TRIM interviennent et inhibent des étapes du cycle réplicatif de
nombreux virus, notamment le VIH-1. De plus, les protéines TRIM ont un réle antiviral additionnel car
elles permettent de moduler la réponse IFN antivirale.
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Figure 8. Représentation de [’organisation des domaines des protéines TRIM, ainsi que les différentes
fonctions et pathologies associées. Source : Vunjak et Versteeg, 2019.

Parmi les différentes protéines TRIM étudiées pour leur implication dans 1’inhibition de I’infection par
le VIH-1, TRIMSa est la plus étudiée. TRIMSa inhibe les étapes suivant ’entrée du VIH-1 dans la
cellule infectée en interagissant avec la capside virale (Ganser-Pornillos ef al., 2010 ; Li et al., 2016 ;
Yu et al., 2020) (figure 8). Trois mécanismes d’inhibition sont possibles : (1) TRIMSa cause une
décapsidation prématurée de la capside virale ; (2) TRIMS5a recrute 1’'ubiquitine qui conduit a une
décapsidation non productive du virus et une dégradation par le protéasome ; (3) TRIMSa conduit a la
dégradation de la capside virale par des enzymes lysosomales dans la voie de I’autophagie (Stremlau et
al., 2004 ; Levy, 2009 ; Ganser-Pornillos et Pornillos, 2019 ; Jimenez-Guardend ef al., 2019). Dans les
trois mécanismes, 1’étape de transcription inverse est bloquée.
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D’autres protéines TRIM inhibent le VIH-1, par exemple :

- TRIMI11I interagit avec la capside virale et la nucléocapside, entrainant I’ouverture de la capside
et la libération de I’ARNg prématurément, inhibant les étapes suivantes du cycle réplicatif (van
Tol et al., 2017). Le mode d’action de TRIM11 est différent de celui de TRIMSa, car il n’induit
pas une dégradation médiée par le protéasome ou des enzymes lysosomales.

- TRIM19 est transloquée du noyau dans le cytoplasme lors d’une infection par le VIH-1, elle se
lie & Daxx (van Tol et al., 2017). Cette interaction empéche la dégradation de Daxx par le
protéasome et permet d’interférer avec 1’étape de transcription inverse par la suite de facon
Daxx dépendante (Dutrieux et al., 2015).

- TRIM22 empéche la liaison du facteur de transcription Sp1 aux séquences LTR (« long terminal
repeat ») du VIH-1, ce qui inhibe la transcription provirale (Tissot et Mechti, 1995 ; van Tol et
al., 2017 ; Kajaste-Rudnitski et al., 2011). De plus, TRIM22 perturbe le transport de la
polyprotéine Gag a la membrane plasmique (Gent et al., 2018).

D’autres protéines TRIM sont impliquées dans ’inhibition du VIH-1: TRIM15 (Uchil et al., 2008),
TRIM26 (Uchil et al., 2008), TRIM28 (Ma et al., 2019), TRIM31 (Uchil et al., 2008), TRIM32 (Uchil
et al., 2008), TRIM37 (Tabah et al., 2014) et TRIM69 (Song et al., 2022). Le mécanisme d’action
moléculaire n’est pas entiérement élucidé pour certaines protéines TRIM, et I’activité antivirale contre
le VIH-1 est spécifique a un type cellulaire dans certains cas (Song et al., 2022).

I1.2.3. SAMHD1

SAMHDI1 contient un domaine HD qui lui confére une activité désoxyguanosine triphosphate
triphosphohydrolase (dGTPase) (Goldstone et al., 2011 ; Harris et al.,, 2012). Ce domaine HD permet
également des interactions avec des partenaires protéiques, une multimérisation et la liaison d’acides
nucléiques (White et al., 2012 ; Tiingler et al., 2013).

SAMHDI1 est un facteur de restriction du VIH qui inhibe la synthése de ’ADNc lors de I’étape de
transcription inverse (Hrecka et al., 2011) (figure 9). Deux mécanismes d’inhibition médiée par
SAMHDI ont été décrits : (1) une inhibition grace a I’activité nucléase de SAMHDI qui entraine une
diminution des désoxyribonucléotides triphosphates (ANTP), en particulier les dGTP, et donc limite la
synthése d’ADNc (Lahouassa et al., 2013 ; Goldstone et al., 2011) ; (2) une inhibition grace a I’activité
exonucléase 3’ vers 5” de SAMHDI1 qui dégrade directement I’ARNg (Beloglazova et al., 2013 ; Ryoo
etal., 2014 ; Choi et al., 2015).

Une hypothése serait que lorsque la quantité de dGTP cellulaire est faible, les protéines SAMHDI sont
présentes sous forme de monomeéres ou de diméres et possédent uniquement une activité RNAse
permettant la dégradation de I’ARNg (Ryoo et al., 2014 ; Ji et al., 2013 ; Yan et al., 2013). Lorsque la
quantité de dGTP cellulaire est élevée, les protéines SAMHDI1 multimérisent sous forme tétramérique
et ont une activit¢ dGTPase permettant une dégradation des dGTP et une inhibition de la synthese
d’ADNec.

La protéine accessoire Vpx du VIH-2 et de VIS induit la dégradation de SAMHDI1 par le protéasome
via le détournement de 1’ubiquitine E3 ligase CRL4 (Laguette ef al., 2011 ; Hrecka et al., 2011) (figure
9).
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Figure 9. Mécanisme de restriction du VIH par SAMHDI présentant une activité dGTPase et
mécanisme d’échappement viral par la protéine rétrovirale Vpx. Source : Harris et al., 2012.

11.2.4. Tétherine

La téthérine est une protéine induite par ’IFN et donc de type ISG (« IFN-stimulated gene protein »).
Elle est composée d’un domaine N-terminal cytoplasmique, suivi d’un domaine transmembranaire, d’un
domaine de dimérisation extracellulaire et d’une ancre GPI (« glycosyl phosphatidylinositol ») en C-
terminal (Neil et al., 2008) (figure 10). La tétherine est présente au niveau de la membrane plasmique
et au niveau de la membrane endosomale (Dubé¢ et al., 2011).
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Figure 10. Représentation de |’organisation des domaines de la tétherine. Source : Malim et Bieniasz,
2012.

La tétherine permet I’attachement des particules virales enveloppées a la surface de la cellule infectée
en se liant a la fois a la membrane plasmique de la cellule infectée et a ’enveloppe de la particule virale
a la surface cellulaire (Perez-Caballero et al., 2009 ; Harris et al., 2012) (figure 11). Dans le cas du VIH-
1, la tétherine agit sous la forme d’un homodimeére, avec ses domaines N-terminaux localisés dans le
cytoplasme qui interagissent avec la machinerie d’endocytose cellulaire. La particule virale attachée par
la tétherine est ensuite internalisée par une voie dépendante de la clathrine et dégradée dans les
lysosomes (Miyakawa et al., 2009 ; Lau et al., 2011).
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Lors d’une infection par le VIH-1, Vpu interagit avec la tétherine et empéche son transport aux sites
d’assemblage des particules virales au niveau de la membrane plasmique. Vpu induit la dégradation
endosomale de la tétherine.

Figure 11. Mécanisme de restriction du VIH-1 par la tétherine et mécanisme d’échappement viral par
la protéine rétrovirale Vpu. Source : Harris et al., 2012.

Lors d’une infection par le VIH-2, en absence de Vpu, certaines protéines de 1’enveloppe virale (gp41)
permettent I’internalisation et la séquestration de la tétherine par une voie dépendante de la clathrine, ce
qui permet de libérer les virus a la surface cellulaire (Hauser et al., 2010 ; Le Tortorec et Neil, 2009 ;
Lau et al., 2011). Chez le VIS, la protéine accessoire Nef permet d’inhiber la tétherine par une voie
dépendante de la clathrine également (Zhang et al., 2009 ; Zhang et al., 2011).

11.2.5. Identification de nouveaux facteurs de restriction du VIH-1

D’autres facteurs de restriction viraux sont connus. Il s’agit de protéines codées par des ISG, tels que :
IFITM1 (« IFN-induced transmembrane protein 1 »), ITFM2 et ITFM3 qui inhibent la fusion et la
transmission du virus (Compton et al., 2014) ; Schlafen 11 (SLEN11) qui inhibe la traduction de I’ARN
messager (ARNm) viral (Li et al., 2012) ; ISG15 (« IFN-stimulated gene 15 kDa protein ») qui inhibe
I’assemblage et le bourgeonnement de la particule virale (Pincetic ef al., 2010 ; Okumura et al., 2005).

De nouveaux facteurs de restriction du VIH-1 ont été découverts récemment, il s’agit de protéines codées
par des ISG qui impactent la transcription et la traduction virale, comme SAMDIL (Legrand et al., sur
bioRxiv) et ISG20 (« IFN-stimulated gene 20 kDa protein ») (Espert et al., 2005 ; Deymier et al., 2022 ;
El Kazzi et al., 2022).

Durant ma thése j’ai travaillé sur ISG20, une exonucléase ciblant les ARN viraux. Cette protéine est
présentée en détail dans le chapitre V.
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III.  Rétrovirus

Le VIH fait partie de la famille des Retroviridae aussi communément appelée rétrovirus. Cette famille
comprend des virus infectant les invertébrés et les vertébrés (Strauss et Strauss, 2008). Les rétrovirus
infectant les mammiféres et les oiseaux sont les plus étudiés, comme le VIH-1 pour I’homme et le virus
de la leucose aviaire (ALV) pour les poulets principalement. La classification taxonomique des virus est
définie par I« International Committe on Taxonomy of Viruses » (ICTV), qui utilise une méthode assez
semblable a la classification du vivant et par David Baltimore, lauréat du prix Nobel de médecine en
1975, en se basant sur le type d’acide nucléique du virus et son mode d’expression (ressources :
https://ictv.global/ ; https://viralzone.expasy.org/).

Selon la classification ICTV mise a jour en mars 2021, la taxonomie du VIH-1 est la suivante :
Régne : Riboviria

Royaume : Pararnavirae
Phylum : Arterviricota

Classe : Revtraviricetes

Ordre : Ortervirales

Famille : Retroviridae
Sous-famille : Orthoretrovirinae
Genre : Lentivirus

Espece : VIH-1

La famille des rétrovirus comprend deux sous-familles dans la classification ICTV : Orthoretrovirinae
et Spumaretrovirinae (ressource : https://ictv.global/).

La sous-famille Orthoretrovirinae comprend 6 genres et 49 espéces (figure 12) :

- Le genre Alpharetrovirus qui comprend 9 especes, dont ALV et RSV (« Rous sarcoma virus »).

- Le genre Betaretrovirus qui comprend 5 especes, dont MMTV (« Mouse mammary tumor
virus »).

- Le genre Deltaretrovirus qui comprend 4 espéces, dont HTLV-1 (« Primate T-lymphotropic
virus type-1 »).

- Le genre Epsilonretrovirus qui comprend 3 espéces.

- Le genre Gammaretrovirus qui comprend 18 especes, dont MLV (« Murine leukemia virus »).

- Le genre Lentivirus qui contient 10 especes dont le VIH-1.

24



Lentivirus

VIH-1 Betaretrovirus

Epsilonretrovirus

Alpharetrovirus

Deltaretrovirus

Gammaretrovirus

Figure 12. Analyse phylogénétique des régions conservées du gene pol communs a tous les rétrovirus
(ressource : https://ictv.global/).

La sous-famille des Spumaretrivirinae est moins grande et comprend 5 genres et 19 especes, dont
I’espéce Eastern chimpanzee simian foamy virus, du genre Simiispumavirus, qui est connue sous le nom
de PFV (« prototype foamy virus ») (Khan et al., 2018).

Selon la classification de Baltimore, le VIH-1 fait partie du groupe VI contenant les virus avec un
génome a ARNSsb positif, qui est rétrotranscrit lors du cycle réplicatif.

II.1. Structure de la particule rétrovirale du VIH-1

La particule virale du VIH-1 est enveloppée et mesure entre 80 et 100 nm de diamétre (King et al., 2011).
Elle contient une enveloppe, une matrice (MA), une capside (CA), une nucléocapside (NC), des
enzymes virales, des protéines accessoires et un génome ARN (figure 13).

L’enveloppe virale provient de la membrane de la cellule hote. Elle est constituée de glycolipides et de
glycoprotéines cellulaires. Plusieurs spicules sont présents a la surface de I’enveloppe virale. Ils sont
composés de deux types de glycoprotéines virales : les glycoprotéines de surface (SU) qui sont des
glycoprotéines de 120 kDa (gpl120), et les glycoprotéines transmembranaires (TM) qui sont des
glycoprotéines de 41 kDa (gp41) dans le cas du VIH-1.

Le cceur de la particule virale est constitué de protéines de matrice (p17) qui renferment une capside
conique composée de protéines p24. La capside contient les protéines de nucléocapside (p7) en
complexe avec deux molécules d’ARN.

Trois types d’enzymes virales sont présentes dans la particule virale : ’intégrase (IN), la RT et la
protéase (PR). De plus, des protéines accessoires (Vif, Vpr (« viral protein R »), Vpu) et régulatrices
(Nef) sont présentes dans la particule du VIH-1.
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Figure 13. Representation d’une particule rétrovirale mature du VIH-1. Sources : van Heuvel et al.,
2022 ; Rogez, 2022.

11.2. Génome rétroviral du VIH-1

Le génome du VIH-1 est diploide et compte deux copies d’ARNsb de polarité positive. Chaque
monomere d’ARN est polyadénylée (polyA) a I’extrémité 3’ et posséde une coiffe a I’extrémité 5° (King
et al.,2011). Les deux copies d’ARN sont liées au niveau de leurs extrémités 5°. La taille d’une copie
d’ARN varie entre 7 et 13 kb. Dans le cas du VIH-1, un monomeére d’ARN a une taille de 9,7 kb et est
organisé comme montré sur la figure 14 (Sertznig et al., 2018).

Trois génes sont communs a tous les rétrovirus : gag (« group-specific antigen »), pol et env. Le géne
viral gag code les trois protéines structurales : MA, CA et NC. Le geéne viral po/ code les enzymes : PR,
RT et IN. Le gene viral env code les protéines d’enveloppe : SU et TM.

Les rétrovirus complexes, comme ceux du genre Lentivirus, possédent des protéines accessoires (Vif,
Vpr, Vpu) et des protéines régulatrices (la protéine « trans-activatrice de la transcription » appelée Tat,
Rev (« regulator of virion expression protein »), Nef) qui jouent un role dans 1’expression des genes, la
réplication virale et I’inhibition des facteurs de restriction cellulaires. Ces protéines additionnelles
conférent une virulence supplémentaire aux rétrovirus complexes en comparaison aux rétrovirus simples,
ce qui conduit souvent a la lyse des cellules infectées a 1’issue de la réplication virale (King et al., 2011 ;
Strauss et Strauss, 2008).

5’UTR PR/RT/IN

Figure 14. Représentation du génome du VIH-1 avec les régions non traduites appelées « un-translated
terminal region » (UTR) aux extrémités 5’ et 3’ et les régions codantes pour des protéines (gag, pol,
env, Vif, vpr, vpu, tat, rev et nef). Source : van Heuvel et al., 2022.

Le 5° UTR contient une séquence R (« repeat element ») et une séquence US (« unique element »). Le
3> UTR contient une séquence U3 et une séquence R. Selon les virus, la séquence R a une taille qui varie
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entre 15 et 230 nucléotides, la séquence U5 entre 70 et 220 nucléotides et la séquence U3 entre 230 et 1
200 nucléotides de long (Strauss et Strauss, 2008).

Le 5’UTR de I’ARNg du VIH-1 est fortement structuré et présente des structures secondaires
particulieres en tige-boucle (figure 15). Il s’agit de la région de ’ARNg du VIH-1 Ia plus conservée
(Paillart et al., 2004). Cette région est centrale pour la régulation de la réplication virale (Brigham et a/.,
2019). Elle contient six ¢léments ARN principaux : TAR, PolyA, PBS, DIS, SD et .

S
N r
A<}
o
",‘4‘_'\?0?,
& o %S
e
v
¢ Core
N CCg,
n 2 ¢6°““Crn.  PBS
L VTAR Yo, A
= Yo’d, & %
A-U vo S A 2
P-c GCu v Yol c
A 9 Ve, U-200
h-u W ¢ A 1
G-C W c A A
A-U -V
! A-Y polyA u-An A
AC-0 c-G 6-C Cgg, , acC
- U-A U-A AAA
13 c-6 G
A-U C-G
A-u S PAS §-S 4
U-A G-C C-G, 24
A6
G-C A-U A N G
G-uU A-U_ -6 % Oo(ﬁoov
b é"% U-A" - C.C B DIS
a U-A P 4
c-o c-6 u u ° ‘\0«;
A G-U-100 u -
auep UoA G ¢ o T
U-A c-6 U-G ABG A ¢ 00C
G-C A-U U-Ag™ Q ‘45\
+1-G-C c-G G-C (<
e S[eRT LT o oTeTIoAN G
(M| ~
ECCUGGEUASA -
A * "y
G
A A ©
s US-AUG ¢&-v 0
c dupl AVLAAAAA(';’,V,
350-G up ex G-V © /\)
v G-U ¢ o
s A G O, D
¢ A e
G G-C ]
v A-U e
U-A
A o-g SD
v G-C
A 6 6
A AG
G
c
¢ v
G
G
G

Figure 15. Représentation des éléments structurés dans le 5°UTR du VIH-1. Source : van Heuvel et al.,
2022.

TAR (« transactivation response ») est le premier élément du 5’UTR, il contient 59 nucléotides (Chavali
et al.,2019). TAR joue un role dans la transcription de I’ADN proviral (I’ADN du VIH-1 intégré dans
celui de la cellule hote) en interagissant avec la protéine rétrovirale Tat, ce qui permet de détourner de
maniére productive le mécanisme d’élongation de la transcription cellulaire (voir chapitre 111.3.4).

PBS (« primer binding site ») est un site de liaison d’'un ARNt spécifique permettant d’amorcer la
synthése d’ADN lors de 1’étape de transcription inverse (Strauss et Strauss, 2008). En effet, cet élément
contient dans sa séquence 18 nucléotides complémentaires a I’extrémité 3” d’un ARNt spécifique. Dans
le cas du VIH-1, I’ARNt est un ARNt-Lys (Strauss et Strauss, 2008).

DIS (« dimerization initiation site ») est I’élément qui permet ’initiation de la dimérisation dans la
forme « kissing » ou linéaire de ’ARNg. Le 5’UTR varie entre différentes conformations : une
conformation linéaire ou I’ARNg est monomérique avec 1’élément DIS qui est séquestré par un
appariement spécifique des bases ; et une conformation « kissing » ou 1’élément DIS est exposé et le
génome présente une boucle de dimérisation « kissing » (Brigham et al., 2019).

Les ¢éléments ARN PolyA, SD (« splice donor ») et ¥ (« psi/ packaging signal sequence ») sont des
signaux permettant, respectivement, la polyadénylation, 1’épissage et I’encapsidation de I’ARNg.
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III.3.  Le cycle réplicatif du VIH-1

Le cycle rétroviral du VIH-1 comprend plusieurs étapes détaillées par la suite (figure 16). Il permet la
production de particules virales matures capables d’infecter des cellules cibles.
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Figure 16. Représentation du cycle réplicatif du VIH-1. NPC, complexe du pore nucléaire (« nuclear
pore complex »); CCR5; CXCR4 (« C-X-C motif chemokine receptor type 4 »),; RE, réticulum
endoplasmique. Source : van Heuvel et al., 2022.

I11.3.1. La reconnaissance et ’entrée dans la cellule

Chaque rétrovirus a un tropisme cellulaire spécifique. Dans le cas du VIH-1, les cellules infectées sont
les cellules qui expriment le récepteur CD4, il s’agit des lymphocytes T CD4", des macrophages et de
certaines cellules dendritiques (Crowe ef al., 1987 ; Romani et al., 1994). Le virus pénétre dans la cellule
héte en formant un complexe entre les glycoprotéines virales SU (gp120) et les récepteurs cellulaires
CD4 avec les corécepteurs CCRS5 ou CXCR4. Cela permet I’attachement de la particule virale a la
surface de la cellule hote (Arnolds et Spencer, 2014). La formation de ce complexe permet d’activer les
glycoprotéines virales TM (gp41) qui conduisent a la fusion directe de I’enveloppe virale avec la
membrane plasmique (Engelman et Cherepanov, 2012). La capside est ainsi libérée dans le cytoplasme.

11.3.2. La transcription inverse

La transcription inverse débute dans le cytoplasme au sein de la capside rétrovirale et se termine dans
le noyau. Cette étape est catalysée par la RT. La RT est active sous la forme d’un hétérodimere entre la
protéine entiére (appelée p66) et la protéine sans le domaine RNAse H (appelée p51).
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La transcription inverse débute par I’hybridation d’un ARNt spécifique au niveau de I’¢1ément PBS dans
la séquence U5 du 5’UTR de I’ARNg (figure 17.A) (Strauss et Strauss, 2008). A partir de cette amorce
ARN, la RT prolonge le brin et produit un ADN contenant les séquences U5 et R. La synthése du brin
s’arréte lorsque I’extrémité 5° de I’ARNg est atteinte. Par la suite, ce brin nouvellement synthétisé est
transféré de I’extrémité 5 de I’ARNg a I’extrémité 3’ par hybridation a 1’élément R du 3’UTR (figure
17.B). Grace a I’activité RNAse H de la RT, le brin matrice d’ARNg en duplex avec I’ADNc est dégradé
au cours de la synthése du brin d’ADNc (figure 17.C). La synthese du brin d’ADN simple brin (ADNsb)
de polarité négative est arrétée lorsque I’extrémité 5’ de I’ ARNg est atteinte (figure 17.D).

La synthése du second brin d’ADN (ADNsb de polarité positive) est réalisée a partir de I’ADNsb de
polarité négative nouvellement synthétisé par la RT. Pour cela, une autre amorce ARN est utilisée, il
s’agit d’une séquence ARN nommée PPT (« polypurine tract »). La séquence PPT s’hybride en 5’ de la
séquence U3 du 3’LTR sur ’ADNsb matrice et permet la synthése d’un ADNsb (figure 17.E). La
synthése de I’ADN s’arréte lorsque I'extrémité 5’ de I’ADN matrice est atteinte. Ensuite, 1’activité
RNAse H de la RT entraine la dégradation de I’ARNt et de la séquence PPT (figure 17.F). Par la suite,
I’ADN nouvellement synthétisé est transféré a I’extrémité 3’ de I’ADN matrice grace a 1’hybridation
des éléments PBS présents dans les séquences U5 de I’ ADN naissant et de I’ ADN matrice (figure 17.G).
Les brins d’ADN sont complétés aboutissant a la synthése d’un ADNdb (figure 17. H et I).
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Figure 17. Schéma du processus de transcription inverse. Les lignes vertes représentent I’ARN ; les
lignes bleu clair représentent I’ ADNsb de polarité négative ; les lignes bleu foncé représentent I’ADNsb
de polarité positive. Source : Strauss et Strauss, 2008.

Ainsi, les régions non codantes dans I’ARNg et dans I’ADNCc sont différentes (figure 18). Comme décrit
précédemment, le 5 UTR contient une séquence R et une séquence US5, et le 3° UTR contient une
séquence U3 et une séquence R. Tandis que ’ADNc qui est plus grand que I’ARNg, contient a la place
des régions UTR, des régions LTR qui contiennent chacune une séquence R, U3 et U5.

5’'UTR 3'UTR

ARNg —
5’-Coiffe M n PolyA-3’

Transcription inverse

ADNc 5’LTR l 3’LTR

B .-

Figure 18. Representation schématique des régions non codantes dans I’ ARNg du VIH-1 et dans ’ADNc.
Source : Zhang et Crumpacker, 2022,

11.3.3. L’intégration

La capside est transportée dans le cytoplasme grace au réseau de microtubules et entre dans le noyau via
les NPC (Zila et al., 2021 ; Shen et al., 2021). Elle se désassemble ensuite et I’IN catalyse I’intégration
de I’ADNdb dans le génome de la cellule hote (voir chapitre IV.1.6.1). L’insertion se fait dans des sites
préférentiels ou aléatoirement selon le genre rétroviral.

Dans le cas du VIH-1, les sites d’intégration se trouvent dans des génes fortement exprimés (Mitchell
et al., 2004 ; Schroder et al., 2002). Cette insertion préférentielle est permise grace a I’interaction de
I’IN avec des facteurs cellulaires, comme LEDGF/p75 (« lens epithelium-derived growth factor ») et
INI1 (« IN interactor 1 ») dans le cas du VIH-1 (Kvaratskhelia ef al., 2014 ; Kalpana ef al., 1994). INI1
lie ’IN du VIH-1 ce qui stimule I’intégration médiée par I’'IN (Kalpana et al., 1994) ou peut I’inhiber
en fonction de la concentration d’IN (Das et al., 2009). D’autres facteurs cellulaires permettent
¢également I’intégration provirale a des sites spécifiques comme HDGF2 (« Hepatoma-derived growth
factor like 2 ») (Passos et al., 2021) et CPSF6 (« cleavage and polyadenylation specificity factor subunit
6 ») (Achuthan et al., 2019).

LEDGEF/p75 est un co-activateur transcriptionnel de 60 kDa qui appartient a la famille des facteurs de
croissances dérivés d’hépatome (HDGF, « hepatoma-derived growth factor ») (Ge et al., 1998 ;
Shinohara et al., 2002). LEDGF/p75 est une protéine nucléaire impliquée dans la régulation génique et
la réponse cellulaire aux stress. La liaison de I’IN a ce facteur cellulaire permet de stimuler les activités
enzymatiques de I'IN, qui sont le clivage 3’ et I’intégration concertée, détaillées dans le chapitre
IV.1.6.1 (Cherepanov et al., 2003). LEDGF/p75 posséde un domaine de liaison a ’IN (IBD, « IN-
binding domain ») en C-terminal (Cherepanov et al., 2004). Ce domaine d’environ 80 résidus d’acide
aminé est suffisant et nécessaire pour la liaison de LEDGF/p75 a I’IN, il n’est cependant pas unique a
ce facteur cellulaire et est partagé par d’autres membres de la méme famille protéique que LEDGF/p75.

L’IN interagit également avec les extrémités des histones pour permettre une intégration optimale du
génome viral dans la chromatine hote (Benleulmi et al., 2017 ; Mauro et al., 2019). L’IN du VIH-1 lie
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préférentiellement I’extrémité de 1’histone H4 in vitro et un hétérodimere d’histone H2A-H2B (Maskell
et al.,2015). De plus, I’IN interagit avec différents partenaires cellulaires qui favorisent I’intégration du
VIH-1, comme les protéines HMGA1 (« high-mobility group protein A1 ») (Farnet et Bushman, 1997)
et les protéines Barricre a I’ Auto-intégration ou BAF (Chen et Engelman, 1998 ; Lin et Engelman, 2003).

La forme intégrée du virus est appelée provirus, elle est stable dans le temps. Le génome ADN intégré
dans la chromatine de 1’hote est appelé ADN proviral.

111.3.4. La transcription provirale

Mes travaux de thése portent sur I’implication de I’'IN dans la transcription provirale et pour cela cette
partie est plus détaillée.

111.3.4.1. L élongation de la transcription dans un contexte cellulaire sain

Dans un contexte sain (sans infection rétrovirale), la transcription cellulaire est réalisée grace a plusieurs
facteurs cellulaires qui permettent la transcription par I’ARN polymérase II (RNAPII, « RNA
polymerase Il »). Ces facteurs favorisent la bonne conformation de la RNAPII pour permettre 1’initiation,
puis 1’élongation et enfin la terminaison de la transcription. L’étape limitante dans le cas de I’infection
virale est I’¢longation de la transcription, le blocage cellulaire de cette étape est contournée par le VIH-
1 grace a la protéine régulatrice Tat qui recrute le complexe cellulaire P-TEFbD.

P-TEFD est un hétérodimére composé de la kinase cycline-dépendante 9 (CDKO, « cyclin-dependant
kinase 9 ») et de la cycline T1 ou 2. Ce complexe joue un role clé dans 1’élongation de la transcription
cellulaire en activant la RNAPII. En effet, apres I’initiation de la transcription, la RNAPII marque une
pause transcriptionnelle suite a la liaison de deux facteurs d’élongation négatifs : DISF (« DRB
sensitivity-inducing factor ») et NELF (« negative elongation factor ») (Muniz et al., 2012) (figure 19).
Le recrutement de P-TEFb au niveau du super complexe d’¢longation (SEC, « super elongation
complex »), induit la phosphorylation par la CDK9 du domaine carboxy-terminal de la RNAPII sur le
résidu Ser2, ainsi que la phosphorylation des facteurs d’élongation négatifs, permettant la dissociation
de ces facteurs du complexe et ainsi 1’activation de la RNAPII et I’¢longation de la transcription.

La régulation de 1’¢longation de la transcription est permise en régulant 1’activité de P-TEFb par le biais
d’un ARN nucléaire non codant, ’ARN 7SK (figure 19). 7SK est un ARN structuré possédant des
structures en tige-boucle, il contient 331 nucléotides (Mousseau et Valente, 2018). Cet ARN en
complexe avec différentes protéines forme une ribonucléoprotéine (RNP) appelée 7SK snRNP (7SK
snRNP, « 7SK small nuclear ribonucleoprotein »). Les protéines impliquées sont LARP7 (« La
ribonucleoprotein domain family member 7 »), MePCE (« methylphosphate capping enzyme ») et
HEXIM1/2 (« hexamethylene bis-acetamide inducible I or 2 ») :

- LARP7 protege ’ARN 7SK de la dégradation en le liant a I’extrémité 3°.

- MePCE stabilise I’ARN 7SK en le liant et lui ajoutant une coiffe méthyl-phosphate a I’extrémité
5.

- HEXIM sous forme de dimeére se lie a une structure en tige-boucle située a ’extrémité 5° de
I’ARN 7SK, entrainant un changement conformationnel de la protéine HEXIM. Ce changement
conformationnel permet I’interaction directe de HEXIM avec la cycline T1. Cette liaison
conduit a la séquestration du complexe P-TEFb et donc a I’inactivation de 1’activité kinase du
complexe P-TEFb. La majorité des complexes P-TEFb cellulaires sont sous forme inactive. Un
complexe P-TEFb peut étre libéré selon les stimuli cellulaires, par exemple par la protéine Tat
et PARN TAR dans le cas d’une infection par le VIH-1. La libération du complexe P-TEFb
conduit a son activation et permet ensuite une cascade de phosphorylation médiée par la CDK9
qui aboutit & ’activation de la RNAPII et a I’¢longation de la transcription.
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Figure 19. Schéma du mécanisme d’activation de 1’élongation de la transcription cellulaire. Source :
Muniz et al., 2012. [llustration créée avec BioRender.

La cycline T1 contient plusieurs domaines (Anshabo et al., 2021) (figure 20) avec en premier un
domaine N-terminal commun aux cyclines (aa 1-263), composé de deux boites cycline (« cyclin box »),
qui participent dans la liaison avec les protéines cellulaires CDK9 et HEXIM, et a la protéine rétrovirale
Tat. Ces deux boites cycline s’organisent en deux paquets de cinq hélices a. Dans chaque paquet,
certaines hélices entourent des hélices centrales de fagon antiparalléle. Ensuite, il y a un domaine TRM
(« Tat-TAR recognition motif ») (aa 254-272) qui est impliqué dans la liaison au complexe Tat:TAR et
au complexe HEXIM:7SK. Puis, une région « coiled coil » (aa 379-430) qui est modifiée post-
traductionnellement par une histone acétyltransférase, p300 ; suivie d’'un domaine HRM (« histidine-
rich motif ») (aa 506-530) riche en histidine qui participe a la liaison de la RNAPIIL. A I’extrémité C-
terminale de la cycline T1 se trouve une séquence PEST (Pro-Glu-Ser-Thr) (aa 709-769) qui participe a
la liaison avec une E3 ligase.
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1 254 272 379 430 506 530 709 726
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254——272
AFF4

Figure 20. Représentation de [’organisation en domaines de la cycline TI1. Source : Anshabo et al.,
2021.
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La CDKO9 contient également plusieurs domaines (Anshabo et al., 2021) (figure 21) dont un domaine
N-terminal (aa 16-108) qui comprend cinq brins 3 et une hélice a. L’interaction entre la CDKO9 et la

cycline T1 se fait majoritairement via cette hélice a. Et un domaine C-terminal (aa 109-330) qui contient
sept hélices a et quatre brins p.
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Figure 21. Représentation de I’organisation en domaines de la CDK9. Source : Anshabo et al., 2021.

La cycline T1 et la CDK?9 interagissent ensemble pour former le complexe P-TEFb via I’hélice aC et le
brin 4 de la CDKO et les hélices H3, H4 et H5 de la cycline T1 (figure 22).

Figure 22. Structure du complexe CDK9 (aa 1-330):cycline Tl (aa 1-259) en présence d’ATP (Baumli
etal., 2008 ; code PDB : 3BLQ). Source : Anshabo et al., 2021.
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111.3.4.2. La protéine Tat du VIH-1

La protéine trans-activatrice de la transcription, Tat, est une protéine intrinséquement désordonnée de
99 a 103 résidus d’acide aminé ; toutefois une version plus courte est aussi fonctionnelle (Jeang et al.,
1988 ; Jeang et al., 1999 ; Mousseau et Valente, 2018 ; Clark et al., 2017). Les 72 premiers acides
aminés sont le module minimum requis pour permettre une transcription médiée par Tat (Mousseau et
Valente, 2018 ; Clark et al., 2017). Ce module est composé de cinq domaines (figure 23) avec : en N-
terminal un domaine contenant un motif riche en acide/proline (aa 1-21) ; puis un motif doigt a zinc/
domaine riche en cystéine (aa 22-37) ; un domaine central hydrophobe (aa 38-48) ; un motif basique
riche en arginine (ARM, « arginine-rich motif ») (aa 49-57) ; enfin un motif riche en acide glutamique
(aa 59-72).

Les trois premiers domaines (aa 1-48) constituent le domaine minimum d’activation. IIs permettent la
liaison a la cycline T1, tandis que le domaine ARM est le domaine de liaison a I’ARN. Ce domaine
contient également un signal de localisation nucléaire (NLS, « nuclear localization signal »).

Les quatre premiers domaines (aa 1-57) permettent la majorité des interactions de Tat avec des
partenaires cellulaires. La liaison de Tat a ces partenaires permet de structurer la protéine dans des
conformations spécifiques qui présentent une grande affinité selon le partenaire concerné (Tahirov et
al., 2010). Le domaine C-terminal de Tat n’est pas critique pour la fonction de transactivation de la
transcription de la protéine, mais il joue un role dans la pathogenese en interférant avec la réponse
immunitaire.

. . . Liaison 4 TAR
Liaison a la cycline T1 NLS
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1 21 37 48 57 72 101

Figure 23. Représentation schématique de [’organisation en domaines de la protéine rétrovirale Tat.
Sources : Mousseau et Valente, 2018 ; Clark et al., 2017.

La transcription du provirus permet en premier de produire ’ARN TAR situé¢ dans le 5 LTR. Puis, la
RNAPII fait une pause transcriptionnelle comme détaillé dans la partie précédente. Le VIH-1 est capable
de détourner le complexe P-TEFbD et de permettre une élongation productive. Pour cela, le complexe P-
TEFD peut étre recruté au niveau du promoteur du VIH-1 par la protéine Tat (Dingwall et al., 1989 ;
Dingwall et al., 1990 ; Churcher ef al., 1993) (figure 24). Tat et HEXIM lient la cycline T1 en N-
terminal sur le méme site de liaison, ce qui entraine une compétition entre les deux protéines lors d’une
infection virale. La protéine AFF1 ou AFF4 (« AF4/FMR?2 family member 1 or 4 ») fait partie du
complexe SEC et favorise sous sa forme entiere la liaison de la protéine Tat au complexe P-TEFb en
augmentant 1’affinité de Tat pour le complexe (Lu ef al., 2013). Ainsi, Tat entraine la dissociation de
HEXIM du complexe 7SK snRNP, ce qui conduit a la libération du complexe P-TEFb piégé au sein du
complexe 7SK snRNP (Mancebo et al., 1997 ; Quaresma et al., 2016 ; Lu, Li et al., 2013). D’autre part,
la protéine Tat peut également se lier directement a ’ARN 7SK sur le méme site de liaison que la
protéine HEXIM. Ainsi les deux protéines entrent en compétition pour la liaison a ’ARN 7SK, ce qui
conduit au remplacement de la protéine HEXIM par la protéine Tat au sein des complexes 7SK snRNP
(Muniz et al., 2010 ; Sedore ef al., 2007 ; Sobhian et al., 2010). Dans ces deux cas, le complexe P-
TEFb:Tat:AFF1 s’intégre au sein du complexe SEC et lie ’ARN TAR, ce qui stimule I’élongation de
la transcription.

Un troisieme mécanisme conduisant également a [’¢longation de la transcription repose sur le
recrutement du complexe 7SK snRNP avec le complexe P-TEFb inactivé et la protéine HEXIM au sein
de la RNP au niveau du promoteur du VIH-1, ou il s’associe au PIC (« pre-integration complex »)
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(D’Orso et Frankel, 2010 ; Zhou et Yik, 2006). Par la suite, I’interaction de la protéine Tat avec I’ARN
TAR conduit a la dissociation du complexe 7SK snRNP libérant le complexe P-TEFb. Dans ce
mécanisme, il y a une compétition entre les deux ARN pour la liaison du complexe Tat:P-TEFb.

° a ARN 7SK

Initiation de la transcription Elongation de la transcription

Figure 24. Schéma du mécanisme d’activation de |’élongation de la transcription médiée par la protéine
Tat. Sources : Mousseau et Valente, 2018 ; Muniz et al., 2012. Illustration créée avec BioRender.

La protéine Tat recrute également d’autres facteurs cellulaires afin : d’améliorer I’activité de la RNAPII
grace a la protéine PAF1 (« polymerase-associated factor complex 1 ») ; de permettre un remodelage
de la chromatine grice au recrutement des histones acétyltransférase et du complexe SWI/SNF
(« SWitch/Sucrose Non-Fermentable »), ce qui favorise un environnement ou la chromatine est sous
forme d’euchromatine et donc une augmentation de la transcription cellulaire (Mousseau et Valente,
2018 ; Clark et al., 2017).

Le mécanisme expliquant la présence de Tat au début de la transcription provirale n’est pas encore
¢lucidé. En effet, Tat n’est pas présente dans la particule virale lors de I’infection d’une cellule hote par
le VIH-1. L’origine de Tat pourrait s’expliquer par une fuite transcriptionnelle qui permet de produire
les protéines rétrovirales en faible concentration, puis Tat permettrait d’augmenter le rendement
transcriptionnel du provirus (Rampalli et al., 2003). En effet, Tat est sécrétée par les cellules infectées,
conduisant a une accumulation de protéines Tat dans le milieu extracellulaire, entralnant une
internalisation de Tat au sein des cellules voisines et un adressage de la protéine au noyau grace a sa
séquence NLS (Clark et al., 2017).

I11.3.4.3. Structures du complexe TAR:Tat:P-TEFb:AFF4

Les structures obtenues ces dix derniéres années ont montré comment le domaine de liaison désordonné
d’AFF4 se replie et lie le sillon hydrophobe a la surface de la cycline T1 (Schulze-Gahmen et al., 2013 ;
Chou et al., 2012). AFF4 agit comme un « scaffold » (échafaudage) flexible qui permet le recrutement
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de plusieurs facteurs d’élongation de la transcription au niveau du complexe SEC (Schulze-Gahmen et
al., 2013 ; Chou et al., 2012). Le motif ARM de Tat lie un motif particulier de la cycline T1, le motif
TRM qui comprend le résidu Cys261 et qui est critique pour I’interaction de la cycline T1 avec Tat en
présence d’ions Zn?* (Tahirov ef al., 2010) (figure 25). Ces deux motifs interagissent également avec
une hélice d’AFF4 (Schulze-Gahmen et al., 2014 ; Tahirov et al., 2010 ; Gu et al., 2014) (figure 26).
Ces différents sites d’interaction sont flexibles lorsqu’ils sont libres et ils se structurent pour former une
surface stable chargée positivement lors de I’interaction qui permet la liaison a I’ARN.

Figure 25. Mise en évidence des interactions entre Tat et le résidu Cys261 de la cycline T1 en présence
d’ions Zn’*. Représentation en rubans du complexe Tat (aa 1-86) (violet):cycline Tl (aa 1-266) (bleu
pale):CDKY (aa 1-345) (bleu foncé) (Tahirov et al., 2010 ; code PDB : 3MIA). Source : Ott et al., 201 1.

La structure résolue du complexe Tat: AFF4:P-TEFb li¢ a I’ARN TAR met en évidence les interactions
mises en jeu entre la boucle de TAR, le motif TRM de la cycline T1 et la boucle de Tat coordonnant des
ions Zn?" (Garber et al., 1998 ; Schulze-Gahmen et al., 2016 ; Schulze-Gahmen et Hurley, 2018)
(figures 25 et 26). Dans cette interaction, la boucle de TAR est stabilisée par des liaisons hydrogénes
entre les nucléotides C30 et G34 et des contacts additionnels avec le nucléotide G33. Les nucléotides
G32, A35 et U31 de la boucle de TAR s’orientent dans une conformation ouverte. Cette structuration
de la boucle de TAR permet d’établir des contacts directs entre les bases des nucléotides G32 et G33
avec les résidus Trp258 de la cycline T1 et Tyr26 de Tat. D’autres contacts sont établis entre le squelette
phosphate-ribose des nucléotides G32 et G33 avec des résidus du motif TRM de la cycline T1 (Arg251,
Arg254 et Arg259).
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Figure 26. Mise en évidence des interactions entre I’ARN TAR (nt 21-40) et le complexe Tat (aa I-
57):AFF4 (aa 32-67):P-TEFb. A. Représentation en rubans du complexe TAR (vert):Tat (rouge):AFF4
(bleu foncé):cycline T1 (jaune):CDKY (turquoise). B. Représentation de la surface de TAR (a gauche)
et de celle de la cycline TI (a droite). C et D. Représentations en rubans et batonnets des contacts mis
en place au sein du complexe. Source : Schulze-Gahmen et Hurley, 2018 ; code PDB : 6CYT.

L’ARN TAR est un ARN structuré avec une longue tige, suivi d’un « bulge » (renflement) de trois bases,
d’une petite tige et d’une hexaboucle (figure 27). La séquence de TAR est fortement conservée au sein
du génome viral (Chavali ef al., 2019). Cet ARN adopte deux conformations différentes selon s’il est
libre ou li¢ & un partenaire, dans ce cas la protéine Tat.
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Figure 27. Changements de conformation de ’ARN TAR en absence et en présence de la protéine Tat
(aa 40-59). A. La séquence de I’ARN TAR du VIH-1. B. Structure tridimensionnelle de TAR (nt 17-45)
en conformation libre (Aboul-Ela et al., 1996 ; code PDB : 1ANR). C. Structure tridimensionnelle de
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TAR (nt 18-44) en conformation liée (Belashov et al., 2018 ; code PDB : 6CMN). Sources : Chavali et
al., 2019 ; Rocchi et al., 2022.

I11.3.4.4. Les mécanismes d’épissage, d’addition d’une coiffe et de polyadénylation

L’ADN proviral contient neuf séquences codantes qui se chevauchent (van Heuvel et al., 2022) (figure
28). L ¢pissage alternatif permet de générer trois différents ARNm codant pour I’ensemble des protéines
rétrovirales : un ARNg de 9,7 kb qui ne subit pas de processus d’épissage codant pour les polyprotéines
précurseurs Gag et Gag-Pol ; un ARNm de 4,5 kb avec quelques introns ayant subi un épissage partiel
codant pour les polyprotéines précurseurs Env et les protéines accessoires (Vif, Vpr, Vpu) ; et un ARNm
entierement épissé de 1,8 kb codant pour les protéines régulatrices (Tat, Rev, Nef) (Sertznig et al., 2018 ;
Kammler et al., 2006).

Ces transcrits possédent une coiffe a ’extrémité 5’ et une séquence polyA a l’extrémité 3. Ces
modifications post-transcriptionnelles sont réalisées grace a des mécanismes cellulaires qui
reconnaissent des séquences régulatrices dans les LTR (Strauss et Strauss, 2008 ; Karn et Stoltzfus,

2012).
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Figure 28. Représentation des transcrits du VIH-1 avec les sites d’épissage donneurs (D) et accepteurs
(A). Les protéines codées par les ARNm sont représentées sur la droite. Source : van Heuvel et al., 2022.

La protéine rétrovirale Rev permet de réguler I’épissage des ARNm et leur transport, en liant les
¢léments RRE (« Rev response element ») (King et al., 2011 ; Strauss et Strauss, 2008). Un élément
RRE contient 234 nucléotides et présente des structures secondaires en tige-boucle. De plus, Rev
interagit avec des protéines cellulaires impliquées dans 1’export nucléaire pour permettre le transport
des ARNm du noyau dans le cytoplasme.

I.3.5. La traduction et ’assemblage des particules

La traduction des ARNm codant pour les polyprotéines Env permet de produire des précurseurs des
glycoprotéines qui constituent par la suite I’enveloppe de la particule virale (Strauss et Strauss, 2008).
Ces précurseurs contiennent une séquence signal en N-terminal qui permet leur ciblage au réticulum
endoplasmique (RE). Ils contiennent également une séquence d’ancrage a la membrane et un domaine
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cytoplasmique en C-terminal. La séquence signal est clivée lors de la translocation des précurseurs dans
le RE. Par la suite, les protéines sont glycosylées et transportées a la membrane plasmique ou elles sont
clivées par la furine en SU et TM.

Une partie des transcrits non-épissés est traduite par le mécanisme de traduction cellulaire en
polyprotéines virales Gag et Gag-Pol (figure 29). Les deux polyprotéines sont obtenues par un
phénoméne de décalage du cadre de lecture ribosomale avec un rapport de production Gag:Gag-Pol de
20:1 (Shehu-Xhilaga et al., 2001). Ces polyprotéines sont adressées dans les radeaux lipidiques de la
membrane plasmique grace aux myristoylations et aux acides aminés hydrophobes contenus dans les
protéines MA (Bukrinskaya, 2007). Cela permet I’assemblage des particules virales au niveau de la
membrane plasmique de la cellule hote. Les polyprotéines Gag et Gag-Pol s’assemblent pour former
une capside sphérique.

Les transcrits non-épissés qui n’ont pas été traduits, qui correspondent a I’ARNg, sont incorporés dans
les particules virales en cours d’assemblage. Les protéines NC au sein des polyprotéines Gag et Gag-
Pol permettent de lier I’ARNg (Strauss et Strauss, 2008). Elles se lient au signal d’encapsidation sur
I’ARNg, ce qui permet leur incorporation avec I’ ARNg dans la particule virale. Les ARNm partiellement
ou entiérement €pissés ne contiennent pas la séquence y contrairement aux ARNg ce qui permet
I’encapsidation sélective des ARNg dans les nouvelles particules virales (van Heuvel et al., 2022).
Chaque ARNg est recruté dans la capside et dimérise ensuite grace a 1’élément ARN DIS du 5’UTR en
conformation « kissing » (Brigham et al., 2019).
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Figure 29. Schéma illustrant les étapes suivant [’intégration de I’ADN proviral du VIH-1. Source :
Sundquist et Krausslich, 2012.

II1.3.6. Le bourgeonnement et la maturation des particules virales

Le bourgeonnement de la particule virale est réalisé grace au détournement de la machinerie cellulaire
ESCRT (« endosomal sorting complex required for transport ») qui permet la formation de
« bourgeons » a la surface cellulaire, puis facilite la fission membranaire, entrainant la libération des
particules virales (Sundquist et Krausslich, 2012 ; Morita et Sundquist, 2004 ; Hurley et Hanson, 2010).
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Les polyprotéines Env sont incorporées dans les particules virales au cours du bourgeonnement grace a
leur interaction avec les protéines MA (Strauss et Strauss, 2008 ; Bukrinskaya, 2007).

Les polyprotéines rétrovirales sont clivées grace a la PR au sein des particules virales pendant le
bourgeonnement (figure 30). Cette étape est requise pour que le virus soit infectieux, il s’agit de 1’ étape
de maturation. La PR est active seulement sous la forme d’un homodimeére, ou chaque monomere
apporte un acide aspartique dans le site actif (Strauss et Strauss, 2008). L’enzyme n’est pas active sous
forme de monomeére donc cela cause un délai dans le clivage des polyprotéines virales en protéines
individuelles. Lorsque la concentration de polyprotéines Gag-Pol dans les particules virales est élevée,
la PR dimérise et devient active (Strauss et Strauss, 2008).

Gag
Gag
0O o Q@®-0-o
Maturation MA CA P2 NC P1 P6Gag
> Gag-Pol
Gag-Pol P1 P6 Pol

O 00 0> e
MA CA P2NC TFP PR RT IN

Figure 30. Schéma illustrant [’étape de maturation des polyprotéines virales Gag et Gag-Pol en
protéines individuelles catalysée par la PR. Source : Elliott et Kutluay, 2020.

Suite a I’action de la PR, la capside sphérique se réassemble sous forme conique dans le cas du VIH-1
et la particule virale s’organise comme décrit précédemment : une capside au centre de la particule virale
qui protege I’ARNg en complexe avec la NC (Rossi et al., 2021) (figure 31). La NC sert également de
chaperonne pour I’ARNg (Sundquist et Krausslich, 2012). Apreés cette étape de maturation, la particule
virale peut se répliquer dans une nouvelle cellule hote.

La particule virale infectieuse contient deux copies de I’ARNg de polarité positive liées a des protéines
de NC et les trois enzymes virales : PR, RT et IN. Tous ces éléments sont protégés par des protéines de
CA, entourée d’une matrice. La particule virale est enveloppée et présente des glycoprotéines
d’enveloppe (SU et TM) (Sundquist et Krausslich, 2012). SU et TM restent associées, ce qui permet a
TM d’étre active pour I’étape de fusion lors du prochain cycle réplicatif viral (Strauss et Strauss, 2008).
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Figure 31. Représentations schématiques d’une particule virale immature (A) et mature (B) du VIH-1.
Sections centrales d’une reconstruction d 'une particule virale du VIH-1 immature (C) et mature (D) en
microscopie électronique par analyse tomographique. Source : Sunquist et Krausslich, 2012.

111.4. Traitement contre le VIH

111.4.1. Inhibiteurs rétroviraux

Les antirétroviraux sont utilisés afin de controler I’infection par le VIH. Ils permettent de réduire la
charge virale a un taux non détectable et de restaurer le nombre de cellules CD4", assurant le
fonctionnement du systeme immunitaire du patient.

L’AZT est le premier médicament commercialisé contre le VIH-1. Il s’agit d’un inhibiteur nucléosidique
de la RT (Strauss et Strauss, 2008). Lorsque la RT incorpore I’AZT dans I’ADNc en cours de synthése,
cela entraine le blocage de la transcription inverse et de la réplication virale. Cependant des résistances
sont rapidement apparues en monothérapie. Par la suite, une thérapie plus efficace a été mise au point,
elle est appelée HAART (« highly active antiretroviral therapy »). Elle combine ’utilisation de
plusieurs antirétroviraux, par exemple une ftrithérapie avec [’utilisation de deux analogues
nucléosidiques différents et d’un inhibiteur de protéase (Shafer et Vuitton, 1999). Cette thérapie est trés
efficace chez les patients séropositifs et permet de réduire la charge virale en-dessous du seuil de
détection (Strauss et Strauss, 2008). Cependant, I’arrét du traitement conduit a ’augmentation de la
charge virale, il s’agit donc d’un traitement a vie.

Les inhibiteurs rétroviraux ciblent différentes étapes du cycle réplicatif rétroviral et différentes protéines
rétrovirales (Arts et Hazuda, 2012).

- L’entrée du virus est inhibée par le ciblage de I’interaction entre gp120 et le récepteur CD4 ; et
celle entre gp41 et le corécepteur CCRS.

- Latranscription inverse est inhibée par le ciblage de la RT grace a deux classes d’inhibiteurs de
la RT : les inhibiteurs nucléosidiques qui sont des analogues des substrats nucléosides natifs et
les inhibiteurs non nucléosidiques qui se lient dans une poche allostérique non-catalytique de
I’enzyme.

- L’intégration par le ciblage de I’IN avec les inhibiteurs du transfert de brin (INSTI, « integrase
strand transfer inhibitors ») (voir chapitre 1V.3.1).

- La maturation en inhibant la PR grace a des inhibiteurs qui ciblent le site actif de la PR.

Depuis peu, une seconde génération d’inhibiteurs de I'IN est a I’étude. Il s’agit d’inhibiteurs
allostériques (ALLINI, « allosteric integrase inhibitors ») qui entrainent la formation de VIH immatures,
incapables d’infecter de nouvelles cellules (voir chapitre 1V.3.2).

La prophylaxie pré-exposition vise a prévenir 1’infection par le VIH chez des personnes séronégatives
et exposées au virus. Elles suivent un traitement médicamenteux qui permet de réduire le risque de
transmission du VIH par la voie sexuelle de 99% et par injection de 74% (ressource :
https://www.cdc.gov ; Beyrer et al., 2022).

111.4.2. Essais vaccinaux

Plusieurs essais vaccinaux ont été réalisés ces vingt derniéres années. Seul le vaccin RV144 a été
efficace contre le VIH-1 (ressource : https://vih.org). Ce vaccin permet une protection de 31% contre
I’infection lors d’une stratégie vaccinale de pré-exposition. Ces résultats ont été confirmés lors d’études
cliniques en phase III (Vaccari ef al., 2010 ; Zolla-Pazner et al., 2021). Afin d’améliorer 1’efficacité
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vaccinale, de nouvelles stratégies vaccinales sont étudiées. Elles reposent sur 1’identification des
antigénes qui déclenchent une production d’anticorps neutralisants a spectre large ou sur la technologie
de PARNm a I’instar des vaccins développés pendant la pandémie de COVID-19 (Fortner et Bucur,
2022).

Je vais maintenant détailler les deux protéines sur lesquelles j’ai travaillé pendant ma theése, ’IN du
VIH-1 et le facteur de restriction ISG20.

IV. Intégrase

Comme de nombreuses protéines virales, I’'IN est une protéine multifonctionnelle qui interagit avec de
nombreux partenaires cellulaires et viraux a différentes étapes du cycle réplicatif viral. Elle comporte
différents domaines reliés par des boucles flexibles et est susceptible de changer de conformation pour
assurer ses différentes fonctions. Je me suis tout particuliérement intéressée a son role dans la
morphogenese et la transcription du VIH-1.

IV.1. Structure de I’intégrase

L’IN rétrovirale est une protéine modulaire de 280 a 400 résidus d’acide aminé contenant trois domaines
reliés par des boucles flexibles : un domaine amino-terminal (NTD, « N-terminal domain »), un domaine
catalytique central (CCD, « catalytic core domain ») et un domaine carboxy-terminal (CTD, « C-
terminal domain »). Le CTD est suivi d’une extrémité C-terminale (CT) flexible de taille variable selon
le genre rétroviral (Grandgenett et Aihara, 2018) (figure 32). De plus, les IN des genres simiispumavirus,
gammarétrovirus et épsilonrétrovirus possedent un domaine additionnel en N-terminal, qui est appelé
NED (« N-terminal extension domain ») (Passos et al., 2021).

L’IN du VIH-1 contient 288 résidus d’acide aminé. Son NTD s’étend des résidus 1 a 47, son CCD de
59 a 202, son CTD de 223 4 270 et son extrémité CT de 271 a 288 (Grawenhoff et Engeman, 2017 ;
Grandgenett et Aihara, 2018).

TN @ n @ A

1 47 5% 202 223 270 288

Figure 32. Représentation schématique de I’organisation des domaines de I’IN du VIH-1.

Les boucles flexibles inter-domaines sont de grande taille chez les simiispumavirus comme PFV et les
gammarétrovirus. Elles sont plus petites chez les alpharétrovirus comme RSV, les betarétrovirus comme
MMTYV et les lentivirus comme VIH-1 (Grandgenett et Aihara, 2018) (figure 33). Ces boucles conférent
des différences d’assemblage chez les différentes IN rétrovirales (Passos et al., 2021 ; voir chapitre
1V.1.6.2).
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NED NTD CcCD CTD

1 51 102 123 271 321 374
PRy 20 49 18
1 44 100 121 280 331 381
TR S
MLV 21 51 27
1 43 58 209 218 265 319
MMTV
14 9
1 47 59 202 223 270
288
VIH-1
20 18
1 44 58 213 222 268
286
RSV
8 18

13

Figure 33. Représentation schématique de [’organisation des domaines de I'IN chez cing espéces
caractéristiques de cing genres de rétrovirus. Source : Grandgenett et Aihara, 2018.

La structure de I’IN a d'abord été étudiée par fragments dans les années 90, car les boucles inter-
domaines rendaient la protéine entiére trop flexible pour une étude par cristallographie aux rayons X
(Rice et al., 1996). L’IN du VIH-1 est de plus peu soluble et la plupart des résultats structuraux ont été
obtenus sur des protéines mutées (Dyda et al., 1994).

IV.1.1. Le domaine d’extension du NTD

Le NED est un domaine précédant le NTD. Il comprend environ 50 résidus d’acide aminé organisés en
une hélice a et trois brins § antiparalleles. Le NED participe au bon repliement du NTD et a I’intégration
(Passos et al., 2021).

IV.1.2. Le domaine amino-terminal

Le NTD comprend entre 40 et 50 résidus d’acide aminé. Il contient deux paires invariantes de résidus
d’histidine-cystéine (HHCC) chélatant un ion Zn*" et comporte un motif hélice-tour-hélice qui facilite
la liaison a I’ADN (Andrake et Skalka, 2015 ; Zheng et al., 1996).

La structure du NTD du VIH-1 a été résolue en solution par RMN sous forme dimérique (Cai ef al.,
1997) (figure 34). Chaque monomeére contient quatre hélices, qui permettent de coordonner un atome
de zinc grace aux résidus suivants : His12, His16, Cys40 et Cys43.
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Figure 34. Structure de l'interface dimérique du NTD de I’IN du VIH-1 obtenue par RMN en solution
(Caietal, 1997 ; code PDB : IWJC). La structure de chaque monomeére est représentée en rubans (vert
et violet). Les chaines latérales des résidus d’acide aminé du motif HHCC sont représentées en
baténnets. Les ions Zn®" sont représentés par des sphéres grises. Figure réalisée avec PyMOL.

IvV.1.3. Le domaine catalytique central

Le CCD contient environ 150 résidus d’acide aminé. Il est caractérisé par une triade catalytique de
résidus invariants qui constituent un motif DD(35)E, les deux derniers résidus étant séparés de 35 résidus
(Andrake et Skalka, 2015 ; Dyda et al, 1994). Cette triade coordonne deux cations métalliques
nécessaires pour les réactions de clivage 3’ puis de transfert de brin lors de I’intégration (voir chapitre
IIL3.3). Les cations métalliques permettent de sélectionner et positionner les groupements réactifs
(Yang et al., 2006 ; Passos et al., 2021) (figure 35). En effet, le CCD permet grace a un cation métallique
(cation A sur la figure 35) d’activer une molécule d’eau pour permettre une attaque nucléophile lors du
clivage 3’. L état de transition est stabilis¢ par le second cation métallique (cation B sur la figure 35)
(Nowotny et Yang, 2006). Par la suite, les roles des deux cations métalliques s’inversent lors de la
réaction de transfert de brin avec 1’activation de 1’attaque nucléophile par le second cation métallique
(Hare et al., 2012). Le Mg*" est considéré comme étant le cofacteur physiologique, au vu de son
abondance dans la cellule, méme s’il a été montré in vitro, que la réaction peut étre catalysée en présence
de Mn?" (Bushman et Craigie, 1991).

Clivage 3’ Transfert de brin
s S L

A

! 3'0H

e el e 74
A BVIE =t
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Figure 35. A. Mécanismes impliquant la triade catalytique du CCD de I’IN du VIH-1 en présence d’ions
Mn’* lors de la réaction de clivage 3’ (Hare et al., 2012 ; code PDB : 4E7I). L’ADN viral est représenté
en jaune. Les résidus d’acide aminé de I'IN sont représentés en bleu. B. Mécanismes impliquant la
triade catalytique du CCD de I'IN du VIH-1 en présence d’ions Mn’" lors des réactions de transfert de
brin. La structure de la réaction de clivage 3’ est superposée a celle du transfert de brin (Hare et al.,
2012 ; codes PDB : 4E71 et 4E7K). Les résidus d’acide aminé de I’'IN et [’ADN hote sont représentés
en turquoise (clivage 3°) et en rose (transfert de brin). Les ions métalliques sont représentés en violet,
avec une inscription en jaune pour le clivage 3’ et en blanc pour le transfert de brin. Les liaisons de
coordination sont en pointillé. Les attaques nucléophiles sont représentées par des fleches noires.
Source : Passos et al., 2021.

La structure du CCD de I’IN du VIH-1 a été obtenue par cristallographie aux rayons X en mutant le
résidu hydrophobe Phel85 en lysine afin d’augmenter la solubilité (Jenkins et al., 1995 ; Dyda et al.,
1994 ; Maignan et al., 1998). Elle présente une topologie similaire a celle des polynucléotidyl
transférases comme la RNAse H (Yang et Steitz, 1995 ; Dyda et al., 1994) avec cinq brins § entourés
par six hélices o (figure 36).

Figure 36. Structure de l'interface dimérique du CCD de I’IN du VIH-1 obtenue par cristallographie
aux rayons X (Maignan et al., 1998 ; code PDB : 1BL3). La structure de chaque monomeére est
représentée en rubans (bleu et violet). Les chaines latérales des résidus de la triade catalytique sont
représentées en batonnets. Les ions Mg’ sont représentés par des sphéres rouges. Figure réalisée avec
PyMOL.

Le CCD dimérise en solution avec une interface conservée dans toutes les espéces rétrovirales. La seule
exception a été observée dans le laboratoire pour un fragment de CCD d’IN aviaire stabilisé par un ion
Zn** (Ballandras et al., 2011). Les auteurs ont proposé que cette nouvelle interface pouvait favoriser la
liaison de I’ARN, en dehors de 1’étape catalytique d’intégration avec I’ADN.

IvV.14. Le domaine carboxy-terminal

Le CTD contient environ 50 résidus d’acide aminé. Ce domaine est le moins conservé au niveau de la
séquence en acides amings entre les différents genres de rétrovirus. Cependant les structures tertiaires
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des CTD sont similaires et forment un tonneau B repli¢ en domaine SH3 (« Src homology 3 domain »),
qui permet la liaison a I’ADN et la multimérisation (Lodi et al., 1995 ; Eijkelenboom et al., 1995). Le
CTD est multifonctionnel, il permet de lier I’ ADN viral comme I’ ADN héte cible, il participe également
dans les interactions entre les molécules d’IN, avec I’ARN et d’autres partenaires cellulaires (Rocchi et
al., 2022).

Dans la littérature, le domaine SH3 est retrouvé chez les kinases ; il joue également un réle dans la
transcription et les nucléosomes ; il est impliqué dans des interactions médiées par des phosphorylations
et des acétylations, dans le motif RRM (« RNA recognition motif ») (Kurochkina et Guha,2013 ; Rocchi
et al., 2022 ; Kaneko et al., 2008). Le domaine SH3 est souvent impliqué dans les interactions
protéines:protéines en reconnaissant, par exemple, un motif riche en proline via une poche hydrophobe
(Teyra et al., 2017).

L’extrémit¢ CT du CTD n’est pas critique pour la réplication virale, mais sa présence augmente
I’efficacité de réplication et donc ’infectivité¢ du virus. Une délétion de plus de neuf résidus d’acide
aminé du CT impacte I’efficacité de réplication (Dar ef al., 2009 ; Mohammed ef al., 2011).

La structure du CTD de I’IN du VIH-1 a été obtenu en premier par RMN sous forme dimérique. Elle ne
comprend pas I’extrémité CT qui affecte la solubilité de la protéine (Lodi et al., 1995 ; Eijkelenboom et
al., 1995) (figure 37).

Figure 37. Structure de ['interface dimérique du CTD de I’IN du VIH-1 obtenue par RMN (Lodi et al.,
1995 ; code PDB : 1IHV). La structure de chaque monomere est représentée en rubans (orange et violet).
Figure réalisée avec PyMOL.

IV.1.5. Structures « deux domaines » de I’'IN

La structure du fragment CCD-CTD (aa 52-288) du VIH-1 a été obtenue en 2000 par cristallographie
aux rayons X en réalisant cinq mutations (C56S, W131D, F139D, F185K et C280S) pour solubiliser la
construction protéique (Chen et al., 2000). Les structures CCD-CTD du VIS et du RSV ont été obtenues
la méme année (Chen et al., 2000 ; Yang ef al., 2000).

La protéine dimérise dans les trois structures via le CCD (figure 38) mais la boucle inter-domaine CCD-
CTD du VIH-1 forme une hélice rigide qui n’est pas observée dans le VIS et RSV. Ainsi, les CTD sont
¢loignés dans le VIH-1 alors qu’ils interagissent dans RSV. Un seul CTD est observé dans le VIS pour
cause de flexibilité.
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Figure 38. Structures CCD-CTD du VIH-1 (Chen et al., 2000 ; code PDB : 1EX4), du VIS (Chen et al.,
2000 ; code PDB : 1C6V) et de RSV (Yang et al., 2000 ; code PDB : 1COM). Le CCD d’un monomere
est représenté en bleu, celui de [’autre monomere en violet. Le CTD d’un monomeére est représenté en
orange, et celui de I’autre en jaune. Les boucles inter-domaines sont en nuance de gris (gris foncé pour
un monomere et gris clair pour ’autre monomere). La structure de chaque monomeére est représentée
en rubans. Figure réalisée avec PyMOL.

Par la suite, la structure du fragment NTD-CCD (aa 1-212) du VIH-1 a été obtenue sous forme dimérique
par cristallographie aux rayons X en réalisant trois mutations (W131D, F139D et F185K) (Wang et al.,
2001) (figure 39). L’interface CCD:CCD est de nouveau conservée alors que 1’interface NTD:NTD est
différente de celle précédemment observée pour le NTD seul.

Figure 39. Structure NTD-CCD du VIH-1 (Wang et al., 2001 ; code PDB : 1K6Y). Le NTD d’un
monomere est représenté en vert clair, et celui de [’autre en vert foncé. Le CCD d’un monomere est
représenté en bleu, celui de [’autre monomere en violet. Les boucles inter-domaines sont en nuance de
gris (gris foncé pour un monomere et gris clair pour [’autre monomére). La structure de chaque
monomere est représentée en rubans. Figure réalisée avec PyMOL.

Ces différentes études par fragments montrent donc une variabilité des interfaces dimériques CTD:CTD
et NTD:NTD alors que I’interface CCD:CCD semble bien conservée. L’étude structurale de I’IN entiére
a ensuite été réalisée en complexe avec de I’ADN viral, pour stabiliser I’ensemble sous la forme d’un
complexe nommé intasome. A ce jour, il n’existe pas de structure de I’IN entiere sans acide nucléique.
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Iv.1.6. Intasomes et états oligomériques

IV.1.6.1.La réaction d’intégration

Comme expliqué précédemment, la réaction catalytique d’intégration se déroule en deux étapes et
débute dans le cytoplasme aprées la transcription inverse : I’IN qui lie les deux extrémités de I’ ADN viral
sous forme d’un intasome SSC, « stable synaptic complex ») clive en 3’ des nucléotides conservées CA
pour former un complexe CDC (« cleaved donor complex ») (Engelman et Cherepanov, 2012 ; Andrake
et Skalka, 2015 ; Grawenhoff et Engelman, 2017) (figures 40 et 41).

Puis vient la seconde étape de transfert de brin, qui se déroule dans le noyau et permet 1’intégration de
I’ADN viral activé dans ’ADN cellulaire sous forme de provirus. L’intasome CDC se lic a I’ADN
cellulaire cible pour former le complexe de capture TCC (« target capture complex ») (Hare et al., 2012 ;
Li et Craigie, 2009 ; Li et al., 2006 ; Grawenhoff et Engelman, 2017). Puis le groupement 3’OH des A
aux extrémités 3’ des brins d’ADN viral permet une attaque nucléophile sur un phosphate d’une liaison
phosphodiester au sein de I’ADN cellulaire (figure 41) formant le complexe de transfert de brin (STC,
« strand transfer complex ») (figure 40). L’espace entre les deux sites d’insertion varie selon les virus
de quatre a six nucléotides, il est de cinq nucléotides pour le VH-1 (Strauss et Strauss, 2008 ; Andrake
et Skalka, 2015 ; Van Cor-Hosmer et al., 2013). Aprés ce processus de transfert de brin, les enzymes
cellulaires permettent de compléter les espaces et d’éliminer les nucléotides non-appariés, notamment
les deux nucléotides terminaux de I’ADN viral.

SSC CDC
o ADN viral
) = Clivage 3’ 5
1Y ;gi — > IN
{ 5'
_ STC ADN viral TCC
ADN viral ‘
| ADN hate Transfert | ADN héte
- de brin ;
5! 5!
IN IN

Figure 40. Les différents états de l'intasome au cours de la réaction d’intégration catalysée par I'IN
multimerique. Source : Grawenhoff et Engelman, 2017.
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Figure 41. Schéma du mécanisme d’intégration. Source : Andrake et Skalka, 2015.

IV.1.6.2.Les structures des intasomes

A partir des années 2010, différentes structures d’intasomes rétroviraux ont été résolues par
cristallographie aux rayons X et microscopie €lectronique.

La premicre structure obtenue est celle de PFV (Hare ef al., 2010) qui est une IN soluble caractérisée
par une intégration concertée efficace (Valkov et al., 2008 ; Grawenhoff et Engelman, 2017). Cette
structure s’assemble en dimére de dimere et correspond au complexe CDC (Hare et al., 2010) (figure
42). Elle comporte un dimere interne qui interagit avec I’ADN viral et réalise la catalyse enzymatique.
Le CTD de ce monomere se positionne entre les domaines CCD et NTD internes et participe a la liaison
de ’ADN viral. Cet agencement n’était pas prévisible d’apres les structures de fragments d’IN seule
publiées précédemment.

Seuls les domaines CCD des deux monomeres externes sont visibles dans les cartes de densité
¢électronique. Ils forment chacun une interface dimérique canonique avec les CCD des monomeres
internes (figure 42).
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Figure 42. A gauche. Structure de ['intasome tétramérique de PFV (Hare et al., 2010 ; code PDB :
30YM). A droite. Représentation schéematique de [’organisation des domaines de I'IN au sein de
l’intasome de PFV. Source : Grandgenett et Aihara, 2018.

Cet agencement de ’intasome de PFV en dimére de dimére est rigide et est conservé dans toutes les
structures d’intermédiaires de PFV (SSC, TTC, STC) publiées par la suite (Hare et al., 2012 ; Maertens
et al., 2010). La structure de I’intasome STC de PFV montre que I’ADN cellulaire est « simplement »
li¢ le long d’une crevasse parcourant I’interface synaptique CCD-CTD des dimeres internes, sans
changement significatif de I’assemblage de I’intasome (figure 43) (Maertens ef al., 2010).

Figure 43. Structures des différents intasomes de PFV (SSC, Hare et al., 2012 — code PDB : 4E7H ;
CDC, Hare et al., 2010 — code PDB : 30Y9 ; TCC, Maertens et al., 2010 — code PDB : 3052 ; STC,
Maertens et al., 2010 — code PDB : 3080). Source : Engelman et Cherepanov, 2017.
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L’arrangement synaptique de 1’intasome de PFV est observé dans toutes les structures d’intasomes
rétroviraux résolues a ce jour et s’appelle CIC pour « conserved intasome core ».

Toutefois, différents degrés d’oligomérisation ont été observés qui semblent reliés a la longueur des
boucles inter-domaines. Si la longueur de la boucle CCD-CTD n’est pas suffisante pour permettre au
CTD du monomere interne de se positionner entre le CCD et le NTD, le CTD devra étre fourni par un
monomere extérieur ce qui conduit a un plus haut degré d’oligomérisation (Engelman et Cherepanov,
2017 ; Grawenhoff et Engelman, 2017).

Ainsi I’intasome est sous forme tétramérique pour les simiispumavirus (PFV) et les deltarétrovirus
(HTLV) (Bhatt et al., 2020) ; octamérique pour les alpharétrovirus (RSV) (Yin et al., 2016) et les
betarétrovirus (MMTYV) (Ballandras-Colas et al., 2016) ; et d’un degré d’oligomérisation supérieur pour
les lentivirus avec un assemblage hexadécamérique pour le MVV (Ballandras-Colas ef al., 2017) et
dodécamérique pour le VIH-1 (Passos ef al., 2020) (figure 44). L’oligomérisation de I’IN in vivo permet
la protection des extrémités de I’ADN viral (200 — 250 pb) contre les attaques des nucléases cellulaires
(Chen et al., 1999).

Simiispumavirus  Deltaretrovirus Betaretrovirus Alpharetrovirus

P

PFV (30YM) HTLV1 (6VOY) MMTYV (3JCA)

Lentivirus

K MVV (5M0Q) VIH-1 (5U1C) VIH-1 (6PUT) /
Figure 44. Structures des intasomes de différents genres de rétrovirus. Chaque IN est colorée d’une
couleur différente. L’intasome est sous forme tétramérique pour PFV (Hare et al., 2010) et HTLV-
1 (Bhatt et al., 2020) ; octamérique pour RSV (Yin et al., 2016) et MMTV (Ballandras-Colas et al.,
2016) ; hexadécamérique pour MVV (Ballandras-Colas et al., 2017) ; tétramérique (Passos et al., 2017)
et dodécamérique (Passos et al., 2020) pour le VIH-1. Source : Passos et al., 2021.

De plus, la structure de I’intasome de PFV en complexe avec un nucléosome avant I’intégration a été
résolue (Maskell et al., 2015) (figure 45.A). Le nucléosome contient un octamere de protéines
décomposé en un hétérotétramere d’histone H3-H4, deux hétérodimeéres d’histone H2A-H2B et 147 pb
d’ADN cellulaire (Davey et al., 2002). La structure montre que I’intasome interagit avec I’ADN
cellulaire et un hétérodimére H2A-H2B. L’ADN cellulaire interagit au niveau d’une surface « saddle-
shaped » a l’interface dimérique du CCD (Maskell et al., 2015). Le domaine N-terminal de H2A
interagit avec un CTD d’une IN interne. Les CCD des IN externes n’ont pas de rdle catalytique et servent
de plateforme pour la liaison de I’ADN cellulaire. L’intasome interagit avec le nucléosome et des
partenaires cellulaires pour permettre une intégration a des sites préférentiels (Passos et al., 2021),
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comme détaillé précédemment (voir chapitre I11.3.3). Le nucléosome subit un changement
conformationnel en se liant a I’intasome (figure 45.B et C).

. ADN viral

A

IN interne
CTD @
ADN viral [N externe

Dimeére CCD
ADN cellulaire

Nucléosome (1KX5) TCC (30S81)

Figure 45. A. Modeéle du complexe nucléosome : intasome a partir de la structure du nucléosome
(Davey et al., 2002 ; code PDB : 1KX5). Le dimere d’IN interne est représenté en turquoise et violet, et
les CCD du dimere d’IN externe sont représentés en orange. L’ADN cellulaire et I’ADN viral sont
représentés en gris. Les histones sont représentées en jaune, rouge, bleu et vert. B. Modélisation de la
structure du nucléosome (Davey et al., 2002 ; code PDB : 1KX5) au sein de la cavité ou est située |’ ADN
cellulaire dans la structure de ['intasome (Maertens et al., 2010 ; code PDB : 30S1). C. Structure de
lintasome TCC (Davey et al., 2002 ; code PDB : 1KX5). Source : Maskell et al., 2015.

IV.2. Modifications post-traductionnelles et rle multifonctionnel de I’'IN du VIH-1

L’IN est une protéine pléiotropique qui impacte plusieurs étapes du cycle rétroviral (transcription
inverse, transcription virale, morphogénése) en plus de celle principale d’intégration décrite ci-dessus.
Pour réaliser ces différentes fonctions, ’IN du VIH-1 interagit avec différents partenaires grace a la
présence de certaines modifications post-traductionnelles (Zheng et Yao, 2013) (figure 46). La majorité
de ces modifications post-traductionnelles se situent dans le CTD.

Les acétylations du CTD sont réalisées par des histones acétyltransférases (HAT) cellulaires. Les
acétylations induites par la HAT p300 sur les résidus K264, K266 et K273 du CTD augmentent I’affinité
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de ’IN pour I’ADN et améliorent I’activité de transfert de brin de I’'IN in vitro (Cereseto et al., 2005).
De méme, I’acétylation sur ces résidus peut étre réalisées par une autre HAT, la GCNS (« general
control non-depressible 5 »), qui acétyle aussi le résidu K258 du CTD améliorant I’efficacité de
I’intégration provirale (Terreni et al., 2010). La mutation de I’acétylation sur ces résidus abolie la
réplication virale en affectant I’intégration.

En plus de ces acétylations, I’IN peut étre modifiée par des SUMOylations sur les résidus K46, K136 et
K244 (Zamborlini et al., 2011). La fonction de ces modifications n’est pas encore totalement comprise,
mais leur absence diminue I’efficacité de I’intégration provirale in vivo (Zamborlini ef al., 2011).

Les phosphorylations par des kinases cellulaires, INK (« ¢c-Jun N-terminal kinase ») et GCN2 (« general
control non-derepressible 2 ») respectivement, sur les résidus S57 et S255 de I’IN ont des rdles
antagonistes (Manganaro et al., 2010 ; Jaspart et al., 2017). En effet, la phosphorylation sur la S57
permet I’interaction de I’IN avec I’enzyme cellulaire Pinl (« peptidyl prolyl-isomerase ») (Manganaro
et al.,2010). Cette enzyme catalyse I’isomérisation cis-trans des liaisons peptidyl-prolyl, ce qui modifie
la conformation de I'IN et améliore la stabilit¢ de I’'IN en la protégeant de la digestion médiée par
certaines protéases in vitro (Manganaro et al., 2010). Tandis que la phosphorylation sur la S255 impacte
négativement I’intégration et diminue la réplication du VIH-1 (Jaspart et al., 2017).

Derniérement, I’IN présente plusieurs ubiquitinations. L ubiquitination des résidus K211, K215, K219
et K273 est médiée par 1’ubiquitine ligase Cullin2/VHL (« cullin2-based von Hippel-Lindau ») et
permet la dégradation de I’IN par le protéasome (Mousnier ef al., 2007). La mutation de ces lysines en
arginines réduit de 60% I’infectivité du virus, en effet la dégradation de I’IN par le protéasome joue un
role dans la transition entre I’intégration et la transcription du provirus dans le cycle réplicatif du VIH-
1.
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Figure 46. Représentations des sites de modifications post-traductionnelles sur I’IN du VIH-1. Source :
Zheng et Yao, 201 3.

IvV.2.1. Transcription inverse

La RT entiere de méme que ses sous-unités individuelles, pS1 et p66, sont capables d’interagir
directement avec I'IN (Wu ef al., 1999 ; Hehl ef al., 2004). Cette interaction est médiée par le CTD de
I’IN et les résidus W243, V250 et K258 sont critiques pour I’interaction avec la RT (Wilkinson et al.,
2009). L’interaction entre I’'IN et la RT n’affecte pas I’étape de transcription inverse, mais permet
d’améliorer la réaction de transfert de brin catalysée par I’'IN in vitro. Cependant d’autres études
montrent que I’IN influence également I’étape de transcription inverse en améliorant 1’initiation et
I’¢longation de la transcription inverse (Dobard ef al., 2007). Des expériences ex vivo avec des mutants
de I'IN pour la liaison a la RT montrent que I’interaction de I’'IN avec la RT est critique pour la
transcription inverse (Wu et al., 1999 ; Wilkinson et al., 2009 ; Tekeste et al., 2015). De plus, la
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résolution récente d’un modele structural de la polyprotéine RT-IN a permis de mettre en évidence les
changements conformationnels de la RT suite a la liaison de I’IN (Masuda et al., 2023) (figure 47).
Dans ce modeéle, la liaison de I’IN a la RT modifie la configuration de la région « thumb » de la RT,
permettant I’établissement de contacts entre les régions « thumb » et « fingers ».

Les régions « thumb », « fingers » et « palm » constituent le centre actif de la polymérase et participent
a la liaison du substrat ARN et des dNTP. Ainsi, la liaison de I’IN a la RT pourrait induire des
changements de conformation de la RT, qui amélioreraient 1’activité polymérase de I’enzyme.

RT RTIN
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Figure 47. Structure de la RT seule (a gauche) et modéle structural de la RT liée a I'IN (a droite).
Sources : Masuda et al., 2023 ; code PDB pour la RT : 3HVT (Smerdon et al., 1994), et codes PDB
pour I'IN : IK6Y (Wang et al., 2001) et 1EX4 (Chen et al., 2000).

v.2.2. Import nucléaire

Pendant le cycle rétroviral, I'IN qui est localisée au sein de la capside virale est transportée du
cytoplasme au noyau ou se déroule la réaction de transfert de brin (Zila ef al., 2021). Lors de 1’étape
d’import nucléaire, I’IN interagit via son CTD avec différents facteurs cellulaires impliqués dans
I’import nucléaire. Tout d’abord, il a été mis en évidence que la séquence NLS du CTD de I’IN est
nécessaire pour I’import nucléaire (Levin er al., 2009). De plus, la transportine-SR2 (TRN-SR2)
interagit directement avec I’IN du VIH-1 au niveau des résidus R262, R263 et K264 du CTD (Tabasi et
al.,2021). TRN-SR2 est un membre de la famille des karyophérines, qui sont des protéines permettant
I’import ou I’export en liant le signal NLS ou NES (« nuclear export signal ») d’une cargaison. En plus,
il a été montré que I’IN interagit également avec les importines o, notamment les importines a3 et a7,
qui sont des membres de la famille des karyophérines (Gallay et al., 1997 ; Ao et al., 2010 ; Zaitseva et
al., 2009).

Iv.2.3. Transcription provirale

Des expériences de séquencgage apres « crosslinking » et immuno-précipitation (« CLIP-Seq » pour
« Crosss-Linking ImmunoPrecipitation Sequencing ») et des expériences d’interactions biomoléculaires
par « AlphaScreen » (« Amplified Luminescent Proximity Homogeneous Assay ») ont mis en évidence
une liaison préférentielle de I’IN du VIH-1 a I’ARN TAR situé¢ dans le 5’UTR de I’ARNg (Kessl ef al.,
2016). L’ARN TAR joue un rdle majeur dans la transcription provirale avec la protéine Tat, comme
décrit précédemment. L’IN lie ’ARN TAR lorsqu’elle est sous forme monomérique, dimérique et
tétramérique avec une meilleure affinité (Elliott et al., 2020). L’interaction entre I’ARN TAR et I’'IN
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met en jeu des résidus présents dans le CTD de I'IN : K264, K266, R269 et K273. De plus, une étude
récente a montré I’importance de I’acétylation de quatre résidus de lysine situés dans le CTD de I’IN du
VIH-1 — K258, K264, K266 et K273 — pour la transcription provirale (Winans et Goff, 2020).

Il est donc intéressant de noter que le CTD est critique pour I’interaction avec I’ARN. De plus, dans le
cas de l’interaction a I’ARN TAR, les résidus du CTD impliqués présentent pour la plupart des
modifications post-traductionnelles qui sont critiques pour la transcription provirale. Cette observation
suggere un role de I’IN li¢ a I’ARN lors de la transcription provirale.

v.24. Morphogenese

L’implication de ’IN du VIH-1 dans la morphogené¢se de la particule virale a été récemment mise en
évidence. L’IN lie I’ARNg sur des régions structurées préférentielles (Kessl et al., 2016 ; Elliott et al.,
2020). Plusieurs résidus chargés positivement situés dans le CTD de I’IN participent a cette interaction :
R262, R263, K264, K266, R269 et K273 ; ainsi qu’un résidu lysine dans le NTD : K34 (Elliott et al.,
2020 ; Mugisha et al., 2022).

Une inhibition de la liaison de I'IN a ’ARNg a également été observée et peut étre due a trois
mécanismes (Elliott ef al., 2020) : (1) une diminution du nombre d’IN dans le virus, conduisant a une
limitation de la quantité d’IN disponible pour lier ’ARNg ; (2) une altération de la multimérisation de
I’IN cause une perturbation de la liaison de I’'IN a I’ARNg ; (3) une inhibition directe de I’interaction
entre I’'IN et I’ARNg. Cette inhibition entraine la formation de particules virales excentriques avec une
mauvaise localisation de ’ARNg en-dehors de la capside virale, ce qui conduit a une dégradation
précoce de I’ARNg au prochain cycle viral, donc les particules virales sont non-infectieuses
(Balakrishnan ef al., 2013 ; Fontana et al., 2015 ; Jurado et al., 2013 ; Madison et al., 2017) (figure 48).
Ce phénotype correspond aux mutants de I’IN de classe II, qui se distinguent des mutants de I’IN de
classe I ou I’étape d’intégration est inhibée (Sharma et al., 2014).
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Figure 48. Schéma de particules du VIH-1 immature, mature (A) et excentrique (B). Sources : Fontana
etal., 2015 ; Engelman et Kvaratskhelia, 2022.

L’IN du VIH-1 contribue donc a la morphogenese en assurant la bonne localisation des complexes
ribonucléoprotéiques ARNg:NC au sein de la capside virale. Pour mieux comprendre ce role, il faudrait
déterminer la structure de I’IN en complexe avec I’ARNg et une partie de mes travaux de thése a porté
sur cette étude.
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IV.3. Les inhibiteurs de I’intégrase

L’IN est une enzyme clé du cycle rétroviral et il existe actuellement deux classes d’inhibiteurs de I’IN :
les inhibiteurs de classe I qui sont les INSTI et ciblent 1’étape d’intégration ; les inhibiteurs de classe 11
qui sont les ALLINI et ciblent les fonctions non-catalytiques de I’'IN comme la liaison a I’ARNg.

IV.3.1. INSTTI — Inhibiteurs du transfert de brin

Cinq INSTI sont approuvés par la FDA (« Food and Drug Administration ») pour le traitement des
patients séropositifs. Il s’agit d’ INSTI de premiére génération (Raltegravir, Elvitegravir) et de seconde
génération (Dolutegravir, Bictegravir et Cabotegravir) présentant une meilleure barriére génétique
(Delaugerre, 2010 ; Passos et al., 2021 ; Jozwik et al., 2020) (figure 49).
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Figure 49. Formules développées des cing INSTI cliniquement approuvés pour traiter les patients
infectés par le VIH-1. Source : Passos et al., 2021.

Ces inhibiteurs contiennent un pharmacophore avec trois atomes électronégatifs qui chélatent les ions
Mg?* du site actif de 'IN (Jozwik et al., 2020 ; Passos et al., 2021 ; Engelman, 2019) (figure 50). De
plus, les INSTI présentent a leur extrémité un cycle benzeéne halogéné qui interagit avec I’ADN viral au
sein de I’intasome. Ce cycle déplace I’extrémité 3’ de I’ ADN pour empécher la réaction de transfert de
brin ; la présence d’un lien mobile entre le cycle benzéne et le coeur de la molécule permet d’augmenter
la surface de contact avec le site actif de I'IN (Passos et al., 2021).

L’interaction des INSTI avec I’ADN permet ainsi un ciblage spécifique de I’IN au sein des intasomes
(Jozwik et al., 2020).
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Figure 50. Groupements importants et mode d’action des INSTI. La structure développée utilisée est
celle du Cabotegravir. Sources : Jozwik et al., 2020 ; Passos et al., 2021.

Iv.3.2. ALLINI — Inhibiteurs allostériques

La mise sur le marché des ALLINI n’a pas encore été approuvée par la FDA. Ces inhibiteurs avaient été
initialement congus pour empécher la liaison du partenaire cellulaire LEDGF/p75 a I’'IN du VIH-1
(Cherepanov et al., 2005 ; Engelman et al., 2013 ; Grawenhoff et Engelman, 2017) (voir chapitre
I11.3.3).

Cette liaison intermoléculaire se fait entre le domaine IBD de LEDGF/p75 et le CCD de I'IN. La
structure de ce complexe a ¢été résolue par cristallographie aux rayons X avec la mutation F185K
(Cherepanov et al., 2005) (figure 51) et a permis de guider la synthése des ALLINI

Ces molécules sont en effet des analogues structuraux des résidus Asp366 et 11e365 de I’IBD, qui
interagissent respectivement avec les résidus Glul70 et His171, et une poche hydrophobe (Leul02,
Alal28 et Trp132) du CCD (Engelman et al., 2013 ; Grawenhoff et Engelman, 2017).

5% W Jat Y .

Figure 51. Mécanisme moléculaire de ['interaction de I’IN avec LEDGF/p75. A gauche. Représentation
de la structure IBD : CCD de I'IN du VIH-1 en rubans (Cherepanov et al., 2005 ; code PDB : 2B4J).
L’IBD est représenté en rose, les CCD en vert et bleu, et les chaines latérales de la triade catalytique
sont représentées en batonnets orange. A droite. Représentation en batonnets des chaines latérales des
résidus importants pour [interaction entre I'IBD de LEDGF/p75 et le CCD de I'IN du VIH-1
(Cherepanov et al., 2005 ; code PDB : 2B4J). Source : Cherepanov et al., 2005.
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Curieusement, il a ensuite été observé que les ALLINI n’affectaient pas I’intégration sélective médiée
par LEDGF/p75 a des concentrations thérapeutiques (Gupta et al., 2014 ; Feng et al., 2015), mais qu’ils
inhibaient la morphogenése du VIH-1. IIs entrainent en effet une hyper-multimérisation de I’IN via des
interactions CCD:CTD (figures 52 et 53) et une perturbation de la liaison de I’IN a I’ARN, ce qui
conduit a des particules virales excentriques non-infectieuses (Jurado et al., 2013 ; Kessl et al., 2012 ;
Feng et al., 2015).

Ainsi, les ALLINI agissent comme des stabilisateurs d’interaction IN:IN, notamment via les résidus
Lys264 et Lys266 du CTD (figure 52). Le composé¢ STP0404 est actuellement en phase d’essai chez
I’homme (Machigashi et al., 2021).
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Figure 52. A gauche. Représentation des surfaces de la structure GSK 1264 : IN du VIH-1 (Gupta et
al.,, 2016 ; code PDB : SHOT). L’ALLINI GSK 1264 est représenté en rouge. Le CCD est représenté en
gris, le CTD en beige et les résidus du CTD a [interface avec GSK 1264 en bleu foncé. A droite.
Représentation schématique des contacts entre le CCD (en jaune) et le CTD (en noir et en gras) de I'IN
du VIH-1 et ’ALLINI GSK 1264 (en rouge). Source : Gupta et al., 2016.

Figure 53. La liaison de I’ALLINI GSK 1264 entraine une hyper-multimérisation de I'IN du VIH-1.
Structure du complexe GSK 1264:IN du VIH-1 (Gupta et al., 2016 ; code PDB : SHOT). L ’ALLINI GSK
1264 est représente par des spheres rouges. Un dimere CCD-CTD est représenté en gris et ['autre en
beige sous forme de rubans. Source : Gupta et al., 2016.

V. ISG20

Pour ce qui concerne 1’état des connaissances sur mon second sujet, le facteur de restriction ISG20, j’ai
participé a la rédaction d’une revue en collaboration avec I’équipe du Dr. Andrea Cimarelli (CIRI, Lyon),
qui a été acceptée dans le journal FEBS Open Bio en février 2022. Cette revue est insérée ci-dessous et
fait un état des lieux des connaissances actuelles sur les mécanismes moléculaires de 1’action antivirale
d’ISG20, en détaillant les preuves a I’appui et les questions qui restent a résoudre pour chaque
mécanisme proposeé.
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Interferon-stimulated gene 20 kDa protein (ISG20) is a relatively understu-
died antiviral protein capable of inhibiting a broad spectrum of viruses.
ISG20 exhibits strong RNase properties, and it belongs to the large family
of DEDD exonucleases, present in both prokaryotes and eukaryotes.
ISG20 was initially characterized as having strong RNase activity in vitro,
suggesting that its inhibitory effects are mediated via direct degradation of
viral RNAs. This mechanism of action has since been further elucidated
and additional antiviral activities of ISG20 highlighted, including direct
degradation of deaminated viral DNA and translational inhibition of viral
RNA and nonself RNAs. This review focuses on the current understanding
of the main molecular mechanisms of viral inhibition by ISG20 and dis-
cusses the latest developments on the features that govern specificity or
resistance to its action.

A general canvas for the cellular
context of expression of ISG20

first line of response against microbial infections [1-3].
During infection, the cell recognizes pathogen-
associated molecular patterns (PAMPs) via pattern rec-

ISG20 is an exquisite interferon-regulated protein, and
as such, what follows is a very general introduction to
interferons (IFNs). The interferon system represents the

ognition receptors (PRRs). Recognition initiates signal-
ing cascades that converge onto several transcription
factors (IRF3, IRF7, NF-kB...) that migrate in the
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nucleus and lead to the synthesis of type I interferons
(IFN-I; IFNo/B). Contrary to more specialized inter-
ferons (i.e., types Il and III, which are specific to
immune cells), IFN-Is are instrumental to induce a gen-
eralized antiviral state and to start innate immune
responses.

In humans, the IFN locus on human chromosome
9p contains 13 functional o genes (IFNol, IFNo2,
IFNo4, [IFNo5, IFNo6, [FNo7, IFNoS8, IFNal0,
IFNwi3, IFNol4, IFNol6, IFNol7, and IFNx21), one
B gene situated syntenically (IFN1) [4,5], and three
more distantly related IFN genes (IFNe¢, IFNk, and
IFN®). Members of the IFN family exhibit from 30 to
80% sequence identity, and all are ligands for the cell
surface receptors IFNa receptor subunits 1 and 2
(IFNAR1/2). The ligand-receptor interaction leads to
the activation of the Janus kinase signal transducer
and activator of transcription (JAK-STAT) signaling
pathway and to the upregulation of several hundreds
of genes, referred to as interferon-stimulated genes
(ISGs). These genes exert numerous effects aimed at
blocking the microbe at multiple steps (entry into the
cell, RNA processing, translation, etc.) [4-6].

In a very simplified manner then, this innate defense
mechanism recognizes common features present in a
given class of pathogens (reverse transcription as a
blueprint for retroviruses, lipopolysaccharide for bacte-
ria, etc.) in cells that are compromised. Through the
rapid diffusion of signals (the IFNs), this leads to a
generalized antimicrobial cellular state in which cells
become more resistant to infection. This intrinsic cellu-
lar resistance is ultimately mediated by interferon-
sensitive genes (ISGs) that act at multiple layers to
inhibit pathogen replication either by directly targeting
it or by indirectly affecting cellular processes normally
required for its replication.

If the mechanism of action of some ISGs is well
described in the literature, the role of many others
remains either unknown or unclear.

Among ISGs that act as antiviral effectors and that
are thus thought to inhibit virus infection by directly
binding or altering one of their components is the
interferon-stimulated gene 20 kDa protein (ISG20),
also known as human estrogen-regulated transcript 45
protein (HEM45) [7,8]. ISG20 is the second RNase
described to be induced by the IFN system after RNase
L [9]. Despite the fact that initial studies reported a sim-
ple and direct explanation for viral inhibition by ISG20
(i.e., ISG20 directly degrades viral RNA thanks to its
RNase enzymatic properties) [10], the following studies
have somewhat complexified our view of how ISG20
may act. The following paragraphs will specifically
focus on the discovery of ISG20, on the mechanisms
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that over the years have been ascribed to ISG20 and to
open questions that may help decorticate the antiviral
functions of this broad-spectrum antiviral factor.

A historical overview of the discovery
of ISG20

ISG20 was discovered in 1997 in Daudi cells as a new
interferon-regulated protein [7]. Later studies demon-
strated that ISG20 could be induced transcriptionally
by both type I (o/B) and type II (y) IFN through an
unique interferon-stimulated response element (ISRE)
present in its promoter region, under the control of the
IFN regulatory factor 1 (IRF1) [11-13]. Despite being
clearly upregulated by IFNs, ISG20 exhibits also vari-
able expression levels at the basal state in several cell
types under the control of different transcription factor,
as the specificity protein 1 (SP-1) or the upstream stim-
ulatory factor 1 (USF-1), so that ISG20 could have a
physiological impact on cellular functions also in the
absence of ongoing interferon responses [11]. Indepen-
dently from the study of Gongora et al, ISG20 was
identified as a human estrogen-regulated transcript
(HEM4Y5) in breast cancer cell lines [8], hence its double
name ISG20/HEM45. Several reports suggest a link
between the tumorigenic process and ISG20 [14-17],
although the exact mechanism through which ISG20
could influence this process remains unclear [18-20].

In humans, isg20 is located on the chromosome
15q26.1 and codes for a 181 amino acid protein
[10,21]. Humans code for two additional proteins bear-
ing high homology with ISG20: the interferon-
stimulated exonuclease gene 20 kDa-like 1 and 2
(ISG20L1 and ISG20L2, which share 53 and 48%
identity with ISG20, respectively) (Fig. 1A). isg20!1
lays just next to isg20 and has been involved in apo-
ptosis, hence its name of apoptosis-enhancing nuclease
(AEN), while isg20/2 is located on chromosome 1q23.1
and has been involved in ribosome biogenesis. At this
time, neither ISG20L1 nor ISG20L2 has been reported
to possess antiviral activities [22-24].

ISG20, a member of the DnaQ-like (or
DEDD) 3’-5" exonuclease domain
superfamily

The DEDD superfamily of 3’-exonucleases includes a
large number of prokaryotic and eukaryotic enzymes
that cleave one at a time from the 3’-RNA and/or
DNA terminus [25]. Exoribonucleases of this family
can be autonomous enzymes or integrated into larger
replicative complexes, supporting, for example, the
proofreading functions of DNA polymerases, of DNA
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(A)  1SG20 and ISG20-like proteins coded in the human genome
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Fig. 1. ISG20 belongs to the conserved group of DEDDh exonuclease. (A) Schematic structures of ISG20 and its human homologs. Critical
DEDD residues and the h amino acid that defines the proteins’ nucleic acid specificity are indicated (bold and not bold, respectively, with
relative amino acid position on protein). (B) Alignment of a selection of proteins belonging to the DEDDy or DEDDh groups of the DEDD
superfamily. DEDD residues are shown in red, while specific h or y amino acids are shown in green. (C) Crystal structure of human 1SG20
in complex with two manganese (Mn) ions and uridine 5-monophosphate (UMP) ([29]; PDB:1WLJ). Exol, Exoll, and Exolll domains are
respectively in yellow, red, and blue. UMP is in stick representation in green, and Mn ions are depicted as pink spheres. The inset on the
left shows a stereo view of the interaction of UMP and the two Mn ions with the residues of the active site represented in sticks. (D) The
secondary structure of HBV ¢ RNA: The basal stem is in black, the following bulge in red, the upper stem in gray, and the terminal hexaloop
in blue. On the left is depicted the NMD structure of the € RNA that has been recently solved ([34]; PDB:6VAR).

repair enzymes, or of RNA maturation and turnover
complexes [26]. The architecture of DEDD exonucle-
ases is as conserved as their mechanism of catalysis:
The catalytic site is composed of four conserved acidic
amino acid residues (Asp-Glu-Asp-Asp) distributed
within three exonuclease motifs named Exol, Exoll,
and ExollI [27,28]. These residues coordinate the two
metal ions responsible for the hydrolysis of the last
phosphodiester bond of RNA or DNA. Furthermore,
the superfamily is subdivided into two major groups,
DEDDh and DEDDy, according to the presence of a
fifth highly conserved residue within the Exolll motif,
which can be either a histidine (H) or tyrosine (Y) [27]
(Fig. 1B). The role of these alternative residues in cat-
alytic activity or substrate binding is still unclear.
ISG20 belongs to the DEDDh subgroup of 3’ to 5’
exonucleases as a large number of independent RNases
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such as the ribonuclease T and D, the three prime
repair exonuclease 1 (TREX1), or the yeast RNA exo-
nuclease 4 homolog (REX4) (Fig. 1B). Because of the
conservation of their basic fold and active site,
DEDDh exonucleases have divergent substrate-binding
sites due to their different substrate preferences. ISG20
degrades single-stranded RNA (ssRNA) and DNA
(ssDNA) in vitro with a strong preference for RNA
[10]. The crystal structure of ISG20 complexed with
two manganese (Mn) ions and uridine 5-
monophosphate (UMP) has been solved at 1.9 A of
resolution [29](PDB:1WLJ). In this structure, a five-
stranded B-sheet core is surrounded by two clusters of
a-helices: a3, 04 and al, o2, o5, o7 (Fig. 1C). Within
the active site, the Aspll, Glul3, and Aspl54 coordi-
nate MnA, while MnB is coordinated directly by
Aspll and indirectly through water molecules by

FEBS Open Bio 12 (2022) 1096-1111 © 2022 The Authors. FEBS Open Bio published by John Wiley & Sons Ltd on behalf of

Federation of European Biochemical Societies



S. Deymier et al.

Asp94 (Fig. 1C, adapted from Horio et al. [29],
PDB:IWLJ). Only the Mn?" showed stimulatory
effects on ISG20 activity, whereas other bivalent cat-
ions such Mg*", Ca*", or Zn*" did not [10]. Impor-
tantly, the conserved His149 interacts with the O2P of
the UMP phosphate group, suggesting that this residue
cannot be responsible for the preference shown by
ISG20 for ssRNA to ssDNA [10,29]. This preference
might be exerted by Metl4 and Arg53 (Fig. 10),
because they directly interact with the ribose 2'-OH
group of the UMP [10,29]. However, deeper muta-
tional analyses or the structure of RNA-bound ISG20
are needed to better understand the molecular bases of
ISG20 preference for RNA substrates. Furthermore,
concerning the enzymatic mechanism, whether ISG20
acts as a processive or a distributive enzyme has also
not been properly investigated so far.

While the purified ISG20, free from any cellular
interactor, cleaves essentially ssSRNA in vitro, the 3’-
structured substrates are likely resistant [10,30]. This
resistance has been well characterized in the case of
the hepatitis B virus (HBV) RNA encapsidation signal
called epsilon (g) [30,31]. The ¢ RNA is located near
the 5 end of the HBV pregenomic RNA, and it
exhibits a long 13-bp basal stem followed by a 6-nt
bulge region also called priming loop, a 11-bp upper
stem and a terminal hexaloop [32,33] (Fig. 1D). The
first full-length structure of HBV & RNA has been
recently solved using solution nuclear magnetic reso-
nance (NMR) spectroscopy [34] (PDB:6VAR;
Fig. 1D). This structure is of interest in light of the
fact that the specific binding of ISG20 to the HBV ¢
RNA takes place at the level of the lower stem, in a
manner independent of the bulge sequence but depen-
dent of the stem length. More than nine RNA base
pairs of & lower stem seem to be necessary for stable
ISG20:¢ interaction. Despite this efficient binding,
ISG20 was not able to cleave ¢ RNA substrate [30].
Interestingly, a C-terminal truncated version of ISG20,
with the ExolIl motif deleted, has been shown to abol-
ish RNA binding [30]. This suggests that Exolll could
harbor the RNA-binding domain or, alternatively, that
the coordination of the MnA by Aspl54 is critic for
RNA interaction (Fig. 1C).

Recently, a strong exonuclease activity of ISG20
has Dbeen reported on deoxyuridine-containing
ssDNA. This finding is of interest because
deoxyuridine-containing DNA is the result of the
editing activity of a second important antiviral fac-
tor, the human apolipoprotein B mRNA-editing cat-
alytic polypeptide-like 3A protein (APOBEC3A; in
this case, the hepatitis B virus, HBV, and more gen-
erally of all members of this family) that deaminates

The 1ISG20 RNase in antiviral responses

cytosines on viral genomes [35]. This activity is of
interest because it connects the concerted action of
two antiviral factors in the mutagenesis and degrada-
tion of viral genomes, as we will discuss more exten-
sively below.

Virus inhibition by ISG20

In light of its exquisite activity against RNA, it is per-
haps not surprising, although simplistic, that ISG20
has been described to interfere with the replication of
a large spectrum of RNA viruses. This list ranges from
negative- or positive-strand RNA viruses such as
Rhabdoviridae or Flaviviridae (for instance, the vesicu-
lar stomatitis virus, VSV, or the hepatitis C virus,
HCV) to Retroviridae such as the human immunodefi-
ciency type 1 virus (HIV-1), the genome of which is
reverse-transcribed from a single-stranded RNA to
double-stranded DNA [36-39] (for an exhaustive list,
Table 1).

From a very schematic manner, negative- and
positive-strand RNA viruses undergo an obligatory
step of antigenomic RNA synthesis that leads to viral
RNA amplification, translation of viral proteins, and
ultimately the formation of novel virion particles (as
schematically presented in Fig. 2A). The first round of
viral translation, which is key to ensure the RNA
amplification cycle, occurs either directly from the viral
genome in the case of positive-strand RNA viruses or
after pioneer transcription in the case of the negative-
strand ones. The replication cycle of the viral genome
is instead quite distinct in the case of Retroviridae and
Hepadnaviridae that undergo a reverse transcription
phase that leads to the formation of linear or circular
DNA (Fig. 2B). These nucleic acids are first trans-
ported into the nucleus of host cells and then tran-
scribed with the concourse of viral components,
similar to cellular genes. In this case therefore, genome
amplification is promoted by viral-coded proteins, but
is essentially assured by the cellular transcription
machinery, and only RNAs of positive polarity are
produced during infection [40,41]. Of note, antigenome
RNA transcription has been reported for some retrovi-
ruses, but the role of these transcripts is either unclear
or transcriptional regulation [42,43].

Even through the lenses of this simplified view of
their mechanisms of replication, it is difficult to recon-
cile a single mechanism of inhibition based on the
direct degradation of viral RNA against such diverse
viruses. Indeed, while most RNA viruses targeted by
ISG20 carry out their replication cycle entirely in the
cell cytoplasm, some, as Orthomyxoviridae, replicate in
the nucleus [44-47]. Also replicating away from the
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Table 1. Virus susceptibility to ISG20 inhibition and known modifications of viral RNAs.

Known viral RNA features

ISG20 inhibition  7mG cap Poly(A)
(Refs.) (cap 1) Epitranscr. Modif. tail Refs.
Negative-polarity RNA viruses
Orthomyxoviridae Yes; [37,96] Yes Cap- m6A Yes [97,98]
Influenza A virus (IAV) snatching
Peribunyaviridae Yes; [80] Yes Cap- ND No [99,100]
Bunyamwera (BUNV) No; [80] snatching
Cache Valley virus (CVV)
Kairi virus (KRIV)
Oropouche virus (OROV)
Schmallenberg virus (SBV)
Batama virus (BMAV)
Boraceia virus (BORV)
Tacaiuma virus (TCMV)
Anopheles A virus (ANAV)
Capim virus (CAPV)
Hantaviridae Yes; [80]
Puumala virus (PUUV)
Nairoviridae
Dugbe virus (DUGV)
Phenuiviridae No; [80]
Rift Valley fever virus (RVFV)
Severe fever with thrombocytopenia syndrome virus
(SFTSV)
Heartland virus (HRTV)
Rhabdoviridae Yes; [37,39] Yes mO6A Yes [101-103]
Vesicular stomatitis virus (VSV)
Positive-polarity RNA viruses
Flaviviridae Yes; No m6A, m5C, , m1A, | No [89,106—
Hepatitis C virus (HCV) [24,104,105] 109]
Bovine viral diarrhea virus (BVDV) Yes; [24] ND No [107,1101]
West Nile virus (WNV) Yes; [38] Yes m6A (WNV) No [89,108,111
Dengue virus (DENV) m6A, m5C, |, m1A, -115]
Yellow fever virus (YFV) | (DENV)
Zika virus (ZIKV) Yes; [24] mBA, |
Yes; [93] m6A, m5C, |, m1A
Picornaviridae Yes; [24,37] No ND Yes [116-118]
Hepatitis A virus HAV
Encephalomyocarditis virus (ECMV)
Togaviridae Yes; [12,119] No ND Yes [120,121]
Sindbis virus (SINV) Cap 0*
Chikungunya virus (CHIKV)
Venezuelan equine encephalitis virus (VEEV)
Coronaviridae No (1); [24] Yes ND m6A (SARS-CoV- Yes [123-125]
Severe acute respiratory syndrome coronavirus (SARS- Yes (2); [122] 2)
CoV-1) and SARS-CoV-2
Viruses containing retroelements
Retroviridae Yes; Yes m6A, m5C, , m1A, | Yes [108,128—
Human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) [36,126,127] 1311
Hepadnaviridae Yes; Yes m6A Yes [50,133-
Hepatitis B virus (HBV) [21,132,133] 135]

Virus families are indicated in bold.
*Cap 0: m7GpppNp. Di- and trimethylated caps have also been described (m2,7G- and m2,2,7G-caps in the case of SINV). ND, not
determined.
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Fig. 2. Strategies for viral genome
amplification used by viruses reported to
be inhibited by ISG20. (A) Simplified
overview of the RNA amplification cycle
used by positive- and negative-strand RNA
viruses. Upon entry, the RNA genome of
positive-strand RNA viruses is translated
into viral proteins that promote synthesis
of the complementary RNA strand and
ensure the amplification cycle. In the case
of the latter instead, a first round of
pioneer RNA synthesis is needed to
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cell cytoplasm are Retroviridae and Hepadnaviridae,
the viral RNAs of which are transcribed in the cell
nucleus as bona fide cellular mRNAs, endowed with a
5’ cap (7-methylguanylate, m7G) and a 3’ poly A tail.

How can this enzyme distinguish between cellular
and viral RNAs? One possible hypothesis would be
that ISG20 is capable of discriminating RNAs based
on specific features present, absent, or differentially
present in one versus the other RNA species, as, for
example, epitranscriptomic modifications, 5 cap, or
poly A tails. However, while some of the viruses tar-
geted by ISG20 lack some of these canonical features
present on cellular RNAs, other viruses do possess
them (Table 1). As such, the exact mechanism through
which ISG20 identifies its RNA targets remains
unclear.

At present, the results obtained and confirmed by
numerous laboratories concur in three experimental
evidences: ISG20 behaves as a potent RNase in vitro;
this enzyme inhibits the replication of numerous
viruses and its enzymatic activity is key for this prop-
erty, given that a single point mutation that disrupts
the catalytic site of ISG20 both abolishes its ability to
degrade RNA in vitro and impairs its antiviral behav-
ior. The explanation of how this behavior underlines
the antiviral mechanism of action of ISG20 is still a
matter of debate, and currently, four models have been
proposed: two in which ISG20 directly degrades its
viral target and two in which ISG20 blocks the trans-
lation from viral RNA without degrading them. Given
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that the RNase activity of ISG20 remains nonetheless
important for this translational block, it follows that

ISG20 must target a cellular RNA, whose identity
remains, however, unknown.

Mechanism 1: direct viral RNA
degradation

The first model proposed on the basis of the experi-
mental evidence described above was that ISG20
directly degraded viral RNA [30,36,37,48.,49] (Fig. 3).
Indeed, the expression of ISG20 led to lower accumu-
lation of viral RNA and synthetic viral RNA mimics
were also efficiently degraded in vitro.

In addition to the fact that the direct binding of WT
ISG20 to viral RNA has not been formally demon-
strated in cells, the major caveat of this model is that
it fails to provide the basis through which ISG20 can
distinguish viral from cellular RNA substrates. Indeed,
ISG20 is capable of degrading most ssRNA in vitro
[10,29], not just viral substrates so that the question of
how ISG20 spares cellular RNAs remains unad-
dressed. At present, a single study reported the specific
binding of ISG20 to the adenosine-methylated (m6A,
adenosine in position 1907) form of the epsilon struc-
ture of the HBV RNA (g), a particular stem-loop
structure and unique site for m6A modification on the
HBYV transcripts (or two sites within two identical € in
5* or 3’ ends for the pregenomic RNA) [50]. However,
the association between ISG20 and this methylated
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Fig. 3. Proposed mechanisms of viral inhibition by ISG20. The figure presents the four models of action that have been ascribed to 1ISG20.
From left to right, in the first two models ISG20 has been proposed to directly degrade viral nucleic acid in its RNA or deaminated DNA
forms (models 1 and 2, respectively). In models 3 and 4, ISG20 has been proposed to inhibit viral translation but not to promote direct viral
RNA degradation. In model 3, translation inhibition is promoted through an unknown mechanism by ISG20 by the induction of IFN and more
specifically of IFIT1, a well-known translation inhibitor that targets viral RNAs devoid of a proper 5 cap. In model 4, translation inhibition
occurs independently from IFN induction and results in a defect in translation efficiency, likely due to the direct modification of the
translation machinery. Also, in this case, the identity of the targeted RNAs remains unknown.

structure was mediated through a direct protein—pro-
tein interaction with the m6A reader YTH-domain
family 2 (YTHDF2). Given the extent of the m6A
modifications on cellular mRNAs [51], it is difficult to
envision how YTHDF2 binding, alone, could help
ISG20 discriminate between cellular and viral mRNAs.
However, this finding is of interest because it raises the
possibility that ISG20 connects with the complex epi-
transcriptomic machinery, perhaps in combination
with other RNA features as, for instance, the polyA
tail or the 5 cap. The heterogeneous modifications
and variable presence of these modifications among
the large panel of viruses targeted by ISG20 do not
allow for the moment the identification of a unique
feature driving susceptibility or resistance to ISG20.

Mechanism number 2. Direct
degradation of deaminated viral DNA

While the activity of ISG20 on ssDNA is generally
lower when compared to ssRNA in vitro, a recent
study indicated that it could be increased in the pres-
ence of deoxyuridines (dU) [35]. In so doing, the
authors of the study proposed an interesting model of
cooperativity between two cellular antiviral factors
against HBV, connecting the cytosine deamination
activity of the apolipoprotein B mRNA-editing enzyme

catalytic subunit 3A (APOBEC3A) to the ensuing deg-
radative activity of ISG20.

Members of the APOBEC3 family (A through H in
humans) are prototype antiviral factors well studied in
the context of retroviral infection [52,53]. In this case,
APOBEC3s are incorporated into virion particles and
act during the process of reverse transcription in the
cytoplasm of target cells by deaminating cytosines in
the first strand of reverse-transcribed viral DNA (the
negative-strand). As a result, deaminated C > U sites
are misread when this strand is used as a template for
the synthesis of the second strand (the positive-strand)
resulting in G-to-A mutations along the viral genome.
For this family of viruses, the extent of accumulation
of deleterious mutations along the viral genome (stop
codons, mutations with negative effect on the protein
functionality, etc.) can be so considerable that viral
replication is severely impaired in a mechanism that
has been referred to as death by mutagenesis [53,54].

The mechanism of cytosine deamination described
here in the case of HBV is distinct from the one of
Retroviridae: first because it occurs in the nucleus and
is carried out by APOBEC3A, which is together with
APOBECS3B, the sole nuclear APOBEC3 member; and
second, because it is carried out on double-stranded
covalently closed circular DNA (cccDNA) [55]. TIts
outcome is therefore not the introduction of mutations
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in the viral genome, but rather the stamping of viral
DNA for ISG20-mediated degradation [35]. Given that
APOBEC3 proteins require a single-strand DNA inter-
mediate to act [56,57], it is likely that APOBEC3A acts
on transcriptionally active cccDNA in which the tran-
scription machinery opens up the double-stranded
DNA (Fig. 3).

As said before, this mechanism of action is of inter-
est because it models the concerted action of two anti-
viral factors. Several questions remain, however,
unaddressed around the specificity of action of ISG20.
First, the major enzymatic functions of ISG20 are
directed against RNA, and second, most DNA viruses
do replicate in the nucleus, but for the most part seem
resistant to ISG20 [37,39]. It will be therefore impor-
tant to understand how these viruses avoid the com-
bined action of APOBEC3A-ISG20. The restricted
pattern of expression of APOBEC3A to cells of the
myeloid lineage could provide a first line of specificity
to the action of ISG20 [58], but certainly cannot
explain it alone. Third and more importantly, the cel-
lular genome is constantly exposed to spontaneous
deamination [59,60]. It will be thus imperative to
determine how the cellular genome protects itself from
I1SG20.

Mechanism 3: IFN induction and IFIT1-
mediated translation inhibition of viral
RNA

For most highly replicating RNA viruses, the first
round of translation of viral proteins is capital to
ensure viral RNA amplification. As such, an alterna-
tive explanation for the lower accumulation of viral
RNA observed in numerous studies in the presence of
ISG20 could be an inhibitory effect of the first round
of wviral translation, which would severely undermine
the extent of viral RNA amplification.

Translation inhibition has been reported in mouse
embryonic fibroblasts (MEF) overexpressing the
murine ISG20 (mISG20) that shares 82% identity with
human ISG20 (Fig. 3). In this study and in agreement
with other studies, the authors found that ISG20-
mediated  inhibition of the chikungunya virus
(CHIKYV) or Venezuelan equine encephalitis virus
(VEEV) did not involve the degradation of viral
RNASs, but rather the inhibition of translation of viral
proteins [12]. Interestingly, translation inhibition was
indirectly due to the stimulation of IFN-I responses
and more specifically to the expression of the
interferon-induced protein with tetratricopeptide 1
(IFIT1), a well-known translation suppressor protein
that targets uncapped viral RNAs [12.61,62]. In this

The 1ISG20 RNase in antiviral responses

model therefore, ISG20 inhibits viral translation indi-
rectly through the induction of an IFN response and
IFITI1. Despite the fact that a later study failed to con-
firm IFN and IFIT1 induction by ISG20 [39], this
study opens up the possibility that ISG20 can drive
larger responses besides direct viral inhibition.

This model leaves for the moment unanswered two
major questions. First, ISG20 is itself an IFN-
regulated protein so that its reported induction of IFN
would necessarily occur in an environment already
primed by IFN. As such, either ISG20 acts as a posi-
tive regulator to potentiate or sustain IFN responses
over time (perhaps by processing viral RNAs as RNa-
selL), or this mechanism is restricted to cell types in
which ISG20 expression is induced by other signals,
as, for example, estrogens. Second, this model does
not explain the broad mechanism of viral inhibition of
ISG20, as the spectrum of viruses inhibited by ISG20
is larger than those targeted by IFIT1 and it extends
to viruses with a cellular-like m7G-5" cap. Importantly,
given that the exonuclease activity of ISG20 is impor-
tant for this behavior, the identity of the RNAs (cellu-
lar or viral) targeted by ISG20 to induce IFN
responses remains to be identified.

Mechanism 4: Translation inhibition of nonself
RNAs in the absence of IFN induction. This mecha-
nism was proposed recently by our laboratory follow-
ing experimental observations that ISG20 exerted a
strong impairment in the translation of viral proteins
following VSV infection in spite of a very mild
decrease in viral RNAs (Fig. 3) and in the absence of
IFN-I or IFIT1 induction [39].

Interestingly, a similar behavior could be reproduced
upon ectopic transfection of plasmid DNAs indepen-
dently from the nature of the reporter gene examined
(i.e., cellular or viral, spliced or unspliced). On the
contrary, ISG20 had no effect when this exact reporter
cassette was stably integrated into the host genome.

Translation inhibition was independent from initia-
tion factors as it affected equally reporter genes under
the control of the cricket paralysis virus (CrPV) 5-
untranslated region that drives initiation of factorless
translation [63]. Interestingly, the suppressive effects of
ISG20 were accompanied by its partial recruitment to
cytoplasmic processing bodies (P bodies), important
and dynamic sites of RNA metabolism [64], although
it was not possible to determine whether this associa-
tion was causal or secondary to the translational block
itself [39].

VSV infection and transient DNA transfection do
not share many features in common. However, they
both represent the massive flooding of the cell with
nonself genetic material, and in both cases, the process
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of cellular translation is largely redirected toward a
single (in the case of ectopic DNA transfection) or a
narrow set (in the case of viral infection) of RNA
transcripts, a situation that is unusual for the cell and
often associated with viral infection.

Given the absence of target RNA degradation, but
in light of the importance of an intact RNase activity,
we proposed that ISG20 could affect cellular transla-
tion by degrading a cellular RNA substrate, which
affected proportionally the most actively translated
RNAs, working as a threshold translational controller.

This model is of interest because it is relatively inde-
pendent from a single RNA feature. However, it can
be influenced by all of them and in particular by the
extent of epitranscriptomic modifications that are
added cotranscriptionally and thus depend on the
chromatin status of the target gene.

In this respect, rRNAs and small nucleolar RNAs
(rRNAs and snoRNAs, respectively) represent interest-
ing potential targets with which ISG20 could alter the
overall translational abilities of the cell. snoRNAs are
small nonprotein coding RNAs (60-300 nt) involved in
a number of physiological processes among the post-
translational modification of rRNAs, process in which
they guide the methylase fibrillarin on specific sites of
rRNAs promoting 2’-O-methylation modifications
[65,66]. The weight of these modifications in the activ-
ity of ribosomes remains to be fully apprehended.
However, an increasing number of reports support the
notion that specialized subsets of ribosomes are
formed in response to certain stimuli [67-69], and in
this context, ISG20 could promote the formation of
specialized pools of ribosomes, thus influencing the
translational capacity of the cell.

This model would accommodate inhibition of a
broad spectrum of viruses targeted by ISG20 accord-
ing to a single mechanism of action. However, also in
this case the identity of the RNAs targeted by ISG20
remains unidentified.

Open question 1: the intracellular
whereabouts of ISG20

The intracellular distribution of IGS20 has not been
the subject of intense studies so far. Its small size
(around 20 kDa) allows it to be fairly well distributed
in both cell cytoplasm and nucleus. A subtler localiza-
tion of ISG20 has been described upon strong deter-
gent permeabilization in promyelocytic leukemia
(PML) bodies, nucleolus, and Cajal bodies [7,70].
PML bodies are involved in several physiological pro-
cesses including antiviral responses, and they are often
disrupted by viral infection [71-73]. Instead, nucleolus
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and CB are sites of formation and processing of rRNA
and small nuclear ribonucleoproteins (snRNPs). An
extensive literature exists on these discrete nuclear
bodies, and the reader is invited to read some of the
following reviews [74—78]. In light of the association of
a fraction of ISG20 with these structures, it is thus
possible that ISG20 is involved in small nuclear RNA
(snRNA) and rRNA biogenesis and/or maturation
[70], although this would support an indirect mecha-
nism of viral inhibition by ISG20, rather than a direct
one.

In the case of translation inhibition, our laboratory
also reported that a fraction of cytoplasmic ISG20
could migrate (or induce) processing bodies (P bodies),
which are cytoplasmic membraneless compartments
involved in RNA decay and/or control of translation
by RNA storage [39,79], in line with their effect in
translation inhibition.

However, the dynamics of ISG20 and an extensive
characterization of its intracellular distribution during
homeostasis or during the context of infection are cru-
elly lacking and this may yield important clues as to
the mechanisms of inhibition of ISG20. For instance,
with few exceptions [39], a single mutant is often used
in several studies (D94, or similar mutations in the
DEDD residues), but the use of additional mutants
could extend our comprehension of the links between
cellular localization of ISG20 and its antiviral activi-
ties. Similarly, although ISG20 is distributed in both
cell cytoplasm and nucleus it is unclear whether traf-
ficking between one and the other location is impor-
tant for the antiviral activity. Certainly, this will be an
interesting area of investigation for future studies.

Open question 2: the specificity
determinants of ISG20

While a large number of viruses are susceptible to the
action of ISG20, several remain resistant to it. This
includes not only DNA viruses such as adenoviruses
or the Epstein—Barr virus but also RNA viruses such
as several, although not all, members of Phenuiviridae
[80], as well as SARS-CoV [24]. in vitro -driven evolu-
tion toward resistance to ISG20 in Bunyamwera
orthobunyavirus (BUNYV), prototype virus of Peribu-
nyaviridae family, has led to interesting hints about the
determinants that may modulate susceptibility and
resistance to this restriction factors [80]. Several muta-
tions were indeed identified in BUNVSs that adapted to
replicate in the presence of ISG20 expression. These
mutations occurred in the three segments of the viral
genome (short (S), large (L), and medium (M)).
Despite the fact that mutations in the different genome
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segments exhibited unequal contributions to the extent
of viral replication likely due to their respective roles
in this process, adaptive mutations were observed in
potential structural RNA elements (mutations outside
open reading frames, ORFs), as well as in the N and
NSs proteins. Although the relative contribution of
these mutations to ISG20 resistance has not been fur-
ther dissected, these results indicate that both RNA-
binding proteins as the viral N protein and cis-acting
elements on the viral RNA may influence susceptibility
to ISG20.

Viral proteins may indeed, as cellular proteins,
shield viral RNAs from the degradative action of
ISG20, and similarly, particular stem-loop structures
may also protect RNA, as ISG20 displays no reported
activity against double-stranded RNA. In this respect,
the RNA of bunyaviruses is not polyadenylated, but
contains a conserved 3’ stem—loop structure that may
be important to mediate the resistance of some,
although not all, members of this viral order.

In addition to the already-mentioned 5’-cap and
poly(A) tail in the 3" end, cellular mRNAs are also
heavily modified either cotranscriptionally or shortly
after transcription by the addition of the following

IL 7" NH
N nH T Nﬁ CHs
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modifications: ribose 2’-O-methylation, pseudouridine,
inosine, m®A, and S-methylcytosine (Fig. 4). Collec-
tively, these dynamic modifications are referred to as
epitranscriptomic modifications and are involved in all
aspects of the RNA biology, such as stability or effi-
ciency of translation [81,82], aspects that they influence
either directly or indirectly through the recruitment of
a large number of cellular proteins [83.84]. Readers are
invited to read the following reviews for a more com-
plete overview of epitranscriptomic modifications [84—
88].

These modifications are mentioned here because an
increasing number of reports indicate that viruses
themselves can hijack these processes to their advan-
tage to modulate the metabolism of their own RNAs,
in addition to negative impact cellular defenses [89—
91]. It is for the moment unclear whether the activity
of ISG20 can be altered by the variety or the abun-
dance of specific epitranscriptomic marks, because
exhaustive studies of all these modifications in the con-
text of specific viruses are lacking (Table 1).

However, we can hypothesize that the extent and or
abundance of epitranscriptomic marks in a given RNA
could modulate either directly or indirectly through
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Fig. 4. Features expected to modulate NH, P
RNA susceptibility to ISG20. Intrinsic HyCo A HaCn
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HO / N
secondary structures, as well as o N~ ~O HO. . | ) o
epitranscriptomic modifications that may in o VmeA
principle affect susceptibility to 1ISG20. The
RNA-binding proteins that can dock on the OH OH o4 On
RNA as a consequence of these
modifications are not shown for simplicity.
mBA: N&-methyladenosine, m5C: 5- epitranscriptomic modifications Structural features (3’ end)
methylcytosine, m7G: N7- L . )
methylguanosine, |: inosine, \: RNA binding proteins
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RNA-binding proteins the action of ISG20. The
weight of these modifications in the antiviral functions
of ISG20 can be direct, for instance, by providing pro-
tection from direct viral RNA degradation, or indirect,
for example, by altering the efficiency of translation by
specialized subsets of ribosomes, as proposed in the
translation inhibition models.

Concluding remarks

Overall, several studies indicate that ISG20 is an
important and broad antiviral effector during innate
immune responses. While the exonuclease activity of
ISG20 is deemed necessary for its antiviral activity
toward multiple viruses, the identity of the nucleic
acids targeted by ISG20 remains unclear, ranging
from viral RNA to deaminated single-stranded DNA
or to cellular RNA targets that may influence trans-
lation. Rarely mentioned, high levels of ISG20
expression lead to cell death [39,92] and it is at pre-
sent unknown whether regulatory mechanisms exist
that keep in check this deleterious effect. In addition
to highlighting the importance of carefully control-
ling ISG20 expression levels during viral replication
studies, these results indicate that the specificity of
ISG20 for its viral targets is not absolute. Indeed,
under certain circumstances the cell can also be sus-
ceptible to ISG20, stressing all the more the need to
identify the RNA features that govern susceptibility
to this factor.

Despite the fact that the underlying molecular mech-
anism leading to viral inhibition remains to be defined
precisely, ISG20 has shown potential for use as broad
antiviral inhibitor after vehiculation inside the cell as
fusion protein with antibodies (Fc fragment) or with
Tat cell-penetrating peptides [93,94]. In addition,
ISG20 expression has been also associated with glioma
and radioresistance in oral cancer cells and other types
of cancer [18,48,95]. As such, the molecular definition
of its mechanism of action in the cell could spur novel
developments in antiviral treatment and yield clues to
other cellular processes of broader interest. Future
studies will certainly shed new light on several key
aspects of the biology of ISG20.
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Le projet doctoral — les objectifs de I’étude

Au cours de ma these j’ai été encadré par le Dr. Francesca Fiorini et le Prof. Patrice Gouet au sein de
I’équipe Rétrovirus et Biochimie Structurale dans I’'unit¢ MMSB (UMR 5086) a I’Institut de Biologie
et Chimie des Protéines. Mon projet doctoral porte sur I’étude biochimique de I’interaction ARN—
protéine lors de I’infection virale par le VIH-1 et de la réponse antivirale cellulaire. J’ai travaillé sur
I’interaction entre I’ARNg viral et ’IN rétrovirale dans le contexte d’une infection par le VIH-1, et celle
entre I’ARN viral et le facteur de restriction ISG20.

Dans les deux cas, il s’agit de complexes ribonucléoprotéiques qui constituent de nouvelles cibles
thérapeutiques avec 1’idée : 1/ d’inhiber spécifiquement 1’interaction de I’IN avec I’ARNg viral ; et 2/
de favoriser ’activit¢ d’ISG20 dans la réponse immunitaire lors de I’infection par le VIH-1.

PARTIE I : Etude fonctionnelle et structurale de I’interaction entre I’IN du VIH-1 et ’ARNg viral

Contexte

Le travail de these a pour objectif d’étudier I’interaction de I’IN du VIH-1 avec I’ARN viral afin de
comprendre son implication dans la morphogenése rétrovirale (Kessl et al., 2016 ; Elliott ef al., 2020 ;
Fontana et al., 2015). En effet, par des expériences de « CLIP-Seq », il a été montré que I’IN du VIH-1
est capable de lier ’ARNg viral sur des régions préférentielles (Kessl ef al., 2016). J’ai ainsi commencé
I’é¢tude de la liaison de I’'IN a I’ARN TAR, pour lequel I’affinité de I’IN semblait étre extrémement
importante (Kessl et al., 2016). Cependant, a la fin de I’année 2020, I’implication de I’'IN dans la
transcription provirale du VIH-1 a été révélée par des expériences de biologie cellulaire (Winans et Goff,
2020). Cette découverte a donné un regard nouveau a mon projet de thése car, de maniére intéressante,
I’ARN TAR est un ¢lément essentiel pour la transcription provirale en complexe avec la protéine virale
Tat. Par conséquent, j’ai intégré a mon €tude la protéine virale Tat et les facteurs cellulaires d’élongation
de la transcription (P-TEFb) pour essayer de comprendre le possible role de I’IN dans ce processus.

Objectifs spécifiques

Les objectifs spécifiques sont : (1) de trouver le domaine de I’IN capable d’interagir avec TAR et de
déterminer le site de liaison sur I’ARN ; (2) de décortiquer les mécanismes moléculaires de formation
du complexe entre I’IN, TAR et Tat ; (3) d’obtenir la structure tridimensionnelle du complexe formé
entre I’IN et TAR par cristallographie aux rayons X ; et (4) de comprendre si le complexe formé entre
I’IN et TAR est capable d’interagir avec le complexe d’¢longation de la transcription.

J’ai conduit cette étude en combinant des approches de biologie moléculaire, de biochimie et de
biophysique. En effet, j’ai produit et purifié différentes constructions protéiques et d’ARN in vitro. J’ai
étudié et optimisé les conditions de liaison des complexes ribonucléoprotéiques et je les ai analysés par
différentes expériences d’interaction tels que le retard sur gel, I’interférométrie de bio-couche (BLI) et
la co-précipitation.

Les travaux sur cette partie nous ont permis de publier un article, pour lequel je suis co-premicre auteure,
portant sur le role du CTD de I’IN dans I’interaction avec I’ARN TAR et la protéine Tat, en novembre
2022 :

« The HIV-1 Integrase C-Terminal Domain Induces TAR RNA Structural Changes Promoting Tat
Binding »

Rocchi C§, Louvat C8, Miele AE, Batisse J, Guillon C, Ballut L, Lener D, Negroni M, Ruff M, Gouet
P, Fiorini F. Int J Mol Sci. 2022 Nov 8;23(22):13742. doi: 10.3390/ijms232213742.

§ : contribution égale dans ce travail

La suite de ce projet est décrite dans le chapitre Résultats a la page 64.
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PARTIE II : Caractérisation biochimique de la liaison et de I’activité enzymatique du facteur de
restriction viral ISG20 vis-a-vis d’un substrat ARN

Contexte

Pendant la pandémie de COVID-19 en 2020 nous avons commencé des réunions d’équipe partagées
avec le laboratoire du Dr. Andrea Cimarelli au Centre International de Recherche en Infectiologie (CIRI)
de Lyon. Nous avons donc commencé un travail collaboratif sur la protéine ISG20 : une exonucléase
qui digére ’ARNsb de 3” en 5°. Cette protéine est induite par ’I[FN en réponse a une infection virale
comme décrit précédemment (voir chapitre II.1). Les mécanismes d’action et de spécificité d’ISG20
sont trés peu connus. La question qui se posait était de comprendre les éléments qui rendaient certains
ARN viraux et les ARN cellulaires résistants a I’action de cette enzyme (Wu ef al., 2019).

Obijectifs spécifiques

Les objectifs sont de comprendre si 1’action d’ISG20 est inhibée par (1) des modifications
épitranscriptomiques de I’ARN, (2) des structures spécifiques, (3) la présence d’une extrémité polyA en
3> des ARNm. Nous avons aussi caractérisé un mutant catalytique trés utilisé dans les expériences de
biologie cellulaire (Wu et al., 2019).

Dans un premier temps, j’ai optimisé I’expression et la purification de cette protéine toxique pour
Escherichia coli et ensuite j’ai mis au point des tests de digestion afin de caractériser son activité
enzymatique. J’ai établi son mécanisme d’action et j’ai étudi€ sa liaison a I’ARNdb et I’ARNsb par des
expériences de retard sur gel. Ensuite, j’ai analysé I’effet des méthylations de I’ARNsb sur la liaison et
I’activité d’ISG20. Cependant au cours de ces travaux, un article plus avancé sur le sujet a été publié (El
Kazzi et al., 2022) et je me suis plutdt concentrée sur les objectifs 2 et 3.

Les travaux sur cette partie nous ont permis de publier une revue, portant sur les connaissances actuelles
des mécanismes moléculaires de 1’action antivirale d’ISG20, en février 2022 :

« ISG20: an enigmatic antiviral RNase targeting multiple viruses »

Deymier S, Louvat C, Fiorini F, Cimarelli A. FEBS Open Bio. 2022 Jun;12(6):1096-1111. doi:
10.1002/2211-5463.13382.

De plus, un article de recherche ou je serais premiére auteure est en cours de préparation :

« Stable Structures or poly(A)-binding protein loading protect cellular and viral RNA against ISG20-
mediated decay »

Louvat C, Deymier S, Nguyen X-N, Labaronne E, Noy K, Corbin A, Mateo M, Ricci EP, Fiorini F§,
Cimarelli AS.
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PARTIE I : Etude fonctionnelle et structurale de I’interaction entre I’IN du VIH-1
et ’ARNg viral

Chapitre 2 : Résultats

VI.  Partie fonctionnelle
VI.1. Etude des mécanismes d’interaction entre IN-CTD, Tat et ’ARN TAR

Partie introductive de ’article de recherche « The HIV-1 Integrase C-Terminal Domain Induces
TAR RNA Structural Changes Promoting Tat Binding » :

Des expériences de « cross-linking » ont identifiés la séquence de ’ARN TAR comme un site majeur
de liaison de I’IN du VIH-1 sur ’ARNg viral (Kessl et al., 2016 ; Elliott et al., 2020). Cette interaction
joue un role crucial dans la morphogeneése de la particule virale et la stabilité de I’ARNg dans les cellules
hotes. Cette observation nous a encouragé a étudier I’interaction de I'IN avec ’ARN TAR en la
comparant a celle entre la protéine rétrovirale Tat et ’ARN TAR déja étudiée dans la communauté
scientifique. Au début de nos travaux, nous avons utilisée I’IN entiere produite dans les cellules de
hamsters par notre collaborateur le Dr. Marc Ruff (IGBMC, Strasbourg) (figure 54). L’analyse par
spectrométrie de masse a révélé des modifications post-traductionnelles de cette protéine, et a soulevé
le probléme de I’homogénéité de la préparation pour notre étude. De plus, nous savons que les trois
domaines de I’IN lient I’ADN et nous avons pensé que cette interaction pourrait biaiser notre étude sur
I’ARN. Différents travaux ont montré I’importance de résidus présents dans le CTD pour I’interaction
a I’ARN, donc nous nous sommes concentrés sur ce domaine (Kessl et al., 2016 ; Elliott et al., 2020).

Au cours de ma these, d’autres découvertes sur I’implication du CTD de I’'IN du VIH-1 dans la
transcription provirale ont été publiés (Winans et Goff, 2020). Comme nous travaillions dans un contexte
proche de celui de la transcription provirale, nous avons donc poursuivi nos travaux en étudiant plus en
détail les mécanismes d’interaction du CTD de I’IN avec ’ARN TAR et la protéine Tat au cours de la
transcription provirale. Pour notre étude, nous avons combinés des approches biophysiques et
biochimiques afin de décortiquer le mécanisme d’interaction du CTD de I’IN du VIH-1 avec I’ARN
TAR.

1 43 58 204 222 270 288

NTD

S24 K46 K173 K211 K273 |N-FLm

P Ao Ao Ac Ac
IN-FL
IN-CTD

— IN-CTD-ACT
e IN-CT

Figure 54. Schéma illustrant les domaines des protéines étudiées dans [’article de recherche de Rocchi,
Louvat et al. (2022). IN-FLm : IN entiére exprimée en cellules de mammiféres ; IN-FL : IN entiere
exprimée dans E. coli ; IN-CTD s étend des résidus 222 a 288, IN-CTD-ACT de 222 a 270, et IN-CT de
270 a 288, ces trois protéines sont exprimées dans E. coli. Les sites de phosphorylation (P) et
d’acetylation (Ac) sont représentés en rouge.
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Les résultats obtenus :

Nous avons étudié I’interaction de I’IN du VIH-1 produite dans des cellules de mammiferes avec I’ARN
TAR structuré et un ARN linéaire par la technique de retard sur gel (figure 1.C de I’article). Nous avons
montré que I’IN lie ’ARN TAR mais pas I’ARN linéaire. Par la suite, nous avons montré par retard sur
gel qu’ IN-CTD lie sans différence significative différents ARN structurés du 5’UTR de ’ARNg du
VIH-1: TAR, polyA, DIS et SD/¥ (figure 1.D de I’article). Ainsi, nous avons montré que I'IN lie
I’ARN TAR sans spécificité structurale apparente. Nous avons réalisé des expériences de BLI. Cette
technique d’analyse optique permet de suivre en temps réel la liaison d’un interactant en solution avec
un interactant immobilisé, et de déterminer les paramétres cinétiques. Nous avons déterminé 1’affinité
d’IN-CTD et IN-CTD-ACT avec ’ARN TAR, qui est de I’ordre de 0,32 + 0,14 uM et 0,77 £ 0,20 uM
respectivement (figure 1.F de Particle).

Par la suite, nous avons montré que le CT d’IN-CTD permet de reconnaitre la forme de I’ARN TAR.
En effet, lorsque nous avons étudié I’interaction par retard sur gel de mutants de la tige apicale de I’ARN
TAR avec IN-CTD et IN-CTD-ACT : nous voyons qu’IN-CTD lie spécifiquement I’ARN TARwt
(« wild-type ») tandis qu’IN-CTD-ACT lie sans différence significative I’ARN TARw? et ses mutants
(figure 2.B de I’article).

Ensuite, nous avons montré que la liaison d’IN-CTD a I’ARN TAR modifie sa structure et facilite la
liaison de Tat a ’ARN TAR. L’effet de la liaison d’IN-CTD sur la structure de TAR a été mis en
évidence par la technique de I’empreinte a la RNAse en incubant les protéines avec I’ARN en présence
de la RNAse T1, qui clive ’ARNsb en 3’ des G. Nous avons ainsi pu mettre en évidence que la liaison
d’IN-CTD permet d’exposer les nucléotides G28 et G32 (figure 3.A de l’article). Tandis que les
nucléotides G34 et G36 sont protégés de la digestion par la RNAse T1 en présence d’IN-CTD, ce qui
montre que ce domaine lie la tige-boucle apicale de I’ARN TAR et permet d’exposer certains
nucléotides de TAR, modifiant ainsi sa structure.

Mon implication dans ses travaux concerne les expériences de BLI. J’ai tout d’abord li¢ IN-CTD et IN-
CTD-ACT a TAR, puis j’ai incubé le biocapteur dans une solution contenant Tat et j’ai mesuré la
variation du signal dans le temps (figures 3.B et 3.D de ’article). J’ai répété cette opération en faisant
varier la concentration de Tat dans la solution de 0,2 a 2 uM. J’ai observé que I’affinité de Tat pour
I’ARN TAR est améliorée d’un facteur 30 a 100 en présence d’IN-CTD et IN-CTD-ACT respectivement
(figure 3.C de I’article). Cette amélioration apparente de 1’affinité est spécifique a ’ARN TAR
puisqu’en répétant ces expériences de BLI avec un ARN contrdle faiblement structuré, I’affinité de Tat
pour I’ ARN n’est pas modifiée en présence d’IN-CTD-ACT ou IN-CTD (figures 3.D et 3.E de I’article).
De plus, en inversant I’ordre d’incubation : I’ARN TAR est d’abord incubé avec Tat puis avec IN-CTD-
ACT ou IN-CTD (figure supplémentaire 5.A de ’article), j’ai montré qu’IN-CTD-ACT ou IN-CTD ne
peut pas lier ’ARN TAR lorsqu’il est li¢ a Tat. Ainsi 'interaction est séquentielle : IN-CTD-ACT ou
IN-CTD lie ’ARN TAR ce qui facilite ensuite la liaison de Tat, possiblement grace aux changements
structuraux de I’ARN induit par IN-CTD (figure supplémentaire 5.B de I’article). D’autre part, le CT
d’IN-CTD ne semble pas étre impliqué dans ce mécanisme.

Nous avons observé grace a une expérience de retard sur gel que Tat interfére avec IN-CTD pour la
liaison a I’ARN TAR (figure 4.A de I’article). J’ai donc fait des expériences de précipitation de I’ARN
biotinylé avec des billes streptavidine incubées en présence d’IN-CTD-ACT ou IN-CTD et de
concentration croissance de Tat (figure 4.B de I’article). J’ai observé que Tat entraine la disparition
dans la fraction ¢luée d’IN-CTD-ACT ou IN-CTD de maniére dose-dépendante, ce qui signifie une
dissociation d’IN-CTD-ACT ou IN-CTD du complexe Tat:TAR.

L’ensemble de nos résultats sont représentés dans la figure 55 ci-dessous : le CT de I'IN du VIH-1
permet de reconnaitre I’ARN TARwz, puis IN-CTD lie ’ARN TAR et le modifie structuralement en
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exposant la G32, ce qui améliore la liaison & la protéine Tat. A une certaine concentration de Tat, IN-
CTD est dissocié du complexe.

A B & V
@
s ™
3 G33 *k
+
G33
A35
;) Lb A35
4-nt ¢
ge \\
TAR Complexe Tat lie TAR avec une
conformation libre TAR:IN-CTD grande affinité

Rocchi, Louvat et al., 2022

Figure 55. Schéma bilan des résultats présentés dans ’article de recherche Rocchi, Louvat et al. (2022).

La suite est connue : Tat recrute le complexe P-TEFb composée de la cycline T1 et de la CDK9 pour
déclencher des cascades de phosphorylation et activer 1’¢longation de la transcription (Muniz et al.,
2010).
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Abstract: Recent evidence indicates that the HIV-1 Integrase (IN) binds the viral genomic RNA
(gRNA), playing a critical role in the morphogenesis of the viral particle and in the stability of
the gRNA once in the host cell. By combining biophysical, molecular biology, and biochemical
approaches, we found that the 18-residues flexible C-terminal tail of IN acts as a sensor of the peculiar
apical structure of the trans-activation response element RNA (TAR), interacting with its hexaloop.
We show that the binding of the whole IN C-terminal domain modifies TAR structure, exposing
critical nucleotides. These modifications favour the subsequent binding of the HIV transcriptional
trans-activator Tat to TAR, finally displacing IN from TAR. Based on these results, we propose that IN
assists the binding of Tat to TAR RNA. This working model provides a mechanistic sketch accounting
for the emerging role of IN in the early stages of proviral transcription and could help in the design
of anti-HIV-1 therapeutics against this new target of the viral infectious cycle.

Keywords: RNA-protein interaction; HIV-1 Integrase; TAR RNA; Tat; proviral transcription;
C-terminal tail

1. Introduction

Protein—nucleic acid interactions can occur through different types of protein binding
domains and are responsible for a variety of essential molecular and cellular mechanisms
and their regulation. This binding diversity has been well described by recent RNA
interactome screenings revealing that the term RNA-Binding Domain (RBD) is no longer
synonymous of a well-structured domain, but it also includes intrinsically disordered
regions (IDR) endowed with non-canonical RNA-binding properties [1-3]. Moreover, an
increasing level of complexity has been reported for certain transcription factors, which
are able to bind both DNA and RNA through separate structured or unstructured regions.
This results in a complex pattern of specific and non-specific interactions [4,5]. This protein
moonlighting is particularly true for RNA viruses that, being limited in the size of their
genome, frequently ensure multiple functions with a single protein [6,7].

A good example of moonlighting is represented by Human Immunodeficiency Virus
type 1 (HIV-1) integrase (IN) that binds both DNA and RNA [8,9]. As with all retro-
viruses, IN is responsible for the integration of viral DNA (vDNA), which is produced by
retro-transcription of genomic RNA (gRNA) into the host genome, generating a provirus.
Multimeric IN binds the vDNA ends forming the intasome complex able to catalyze
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the processing of the 3’-end di- or trinucleotides. After activation, the 3’ extremities of
vDNA are then used by the intasome to attack the host DNA in order to integrate it and
generate the provirus (reviewed in [9]). This step is essential for HIV-1 infection [10].
Retroviral integrases are modular proteins that contain three structured domains: the
N-terminal domain (NTD), the catalytic core domain (CCD), and the C-terminal domain
(CTD), connected by linkers, either unstructured or helical [11]. All three domains present
protein—protein and protein-DNA interaction properties and are essential for enzymatic
activity (reviewed in [9,12]). The CCD harbors the essential catalytic triad Asp, Asp, Glu
(D,D,E) that coordinates two Mg?* cofactors and folds similarly to nucleotidyl-transferases
and nucleases [13]. The NTD is involved in enzyme multimerization and catalytic activity
and shows a HispCys, motif coordinating one Zn?* ion [14-16]. The CTD (reviewed in [11])
is also involved in DNA interaction and multimerization, and it possesses an SH3-like fold
followed by a flexible 18-residues tail (CT) [17-20]. The SH3-like domain of IN-CTD shows
non-specific DNA-binding properties and contains many basic residues [18,20-22]. In the
HIV-1 life cycle, this hub domain mediates the interaction with the reverse transcriptase
(RT) with the cellular nuclear import complex TRN-SR2 and with the histone 4 tail, likely
anchoring the intasome to the chromatin, thereby promoting efficient integration [21,23-25].
The mutational study of flexible CT revealed a moderate implication in IN enzymatic
activity [22,23,26] but significant effect on the incorporation of IN into virions and on HIV-1
infectivity [23,26]. Nevertheless, our understanding of the multiple functions exerted by
this domain during infection is still far from complete.

As mentioned before, recent works revealed that in HIV-1, IN is also an RBP with an
essential role in virion morphogenesis related to its ability to bind gRNA [8,27,28]. In fact,
IN interacts with specific sites within the gRNA, ensuring the correct localization of the viral
ribonucleopotein complex (vVRNP) inside the capsid (reviewed in [27]). Aberrant virions
are obtained when the IN-gRNA interaction is abolished, highlighting the importance of
the proper formation of IN-containing RNPs for HIV-1 infection [8,26,28,29]. In addition,
the IN-gRNA interaction also dictates the fate of the gRNA within the host cell in the early
steps of infection. Indeed, in virions defective for these interactions, the gRNA is located
outside the capsid and it is rapidly degraded in the host cell, blocking the infectious cycle
at early stages of reverse transcription [28,29]. Even if the RBD within IN has not yet been
structurally identified, it has been shown that most of the Lysine residues interacting with
the RNA are located within the CTD and overlap with those subjected to post-translational
modification [8,30-32]. Among these, Lysine 273, belonging to the flexible CT, seems to be
the only Lysine specifically involved in RNA interaction, which appears essential for viral
infectivity [8,33]. Several compensatory IN mutant viruses have been recently isolated and
highlighted the essential role of CTD in RNA binding [34].

Yet another role has been recently proposed for HIV-1 IN during proviral transcription
at early times after integration. In fact, after strand transfer occurring during the integration
process, IN remains bound to DNA and plays a role in proviral transcription, depending
on post-translational modifications of specific residues within the CTD [35].

The HIV-1 provirus is transcribed by the cellular RNA polymerase II (Pol II), which
pauses shortly after the initiation of transcription due to the presence of negative elongation
factors as well as nucleosomes downstream from the transcription start site [36,37]. HIV-1
removes this block by encoding the transcriptional trans-activator Tat protein, which binds
the nascent transcript on a structured RNA sequence, named the TAR (trans-activation
response) element, using a non-canonical RBD. This allows the recruitment of the human
super elongation complex (hSEC) [38—41]. In particular, Tat binds to pTEFb, a complex
composed of CDK9 kinase and its regulatory partner cyclin T1 (CycT1), and consequently
drives hSEC to TAR RNA. This complex triggers a cascade of phosphorylation of several
transcription factors, which activate Pol II and recruit positive chromatin remodellers.
Moreover, processivity of Pol II is also enhanced by pTEFb-mediated phosphorylation of
its C-terminal domain [42] and is reviewed in [43]. To the best of our knowledge, molecular
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details about the interplay between IN and this cellular transcription initiation machinery
are still largely unknown.

Crosslinking-immuno-precipitation sequencing (CLIP-seq) experiments have iden-
tified the TAR RNA sequence as a major binding site of HIV-1 IN on the gRNA [8]. This
observation, together with the recent finding of HIV-1 IN involvement in proviral transcrip-
tion [35], prompted us to study the interaction of IN with TAR RNA and its interplay with
the Tat protein. Our results revealed that, despite the apparent lack of structural specificity
of IN in vitro, the CT flexible tail discriminates for a proper TAR apical stem-loop. We
describe the consequences of IN binding on the structure of TAR and on the subsequent
Tat/TAR interaction and propose a working model, which foresees a possible involvement
of IN in proviral transcription elongation before the arrival of Tat.

2. Results
2.1. IN Binds TAR RNA with No Apparent Structural Specificity

We first addressed whether full-length HIV-1 IN (IN-FL) was able to specifically bind
TAR RNA. One hindering aspect of this study is the well-known low solubility of HIV-1
IN as well as its flexibility between N-terminal (NTD), C-terminal (CTD), and catalytic core
(CCD) domains that for a long time frustrated structural studies (Figure 1A [44]). The poor
solubility in vitro is usually overcome with mutations of the hydrophobic residues; however,
this results in a replication-defective virus with mislocalized viral RNP phenotype, analogous
to that observed in IN mutants defective for the IN-gRNA interactions [8,19,28,29]. We have
chosen to express recombinant wild-type N-Terminal Flag-tagged IN-FL in a mammalian
expression system as previously described ([45] Supplementary Figure S1A, left panel) and
called it IN-FLm (1-288 amino acids [aa]). Mass spectrometry analysis of this protein revealed
post-translational modification at several residues; Serine 24 was phosphorylated, and Lysine
46,173, 211, and 273 residues were acetylated. The protein produced in mammalian cells was
shown to have an increased solubility compared to that produced in Escherichia coli and also
an enhanced enzymatic activity in vitro [45]. In this study we used an electrophoretic mobility
shift assay (EMSA) in order to qualitatively assess the binding of IN to a synthetic TAR RNA,
whose secondary structure is depicted in Figure 1B, to a weakly-structured RNA(30)-mer
(Supplementary Figure S1B, left panel) and to an unstructured AG(50)-mer RNA (Figure 1C).
We have incubated radiolabeled RNA with increasing concentrations of purified IN-FLm. A
band shift was observed with TAR RNA upon gel electrophoresis under a nearly physiological
salt concentration, reflecting the formation of an IN:TAR complex (Figure 1C). IN-FLm also
bound weakly-structured RNA(30)-mer (Supplementary Figure S1B, right panel) while it had
a markedly reduced affinity for unstructured AG(50)-mer RNA (Figure 1C). IN-FL produced
in the prokaryotic expression system (Supplementary Figure S1A, right panel) is also able to
bind TAR (Supplementary Figure S1C). Therefore, the post-translational modifications are not
key to binding.

As RNA-interacting Lysine residues are contained within the C-terminal domain of
IN [8], and given the premises stated in the introduction, we focused on this domain.
We expressed and purified the whole C-Terminal Domain (IN-CTD; aa 220-288) and
determined whether IN-CTD was able to interact with structurally distinct viral genomic
RNA elements of similar nucleotide length derived from HIV-1 5 UTR. In addition to
TAR, we synthesized three other RNA hairpins: the polyadenylation (polyA) signal, the
dimerization initiation sequence (DIS), and the major splice-donor (SD) together with a
Y packaging element (Psi) (Figure 1D, top panel). Although different Kp values were
measured using IN-FL [8], IN-CTD bound all those RNAs with no measurable difference
in our conditions (Figure 1D, bottom panel), indirectly proving that IN can bind structured
RNA through its C-terminal domain.

Subsequently, we wanted to address whether the C-terminal flexible tail (CT) spanning
the last 18 residues of CTD affected the RNA binding properties of IN. We expressed the
CTD without its terminal tail (IN-CTD-ACT; aa 220-270, Figure 1A and Supplementary
Figure S1A) and used a chemically synthesized IN-CT peptide (aa 270-288; Figure 1A)
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as a control. The boundaries between CTD and CT were defined according to sequence
alignment and previous structural studies [17,33,46,47]. The IN-CT is not conserved among
lentiviruses (Supplementary Figure S2A); however, multiple alignments of IN-CT from
human HIV-1 subtypes and simian viruses (Figure 1E) showed 58% sequence identity and
87% similarity. EMSA assays did not show apparent differences between the affinities of
IN-CTD and IN-CTD-ACT for TAR under physiological salt conditions (Supplementary
Figure 52B). To measure the rate constants of the IN-CTD and IN-CTD-ACT interactions
with TAR, we used Bio-layer interferometry (BLI). In these experiments, a 3’ biotinylated
TAR RNA was immobilized on a streptavidin-coated biosensor to serve as a bait molecule
(Figure 1F, top panel). Subsequently, the binding of IN subdomains to TAR was monitored
in real time by soaking the probe in solutions containing different concentrations of protein.
The resulting sensorgrams are shown in Supplementary Figure S2C and represent the
binding and dissociation of the protein on the RNA-coated probe. The data analysis
resulted in equilibrium dissociation constant (Kp) values of 770 and 320 nM for IN-CTD-
ACT and IN-CTD, respectively (Figure 1F, bottom panel). Thus, the presence of the 18 aa
C-terminal tail only slightly affects the RNA binding affinity of IN-CTD.
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Figure 1. IN binds to structured RNA. (A) Schematic diagram showing the domain organization of
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IN: the N-terminal domain (NTD), the catalytic core domain (CCD) and the C-terminal domain
(CTD) are indicated respectively in green, orange and blue rectangles. Recombinant protein ver-
sions used in this study are represented by grey lines: IN full-length from mammalian expression
system (IN-FLm); IN full-length from E. coli (IN-FL); IN-CTD (residues 222 to 288); IN-CTD-ACT
(222 to 270); IN-CT (270 to 288). Sites of phosphorylation (P) and acetylation (Ac) are shown in red.
(B) Structural model of TAR RNA obtained with RNA Fold WebServer [48,49] predicting a minimum
free energy of —29.60 kcal/mol. (C) Representative native 6% polyacrylamide gel illustrating the
Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) showing the interaction of IN-FLm with TAR RNA
or an unstructured RNA 50-mer (AG(50)-mer) labelled with 32P (black star). The RNA substrates
(50 nM) were incubated with various concentrations of IN-FLm or without protein (TAR RNA: 0;
100, 200, 400 nM of IN-FLm; AG(50)-mer RNA: 0 or 400 nM of IN-FLm). (D) Models of secondary
structures of four RNA elements belonging to 5" untranslated region of the HIV-1 RNA genome: TAR,
Poly-A, DIS and SD/Psi (upper panel). EMSA assay showing the binding of IN-CTD to these RNA
elements (lower panel). Increasing amounts of IN-CTD (0; 100; 200; 400 nM) were incubated with
5'-end radiolabeled RNA (50 nM). (E) Sequence alignment of the C-terminal extremity of IN-CTD
from HIV-1 subtypes and simian viruses. All amino acid sequences were obtained from the HIV
database compendium (http://www.hiv.lanl.gov/, accessed on 28 October 2020) and aligned using
Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/, accessed on 28 October 2020) in order
to have a consensus sequence for each viral subtype. Consensus sequences from subtypes Al, B,
C, G, N, O and from GOR and CPZ, where aligned and analyzed by ESPript 3.0 Web server [50].
Secondary structure elements from IN-CTD- ACT structure (PDB code: 5TC2) are presented on top of
the alignment (strands with arrows). Red shading indicates sequence identity and boxes indicate
sequence similarity, according to physical-chemical properties. (F) top: Schematic representation
of the Bio-Layer interferometry (BLI) experiment showing the binding of IN (grey ellipses) to 5'-
biotinylated TAR RNA immobilized on streptavidin-coated biosensor; bottom: graph showing the
wavelength shifts recorded at 200 s after the start of the protein/RNA binding were plotted against
the corresponding IN-CTD-ACT (blue line, squares) and IN-CTD (red line, circles) concentrations,
in order to calculate the respective equilibrium dissociation constant (Kp) values. Data points were
fitted to the equation: y = Bmax x x/(Kp +x) + NS x x where Bmax is the maximum wavelength shift
and NS the slope of the non-linear component as described in [51]. The coefficients of determination
(R2) and equilibrium dissociation constant (Kp) values obtained are indicated in the graph for each
IN fragment. Binding assays were performed in duplicate. Error bars indicate the Standard Error of
the Mean.

2.2. The C-Terminal Tail Senses the TAR RNA Shape

It has been shown that the presence of the bulge and the loop in TAR RNA, rather than
its sequence, is critical for IN binding, as the deletion of one or both markedly decreased
IN binding affinity [8]. We wondered whether the shape of the peculiar apical stem-loop
of TAR (Figure 2A) could also be important. Therefore, we mutated the 4 nucleotides (nt)
stem between the bulge and the loop to change its length, as shortening or lengthening the
4 nt-stem is likely to tighten or loosen the TAR major groove by bringing the bulge and
the hexa-loop closer or further, respectively. We produced one TAR with 1 bp longer stem
(TAR-LS), two with progressively shorter stem TARs (TAR-SS and TAR-VSS) (Figure 2A),
and one without a stem (TAR-AS) (Supplementary Figure S3A). The EMSA assay showed
that IN-FLm was able to bind TAR-LS similarly to the wild-type TAR (Supplementary
Figure S3A, lanes A and B). On the contrary, shortening of the stem reduced IN-FLm
affinity for TAR (Supplementary Figure S3A, lanes C to E). Furthermore, we assessed the
binding behavior of IN-CTD and IN-CTD-ACT to TAR mutants with EMSA (Figure 2B).
As observed for the full-length protein, the affinity of IN-CTD for TAR mutants decreased
as the length of the stem was reduced (Figure 2B, lanes A to D). Surprisingly, the binding
ability of IN-CTD-ACT was not affected by the shortening of the TAR 4nt-stem (Figure 2B,
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lanes A’ to D’), suggesting that IN C-terminal tail senses the shape of the TAR RNA stem
in vitro.
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Figure 2. IN C-terminal tail sensing for TAR RNA apical stem-loop shape. (A) Structural model of
TAR RNA and mutated versions used in our study: TAR long stem (TAR-LS, the red font underlines
the added bases), TAR short stem (TAR-SS) and TAR very short stem (TAR-VSS). In order to verify
that each RNA mutant assumed the expected secondary structure each model was analyzed with
Fold WebServer [48,49]. (B) EMSA assay illustrating the interaction of IN-CTD and IN-CTD-ACT
with TAR wild type and mutants. The RNA substrates (50 nM) are labelled with 32P (black star)
and incubated with increasing concentrations of proteins (0; 100, 200, 400 and 800 nM) under the
conditions described in Section 4.

As a control, we studied the interaction of Tat with TAR, the cognate interacting
protein. We used a chemically synthesized full-length Tat protein (1-102 aa) to assess the
binding of the TAR mutants with an EMSA assay. Similarly to IN-CTD and consistently
with other in vitro and ex vivo information [52-55], the binding ability of Tat decreased
with stem shortening (Supplementary Figure S3B).

Overall, our results suggest that IN-CTD interacts with the apical stem-loop of TAR,
possibly with its major groove. This is consistent with the CLIP-seq data, which had
identified the TAR hexaloop as a major binding site for IN, and with a recently published
structural model of IN-CTD-ACT bound with TAR [8,56]. This is also consistent with cross-
linking SHAPE experiments published while this manuscript was under submission [57].

2.3. IN-CTD Deeply Affects the Structure of TAR Favoring Tat Interaction

In order to extend the binding analysis at the molecular level, the IN-TAR interaction
was probed by footprinting techniques. The 5’ radiolabelled TAR, alone or complexed
to a protein, was subjected to partial digestion using RNase T1 that cleaves the 3’ to an
unpaired guanine. As was consistent with previous results [58], under our conditions Tat-
bound TAR RNA formed a large complex and prevented the RNA digestion by the nuclease
(Figure 3A, lane 7). Concerning the interaction with IN fragments, the results shown in
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Figure 3A indicated that G34 and, to a lesser extent, G36 of TAR were protected in the
presence of IN-CTD (Figure 3A, lane 6). However, the binding of IN-CT and IN-CTD-ACT
did not protect these nucleotides from nuclease digestion (Figure 3A, lanes 4 and 5). This
suggested that the CT region is interacting with G34 and possibly with G36 located in
the TAR hexaloop and its junction with the 4-nt stem, but only when CT is part of the
whole domain (Figure 3A, lanes 4 to 6). To our surprise, we observed a prominent cleavage
following the residues at positions C41, U38, G32, and, to a lesser extent, G28, which was
induced by the binding of IN-CTD-ACT and IN-CTD even in the absence of a T1 nuclease
(Supplementary Figure S4A). This could reflect the presence of drastic structural constraints
on the apical stem-loop of TAR upon the binding of either IN-CTD-ACT or IN-CTD, which
leads to a spontaneous mechanical breakage/hydrolysis in the frame of our small TAR
RNA construct. No nuclease contamination has been observed in the protein solution

(Supplementary Figure S4B), and the data was reproducible.
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in the secondary structure of TAR RNA complexed with different fragments of IN and Tat.
5'-end radiolabeled TAR (34-mer) was incubated in the presence or absence of protein for 30 min at
37 °C prior to RNase T1 treatment, as described in experimental procedures. RNA fragments were
separated on a 15% denaturing polyacrylamide sequencing gel. Bands corresponding to certain T1
cleavage (at G bases) products are identified as position markers. Probing gel lanes are as follows:
(M) Ladder of two RNA transcripts of 33 and 20 nucleotides in length (lane 1); (AC(40) AH) alkaline
ladder of AC(40)-mer RNA (lane 2); TAR native (lane 3); TAR RNA complexes with IN-CT (lane 4);
IN-CTD-ACT (lane 5); IN-CTD (lane 6) and Tat (lane 7). Digestion patterns were mapped on TAR
secondary structure depicted on the right of the gel: circles identify nucleotides protected from
RNAse T1 digestion and arrows mark the RNA cleavage sites. Grey arrows indicated nonspecific
hydrolysis. The dimensions of arrows are proportional to the intensity of the band. (B) Real-time
measurements of protein-RNA interaction by Interferometry (BLItz® System instrument, FortéBio).
The 3’ biotinylated TAR (Bt-TAR) was first loaded on the streptavidin-coated biosensor for 120 s
(Bt-association) then the unbound RNA was washed for 30 s (wash). The sensor was absorbed in a
solution containing about 90 uM of IN protein for 200 s then incubated with different concentrations
of Tat (0.2, 0.5, 1 and 2 uM) for 200 s. (C) Analysis of interferometry shifts as a function of Tat
concentration (from data shown in Panel B). Data points were fitted with Hill equation: y = Bmax
X /Ky + (xn): Kp =43 £ 2.2 nM (R? = 0.99), n = 3 and Bmax = 0.57 #+ 0.02 nm for Tat/IN-CTD (red
curve) and Kp = 13 + 4.0 nM (R2 = 0.96) n = 5 and Bmax = 0.18 4 0.02 nm for Tat/IN-CTD-ACT
(blue curve). (D) BLI experiment to measure Tat binding to immobilized Bt-TAR RNA (green line) or
immobilized Bt-RNA(30)-mer (grey line). Data points were fitted with Michaelis-Menten equation.
Tat affinities are: Kp = 1.49 + 0.24 pM (R? = 0.99) for TAR; Kp = 3.84 + 0.77 uM (R? = 0.99) for
RNA(30)-mer. (E) BLI experiments as in B and C, but with immobilised RNA(30)-mer to test Tat
ability to displace IN-CTD or IN-CTD-ACT (see methods section for protocol). Data points were
fitted with Michaelis-Menten equation. Kp = 0.7 + 0.1 uM (RZ = 0.99) for Tat/IN-CTD (red) and
Kp = 0.87 + 0.2 uM (R? = 0.99) for Tat/IN-CTD-ACT (blue).

Altogether, the digestion patterns showing the protection of G34 and G36 by IN-CTD,
but not IN-CTD-ACT, as well as the evidence of the structural deformation of TAR induced
by the binding of both fragments, indicate that (i) IN-CTD binds to the TAR apical stem-
loop, (ii) IN-CTD modifies the structure of the RNA, (iii) and the CT exerts a specific role in
the interaction of IN-CTD with the TAR hexaloop and its junction with the stem.

The fact that CT binds TAR only in the IN-CTD context could reflect the necessity for a
distortion of TAR by the IN-CTD-ACT moiety to allow for the correct binding of CT to the
hexaloop. Interestingly, in a recent work, Liu and co-workers [57] studied the binding of
IN-FL to a whole HIV-1 5’UTR with crosslinking followed by SHAPE analysis. They found
the crosslinking site for IN-FL near our breakage site (C41, U38) at position C39. Moreover,
they also found an increased SHAPE reactivity of G32 indicating its greater exposure upon
IN-FL binding [57] as we could show for IN-CTD.

In order to understand whether the structural changes of TAR induced by IN binding
were affecting the affinity of Tat to TAR, we performed real-time binding experiments with
Bio-Layer Interferometry (BLI). We measured the interactions as follows (Figure 3B, upper
scheme). First, we immobilized biotinylated TAR RNA to a streptavidin-coated biosensor
and washed out the unbound RNA (Figure 3B, curve between 50 and 170 s and between
170 s and 200 s); then, we soaked the probe in solutions containing a large excess (more
than 10 times the Kp) of IN-CTD or IN-CTD-ACT (Figure 3B, ascendant curve between
200 and 400 s indicating positive interference and hence association). Afterwards, the
IN:TAR bound-biosensor was plunged in a solution containing Tat. Different concentrations
of Tat were analyzed each time on different probes prepared as described in the methods.
According to the experimental results in Figure 3B, a supplementary association of Tat on
the IN:TAR complex occurred as indicated by the second ascendant curve between 400 and
600 s (Figure 3B). Interestingly, this association was dose-dependent as demonstrated by
using increasing concentrations of Tat, between 0.2 and 2 uM (Figure 3B).
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In order to quantify this observation, we calculated the apparent Kp of Tat upon
the binding of IN (Figure 3C) and found that it was about 34.7 and 114.6 times lower in
presence of IN-CTD-ACT and IN-CTD, respectively (Figure 3C), compared to the Kp of
Tat measured in the same conditions for the naked RNA (Figure 3D and Supplementary
Figure S4C). Moreover, the binding kinetics of Tat on the IN:TAR complex is consistent with
a cooperative interaction (Figure 3C). Notably, the IN-CTD:TAR complex can accommodate
more Tat than IN-CTD-ACT:TAR, as indicated by the higher BMax (maximum wavelength
shift, Figure 3C). We performed the same BLI experiments coating the biosensor with the
biotinylated generic RNA(30)-mer used in the EMSA assay (Supplementary Figure S1B)
instead of TAR RNA, and we repeated the same protocol (Supplementary Figure S4D).
Indeed, there is a displacement, but, comparing the Kp of Tat binding to naked RNA(30)-
mer (Figure 3D) to the apparent KD after the binding of IN (Figure 3E), we observed a
decrease of only about 6 times. Moreover, the experimental points followed a hyperbolic
Michaelis—-Menten kinetics (Figure 3E) different from the cooperative sigmoidal Hill kinetics
observed for TAR (Figure 3C). Therefore, CT within IN-CTD enhances Tat binding to TAR
and makes the binding cooperative.

To prove that these results were not the consequence of a direct interaction between
IN-CTD and Tat, we performed a pulldown assay, which did not show protein—protein
interaction in these conditions (Supplementary Figure S5D).

We also performed the competition experiment by reversing the order of addition of
proteins (Supplementary Figure S5A); after TAR or RNA(30)-mer loading and wash, we
first incubated the probe with Tat (Supplementary Figure S5B,C ascendant curve between
200 and 400 s). Then, we added a large amount of IN-CTD or IN-CTD-ACT (Supplementary
Figure S5B,C, curve between 400 and 600 s). We did not observe any supplementary
association of IN to TAR upon Tat binding. Overall, these results suggest that there is no
competition between IN and Tat for TAR once Tat is bound first, nor a facilitating effect of
Tat for IN binding to TAR. Therefore, this supports our hypothesis that IN binding to TAR
precedes and facilitates Tat interaction.

2.4. Tat Competes with IN-CTD and Displaces It from TAR

To investigate the mechanism involved in Tat binding to the IN:TAR complex, we
also performed a dose-dependent competition EMSA (Figure 4A); we added increasing
concentrations of Tat to a preformed IN-CTD: or IN-CTD-ACT:TAR complex. Interestingly,
we observed a dose-dependent interference between Tat and IN-CTD for TAR binding
as demonstrated by the reappearance of free RNA at intermediate concentrations of Tat,
suggesting that the presence of Tat displaces IN from the TAR RNA (Figure 4A, lanes 4
and 5). This is further supported by the fact that this interference disappeared at saturating
concentrations of Tat, where displacement of IN would be complete and RNA uniquely
bound to Tat (Figure 4A, lane 6). Interestingly, no interference was observed at any concen-
tration of IN-CTD-ACT (Figure 4A, lanes 9 to 12), thus implying that the mechanism was
dependent on the presence of the CT tail.

Since the migration pattern of the EMSA assay cannot discriminate between IN-bound
and Tat-bound RNAs, we assessed whether the presence of Tat would modify the binding
of IN to 3’ biotinylated TAR with pull-down assays (Figure 4B). IN-CTD and IN-CTD-ACT
were efficiently co-precipitated (Figure 4B, lanes 1 and 5, respectively), whereas the addition
of increasing concentrations of Tat serially decreased their binding to TAR (Figure 4B, lanes
2 to 4 and 6 to 8, respectively), confirming our hypothesis of a displacement of IN by Tat
for TAR binding. Control experiments showed that Tat also interacted with TAR and was
not precipitated when biotinylated TAR was absent (Figure 4B, lanes 9 and 10). Very small
differences were detected between IN-CTD and IN-CTD-ACT during the TAR-pulldown
assay (Figure 4B) compared to the EMSA assay (Figure 4A). This is likely due to the higher
sensitivity offered by radioactivity labelling in EMSA, since nanomolar concentrations
of proteins and RNA were used. Altogether, these results suggest that IN facilitates the
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binding of Tat to TAR, especially in the presence of the CT region. This allows Tat to bind
TAR more efficiently until ultimately displacing IN from TAR.
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Figure 4. Tat competes against IN-CTD for TAR binding. (A) EMSA assay showing a dose-dependent
competition assay of Tat on IN-CTD/TAR or IN-CTD-ACT/TAR complexes. TAR (50 nM), labelled
with 32P (black star), was incubated with 16 fold molar excess of IN-CTD (800 nM, lanes 2-6) or
IN-CTD-ACT (lanes 8-12) with or without increasing concentration of Tat (25, 50, 100, 200 nM). Tat vs
IN-CTD is shown in lanes 3—-6 and IN-CTD-ACT in lanes 9-12. Control binding of Tat on TAR was also
performed using Tat alone (lanes 13-17). (B) Protein co-precipitation with 3’ end-biotinylated TAR
(Bt-TAR). IN-CTD (lanes 1-4) or IN-CTD-ACT (lanes 5 and 8) were mixed with increasing amount of
Tat (1, 2, 3 pg/sample; lanes 2, 3, 4 and 6, 7, 8) and incubated in a buffer containing 200 mM NaCl
before co-precipitation. Tat was incubated with Bt-TAR alone (lane 9) or TAR-free beads as a control
for unspecific binding (lane 10). Input (20% of total) and pull-down fractions were analyzed by 15%
SDS-PAGE followed by Coomassie blue staining.

3. Discussion

The 18 residue-long C-terminal tail of HIV-1 IN ensures several functions essential
for infectivity. A comprehensive understanding of its involvement in the various steps
of the infectious cycle is still lacking due to limited structural information and to the
pleiotropic effects caused by its mutations [23,26,59]. Here, we demonstrated that this
intrinsically disordered region of IN acts as a specific sensor for the peculiar structure of the
apical stem-loop of TAR RNA by directly interacting with its apical hexaloop. We probed
and quantified IN-TAR interaction by EMSA, nuclease digestion, and real-time bio layer
interferometry. Data analysis suggested that IN-CTD modified TAR conformation, leading
to an enhanced binding of Tat, especially when the CT region is present. Moreover, we
highlighted an interplay between Tat, IN, and TAR, where Tat is competing with IN-CTD
for TAR binding and is able to destabilize preformed IN-CTD:TAR complexes.

Mutations of TAR, aimed at altering the peculiar structure of the apical portion,
decreased the relative affinity of IN-CTD compared to IN-CTD-ACT, suggesting a role of
CT in the recognition of this portion of the TAR structure (Figure 2). Importantly, full-
length IN (FLAG-IN-FLm and His-IN-FL) presented the same trend of sensitivity for TAR
structural mutants (Supplementary Figure S3A). The presence of CT does not seem to
be associated with a selective specificity of IN for TAR in vitro, as IN-CTD could bind
efficiently to other structured RNAs regardless of the presence of CT. In particular, IN-CTD
interacts with polyA, DIS, and SD/¥ RNA elements of HIV-1 5’UTR (Figure 1D). This
is consistent with previous data in which IN interaction with all these gRNA elements
showed Kp values ranging from 3 to 90 nM [8]. The higher affinity previously observed
for the full-length IN [8] compared to IN-CTD measured in this work (Figure 1F and
Supplementary Figure S2B,C) could be due either to the presence of additional binding
sites in the 5’'UTR or within the NTD and CCD domains of full-length IN [8]. Thus, the CT
region can recognize a TAR RNA with the proper apical stem-loop conformation among



Int. ]. Mol. Sci. 2022, 23, 13742

11 0f 18

possible structurally defective TAR conformers, but it is not involved in the discrimination
between viral structured RNA regions. Interestingly, this behaviour of IN-CT reminds us of
that of p6, the C-terminal domain of HIV-1 Pr55Gag [60]. The Pr55GagAp6 mutant, deleted
from the p6 domain, showed no RNA binding specificity compared to the full-length
Pr55Gag, suggesting that the presence of this region is required for the specific binding of
Pr55Gag to DIS RNA within the 5UTR of HIV-1 genome [60].

Previous biochemical and structural studies have demonstrated that the unstructured
Tat Arginine-rich motif (ARM) penetrates the TAR major groove, which is made with
stem-bulge-stem-loop secondary structures and mostly interacts with the U-rich bulge
and nearby double-stranded regions (Supplementary Figure S6A; [39,61-63]). Despite its
absence in the CT of a motif comparable to the Arginine stretch of Tat, our results suggest
that the unstructured IN-CT region also binds the TAR major groove, but it does so through
the interaction with G34 and, to a lesser extent, G36 within the hexaloop (Figure 3A). This
could explain the lower affinity of IN-CTD for TAR mutants (Figure 2) where the G34 and
G36 positions are altered /affected. Interestingly, upon IN-CTD or IN-CTD-ACT binding to
TAR RNA, we observed an increased exposure of G32 of the hexaloop (Figure 3A). This
result is also supported by a very recent study published by Liu and co-workers [57], in
which a crosslinking-coupled SHAPE assay was used to probe the modifications induced
in the 5'UTR upon IN-FL binding [57]. In their experiments, G32 also presented a greater
reactivity after the binding of the HIV-1 IN-FL protein [57]. Moreover, SHAPE results
indicated that IN-FL binding increased G32 reactivity, increased backbone flexibility of the
apical loop of TAR, and increased crosslinking with C39 [57]. This observed flexibility could
explain the TAR breakage around C39 that we observed upon IN-CTD and IN-CTD-ACT
binding (namely U38 and C42, Figure 3A and Supplementary Figure S4A).

A complex of IN-CTD:TAR has been modelled following the IN-CTD:INI1183-304
structure based on the fact that the same 6 residues were engaged for the binding of IN-CTD
to both INI1 and TAR [8,56] (Supplementary Figure S6B). In this model, IN-CTD binds the
minor groove of the 4-nt apical stem of TAR. Noteworthy, the last C-terminal modelled
residue (D270), which immediately precedes the CT tail, is oriented towards the major
groove of TAR, which is consistent with our experimental hypothesis [56] (Supplementary
Figure S6B).

The interaction of IN with gRNA has been shown to be critical for a proper localization
of vRNP inside the protective capsid core [8,27,28,57]. In this context, TAR-selection is
exerted by the IN-CT of the mature protein (alone or together with NC); while in the
Pr160Gag-Pol precursor, this could be an additional mechanism to that of the Pr55Gag
protein interaction with the packaging signals (reviewed in [64]) to allow the selective
recruitment and encapsidation of the HIV-1 gRNA in the viral core.

Our data is also fully supported by recent in vivo evidence of the implication of IN in
proviral transcription at early times after integration and in a Tat-independent manner [35].
The authors of this work demonstrated that the mutation of four Lysine residues within the
IN-CTD was responsible for the reduction of proviral transcription [35]. Interestingly, the
same Lysine residues are involved in the binding of IN to the viral RNA [8,27].

Along the same line, our data indicates that IN interacts with the TAR RNA and
that this interaction favours the interaction of Tat to TAR. Indeed, the analysis of real-
time binding kinetics revealed that the affinity of Tat for TAR increased when the latter is
complexed with IN-CTD or IN-CTD-ACT beforehand (Figure 3B-E). This binding behaviour
and the cooperative kinetics seem specific for TAR RNA compared to generic RNAs
(Figure 3C-E). Moreover, our experiments suggest a temporal directionality of the binding
reaction; Tat can bind the IN-CTD/CTD-ACT:RNA complexes but IN-CTD/CTD-ACT
cannot bind Tat:RNA (Supplementary Figure S5). Therefore, based on our data, we propose
a temporal sequence for the interplay between IN, Tat, and TAR RNA in the early events of
proviral transcription from the LTR; first, IN-CTD binds TAR on the nascent RNA through
its C-terminal tail by contacting the apical stem-loop and, in particular, the hexaloop. This
interaction modifies the structure of TAR (Figure 3A), promoting Tat binding (Figure 3B,C),
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which finally displaces IN from the TAR RNA in order to boost transcription elongation
(Figure 4). Noteworthy, the competition of the Tat ARM with IN for TAR binding has also
been reported elsewhere [8].

4. Materials and Methods
4.1. Protein Expression and Purification

Construction of plasmid pET15b encoding N-terminal 6XHis tagged IN-CTD (aa
220-270) and IN-CTD-ACT (aa 220-288) were previously reported [33]. The IN-full length
(IN-FL) gene from pNL4-3 was cloned in a pPROEX-HTa vector in a frame with a 6XHis tag
at the N-terminus. All proteins were expressed in Escherichia coli BL21(DE3) Rosetta/pLysS
strain (Novagen, Sigma Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France). Cells were grown in
an LB medium supplemented with 10% (w/v) glucose, and protein expression was in-
duced at an optical density at 600 nm (OD600) of 0.6 with 1 mM IPTG (isopropyl-f3-d-
thiogalactopyranoside). Cells were incubated overnight at 18 °C under continuous shaking
then pelleted. The cell pellets were resuspended in a lysis buffer composed of 50 mM
Tris-HCl pH 8, 1 M NaCl, 20 mM imidazole, 0.1 mM EDTA, 2 mM (-mercaptoethanol,
and 10% (w/v) glycerol. Exclusively for bacterial lysis, the buffer was freshly supple-
mented with 2 M urea, 2 mM of Adenosine triphosphate (ATP), 5mM CHAPS (3-[(3-
cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate), and 1 tablet of Protease In-
hibitor Cocktail (ROCHE, cOmplete™). The preparation was sonicated for 120 s on ice,
then the resulting lysate was subjected to centrifugation at 11,000 x g for 1 h. The recovered
supernatant was then applied to a HisTrap™ Fast Flow Crude column (Cytiva Europe
GmbH, France) and purified by an AKTA pure system (Cytiva Europe GmbH, France).
The sample was first abundantly washed with a lysis buffer containing 100 mM imidazole
and 2 M NaCl, then the protein was eluted using a gradient up to 500 mM imidazole
in 10 column volumes. A second step of purification was carried out using a Superdex
7510/300 GL column (Cytiva Europe GmbH, France) with an isocratic elution carried out
with a storing buffer (50 mM HEPES pH 7.5, 1 M NaCl, 5 mM (-mercaptoethanol, and
5% glycerol). Mammalian FlagIN-FL (IN-FLm) was expressed in Baby Hamster Kidney
suspension cells (BHK21-C13-2P, Sigma Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France) using
a vaccinia virus expression system as previously described [45]. IN-CT peptide (YGKQ-
MAGDDCVASRQDED) and 101-residue long Tat protein of the primary isolate 133 of
HIV-1 were chemically synthesized [65,66]. This Tat has been biochemically characterized
and its full biological activity had been previously validated [67].

4.2. In Vitro RNA Synthesis, Purification, and Radiolabeling

We produced several RNAs as listed in Supplementary Table S1 using partially double-
stranded templates formed by the hybridization of the T7 promoter-containing DNA
oligonucleotides listed in Supplementary Table S2 and following the protocol detailed
in [68]. Templates for polyA, DIS, and SD/Psi RNAs were produced with PCR using a
PNL4-3 plasmid as a template and T7 promoter-containing primers. RNA was transcribed
with kit MEGAshortscript™ T7 (Thermo Fisher Scientific, Illkirch-Graffenstaden, France)
following the manufacturer’s instructions, de-phosphorylated using Alkaline Phosphatase
(New England Biolabs, Evry, France), and purified with phenol:chloroform:isoamyl alcohol
(25:24:1) extraction and ethanol precipitation. The 3’ biotinylated TAR and RNA 30-mer
(Supplementry Table S1) were chemically synthesized (Sigma Aldrich, Saint-Quentin-
Fallavier, France). RNA (50 pmol) was radiolabelled at the 5’ end using 10 units of T4
polynucleotide kinase (New England Biolabs) mixed to 3 uL of v32P-ATP (3000 Ci/mmol,
10 mCi/mL, Perkin Elmer, Villebon-sur-Yvette, France) for 1 h at 37 °C then purified on
denaturing 10% (w/v) polyacrylamide gel (29:1) as previously described [68]. Before use in
binding and structural studies, RNA was heated in a refolding buffer (20 mM HEPES pH
7.5,0.2 M NaCl, 2 mM MgCl,, 2 mM DTT) for 3 min at 95 °C followed by 40 min of slow
controlled cooling to room temperature and finally placed on ice.
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4.3. Electrophoretic Mobility Shift Assays (EMSA)

The electrophoretic mobility shift assays (EMSA) were performed as described in [69].
Samples were prepared by mixing a radiolabelled RNA with increasing concentrations of
proteins, as indicated, in a buffer containing 20 mM MES pH 6.0, 150 mM NaCl, 2mM DTT,
2 mM MgCly, 0.2 ug BSA, and 8% (v/v) PEG8000. The samples were incubated at 37 °C for
30 min before being resolved by native 6% polyacrylamide (19:1) gel electrophoresis in a
0.5x TAE (Tris acetate EDTA) buffer. Results were analysed by phosphorimaging using
ImageQuant software. IN-FLm was incubated for 2 h at 4 °C with the RNA substrate. For
the dose-dependent competition assay shown in Figure 4A, we used for all the samples
a constant saturating IN-to-TAR concentrations with an IN-to-TAR ratio per sample ex-
ceeding about ten times their respective Kp. Then, we added increasing concentrations
of Tat.

4.4. RNA Structural Probing

Enzymatic treatments were performed in 10 pL of the reaction mix containing 0.5 pmol
of 5 radiolabeled RNA, 0.2° ug of yeast tRNA, 1x Structure buffer (Thermo Fisher Scientific,
Ilkirch-Graffenstaden, France), and 0.01 U of RNase T1 (Thermo Fisher Scientific, Illkirch-
Graffenstaden, France). Incubation was done at 37 °C for 5 min. Reactions were stopped
by the addition of 40 uL of a quenching buffer composed of 10 mM HEPES pH 7.5, 1 mM
EDTA, and 3% SDS. Partial alkaline hydrolysis was performed as follows; 10 pL of reaction
mix containing 0.5 pmol of RNA, 1 ug of yeast tRNA, and 1x Alkaline Hydrolysis buffer
were incubated at 95 °C for 12 min then quenched with 2x denaturing loading buffer and
placed on ice. For RNA /protein complexes, 0.5 pmol RNA were previously incubated with
a 36 uM protein (final concentration) at 37 °C for 30 min then treated with RNase T1. After
quenching, samples were phenol extracted and ethanol precipitated. After recovering from
precipitation, all samples were run on a 15% sequencing polyacrylamide gel in 0.5x TBE.
(Tris Borate EDTA). Results were analysed by phosphorimaging.

4.5. Pulldown Assay

The pulldown assays were conducted as described before [68]. Briefly, proteins were
mixed in a binding buffer (40 mM HEPES pH 7.5, 2.5 mM MgCl,, 2 mM p-mercaptoethanol
and 5% glycerol) adjusting the final NaCl concentration to 150 mM. Samples were comple-
mented or not with 600 pmol of 3’ end-biotinylated TAR (Supplementary Table S1) in a final
volume of 30 pL, and incubated 30 min at 37 °C. To the mix were added 8 pL of magnetic
streptavidin beads (Dynabeads MyOne, Thermo Fischer Scientific, Illkirch-Graffenstaden,
France), and the mix was further incubated for 1h at 4 °C in a gentle rotation. The resin
was washed three times with 500 uL BB-200 (40 mM HEPES pH 7.5, 200 mM NaCl, 2.5 mM
MgCly, 2 mM B-mercaptoethanol and 10% glycerol) on ice and proteins were eluted with
an SDS loading buffer and analysed on a polyacrylamide 16% (37.5:1) SDS-PAGE. For the
Histidine pulldown assay, magnetic streptavidin resin was replaced with HisPur™ Ni-NTA
Magnetic Beads (Thermo Fischer Scientific, Illkirch-Graffenstaden, France) and protein
elution was done with a 0.5 M Imidazole containing buffer.

4.6. Bio-Layer Interferometry

For the Bio-Layer Interferometry (BLI) analysis, we used the BLItz platform (FortéBio).
For the high throughput experiments such as shown in Figure 1F and Supplementary
Figure S2C, we used the Octet RED96e System (FortéBio, Avantor, VWR, Fontenay-sous-
Bois, France). All measurements were performed in an assay buffer composed of 50 mM
HEPES pH 7.5, 200 mM NaCl, 2 mM (3-mercaptoethanol, 5% glycerol, 2 mM MgCl,, 1 uM
ZnSQOy4, and 0.5 M BSA. For the BLItz platform, we used Streptavidin (SA) Biosensors
(FortéBio, Avantor, VWR, Fontenay-sous-Bois, France), and for the Octet RED96e, we used
the Streptavidin (SAX) Biosensors (FortéBio, Avantor, VWR, Fontenay-sous-Bois, France)
that were hydrated for 10 min in an assay buffer then plunged in a solution containing
1 uM 3’ end-biotinylated TAR RNA in an assay buffer with a 1x RNAase inhibitor (RNA



Int. ]. Mol. Sci. 2022, 23, 13742

14 of 18

Secure, Invitrogen, Thermo Fischer Scientific, Illkirch-Graffenstaden, France) and 0.1 pM
BSA for the RNA loading step. A wash was performed after RNA loading. In the BLItz
experiment, the association of the protein to RNA was monitored in real-time for 200 s;
the hydrated biosensor tip was placed in a 1.5 mL black assay tube containing 200 pL of
the protein solution in an assay buffer as indicated. Afterward, a dissociation step or a
second association with Tat was performed for 200 s. Biosensors were discarded after each
measurement. All kinetic assays shown in Figure 1F and Supplementary Figure S2C were
performed using the Octet RED96e system and carried out using black 96-well plates, and
samples were diluted in a freshly prepared assay buffer and incubated at 37 °C with an
orbital shake. Association and dissociation steps were as in the BLItz experiments. Each
time, reference sensors and negative control sensors were included. Sensorgrams were
exported and data analysis was performed with KaleidaGraph software (Synergy Software,
Reading, PA, USA).

5. Conclusions

In this study, we have brought quantitative evidence to the role exerted by HIV-1
Integrase C-terminal domain (IN-CTD) as an RNA binding protein in the very first stages of
proviral transcription. In particular, we have shown that full length IN, despite its intrinsic
instability and independently of the post-transcriptional modifications (i.e., recombinantly
expressed in E. coli or in mammalian cells), binds TAR RNA (Figure 1 and Supplementary
Figure S1). The C-terminal domain (IN-CTD) also binds TAR RNA and the structured parts
of the HIV-1 5'UTR (Figure 1D) as the full length, indirectly proving that IN-CTD is indeed
the RNA-binding domain. Moreover, the last 18 residues of IN-CTD, which are predicted
to be unstructured, only slightly affect the affinity of IN-CTD for TAR (Figure 1F). On the
other hand, this same tail (IN-CT) is able to sense the shape of TAR RNA, in particular the
hexaloop, and to modify it by exposing specific nucleotides, namely G32, U38, and C41
(Figure 2) and by protecting G34 and G36, as it was seen in in vivo SHAPE experiments [52].
This modification is preparatory to Tat binding to the same TAR RNA. Interestingly, the
apparent affinity of Tat for TAR was about 115 times lower in the presence of IN-CTD and
about 35 times lower in the presence of IN-CTD-ACT. Moreover, Tat binding to IN/TAR
is cooperative (Figure 3). We further proved Tat competition and its ability to displace
IN-CTD from TAR by interferometry, EMSA, and pull-down assays.

Overall, our in vitro data complements the in vivo observations [34] and together con-
verge to the working model schematized in Figure 5, where IN-CTD selectively binds the
nascent TAR transcript hexaloop with its CT tail. This binding modifies the TAR structure,
facilitating its interaction with Tat, then Tat displaces IN and allows the subsequent trans-
activation of provirus transcription (Figure 5 bottom panel). This process is dynamic and
might also be modulated by the post-translational modifications of IN, by the interaction
with cellular partners, and/or by the chromatin remodeling processes.

Noteworthy, the structure of the HIV-1 intasome during the strand transfer process
revealed that the inner IN tetrameric core, which contacts both the viral and host DNA, is
surrounded by twelve other subunits [64,65] that might be available for other functions [11].
The structure of IN after strand transfer is not yet available, thus it is not possible to predict
whether the CTD is at disposal for transcription.

Finally, our data adds to studies demonstrating the pleiotropic role of IN in viral
packaging (reviewed in [27,52]), integration (reviewed in [9]), and early transcription [34]
via its protein-RNA interactions. The direct role of CT in TAR binding puts IN back centre
stage as a therapeutic target and opens the way to the development of a new generation
of therapeutics.
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Figure 5. Cartoon of the working Model proposed for the interplay of IN-CTD, Tat and TAR during
the early stage of HIV-1 proviral transcription. Once the integration has taken place, IN interacts with
nascent TAR transcript through its CTD, directly interacting with the major groove and the hexaloop,
thanks to its C-terminal tail. This binding induces TAR conformational changes, which promote the
interaction of Tat with its substrate. Afterwards, Tat displaces IN-CTD from TAR and recruits the
SEC complex in order to boost Pol II transcription.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https:
//www.mdpi.com/article/10.3390/ijms232213742 /s1.
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Supplementary Figure S1. A) SDS-PAGE Illustrating flag-tagged IN-FL expressed from mammalian
expression system, IN-FL, IN-CTD and IN-CTD-ACT from E. coli used in this study. B) Structural model (left
panel) of a weakly structured RNAo-mer used for EMSA assay (right panel) illustrating the interaction of
IN-FLm. The RNA substrate was incubated with increasing concentrations of proteins (0; 100; 200; 400 uM)
for 30 minutes at 37°C in binding buffer as indicated in experimental procedures. C) EMSA assay indicating

the binding of IN-FL produced in E.coli to TAR substrate.
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Supplementary Figure S2. A) Sequence alignment of Lentivirus IN proteins. Amino acid sequences were

obtained from the HIV database compendium (http://www.hiv.lanl.gov/), aligned using Clustal Omega

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msalclustalo/) and analysed by ESPript 3.0 Web server (65). Secondary
structure elements were presented on top of the alignment (helices with squiggles, strands with arrows and
turns with TT letters). Red shading indicates sequence identity and boxes indicate sequence similarity,
according to physic-chemical properties. HIV - Human Immunodeficiency virus, SIV - Simian
immunodeficiency virus, FIV - feline immunodeficiency virus, MVV - Maedi visna virus, EIAV - equine
infectious anemia virus. B) EMSA assay illustrating the interaction of IN-CTD and IN-CTD-ACT with TAR



RNA. The RNA substrates (50 nM) are labelled with 32P (black star) and incubated with increasing
concentrations of proteins (0; 100, 200, 400 and 800 nM) under the conditions described in ‘Materials and
Methods’ section. C) Real-time sensorgrams of the BLI experiment relative to experiment shown in Figure
1F, showing the interaction of IN-CTD and IN-CTD-ACT with 5-biotinylated TAR RNA. Association and
dissociation curves are obtained for different protein concentrations 1.8, 2.7, 5.4, 8.1, 16.2 and 32.5 uM, at
37°C in a buffer containing 200 mM NaCl.

Supplementary Figure 3
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Supplementary Figure S3. A) EMSA assay illustrating the binding of IN-FLm to TAR wild type and mutants.
Increasing concentrations of IN-FLm were added to 5’-end radiolabelled TAR RNA and treated as indicated
in 'Materials and Methods’ paragraph. B) EMSA assay showing the interaction of Tat protein (0, 100, 200,
400 nM) with TAR mutants (50 nM) showed in Figure 2A. C) Graph showing the fractions of RNA bound by
Tat as a function of Tat concentration. Detection, quantification, and data analysis were carried out as
described in Figure 2C.
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Supplementary Figure S4. A) RNA-denaturing gel showing the effect of IN-CTD and IN-CTD-ACT on TAR

structure in the absence of RNAse T1. Radiolabelled TAR RNA was incubated with IN truncations in the



same conditions used in Figure 3A. Bands corresponding to spontaneous cleavage in the presence IN-CTD
and IN-CTD-ACT are identified as position markers. Gel lanes are as follows: (M) Ladder of two RNA
transcripts of 33 and 20 nucleotides in length (lane 1); (ACu0)-AH) alkaline ladder of ACuo)-mer RNA (lane
2); TAR RNA; TAR RNA incubated with IN-CTD-ACT (lane 4) and IN-CTD (lane 5). Digestion patterns were
mapped on TAR secondary structure depicted on the right of the gel by arrows. B) Denaturing RNA gel
showing the absence of nucleases in protein samples used for experiments of Figure 3A and Supplementary
Figure 4A. The linear ACuo-mer RNA was incubated with indicated protein preparations in the same
conditions used for probing experiments: (ACwo0)-AH) alkaline ladder of ACuo)-mer RNA (lane 1); (M) Ladder
of three RNA transcripts of 25, 22 and 19 nucleotides in length (lane 2); (ACwuo)) native ACuo-mer RNA; TAR
RNA incubated with IN-CT (lane 4), IN-CTD-ACT (lane 5); IN-CTD (lane 5) and Tat (lane 6). C)
Interferometry sensorgrams of protein-RNA interaction used to calculate the equilibrium dissociation
constants of Figure 3E. Bt-RNA@o-mer was first loaded on the streptavidin-coated biosensor for 120 s (Bt-
RNA@s0-mer loading) then the unbound RNA was washed for 30 s (wash). The sensor was dipped in a
solution containing 90 uM of IN protein for 200 s then incubated with different concentrations of Tat (0.2, 1
and 2 yM) for 200 s. D) Interferometry sensorgrams to measure the affinity of Tat for immobilized Bt-TAR
RNA (upper panel) and Bt-RNA@o-mer (lower panel). The graph shows the real-time association and

dissociation kinetics at different Tat concentrations.
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Supplementary Figure S5. A) Schematic illustration of the steps performed during real-time binding
experiments by BLI. First, we immobilized Bt-TAR or Bt-RNAoy-mer to streptavidin-coated biosensor and
washed out the unbound RNA. Then we soaked the probe in a solution containing Tat. Afterwards, the
Tat:RNA bound-biosensor was dipped in a solution containing either IN-CTD or IN-CTD-ACT. B)
Sensorgram showing the association of Tat (32.2 uM) to Bt-TAR (first rising curve between 200 and 400 s).
Then the sensor was dipped in a solution containing 32.2 uM of either IN-CTD or IN-CTD-ACT for 200 s
(curve between 400 and 600 s). C) Sensorgrams to measure the association of Tat (2 uM) to Bt-RNA@0)-
mer (first rising curve between 200 and 400 s). Then the sensor was dipped in a solution containing 90 yM
of either IN-CTD or IN-CTD-ACT for 200 s (curve between 400 and 600 s). D) Histidine pull-down assay
using His-tagged IN-CT and IN-CTD-ACT. Tagged IN truncations were mixed with Tat and incubated in a
buffer containing 200 mM NaCl before co-precipitation. Input (20% of total) and pull-down fractions were

analysed by 15% SDS-PAGE followed by Coomassie blue staining.

Supplementary Figure 6
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Supplementary Figure S6. A) Solution NMR structure of TAR (black) bound to Tat RBD (green) deposited
with PDB code: 6MCE from (Pham et al. 2018). B) Structural model of IN-CTD-ACT/TAR complex from
(Dixit et al. 2021).



Supplementary Table1

Table S1  RNAs used in this study
Name Sequence (5’-3’) Oligonucleotides and RNA
synthesis

AG5-mer gggagagagagagagagagagagagagagagagagagagagagagagaga FF48/FF54 hybridization
RNA5,-mer cguccaucuggucaucuagugauaucaucg chemically synthesized
TAR gggucucucugguuagaccagaucugagccugggageucucuggcuaacuagggaacce | FF90/FF135 hybridization
polyA gggcacugcuuaagccucaauaaagcuugccuugagugcuucaaguagug FF155/FF 156 — PCR from pNL4-3
DIS gggcucggcuugcugaagcgcgcacggcaagaggcegag FF157/FF158 — PCR from pNL4-3
SD/¥ gggcgacuggucaguacgccaaaaauuuugacuagcggaggcuagaaggag FF159/FF160 — PCR from pNL4-3
TAR-LS gggucucucugguuagaccagaucugagcgcugggacgcucucuggcuaacuagggaac | FF91/FF136 hybridization

cc
TAR-SS gggucucucugguuagaccagaucugagcugggacucucuggcuaacuagggaacce FF92/FF137 hybridization
TAR-VSS Gggucucucugguuagaccagaucugagcgcucucuggcuaacuagggaacce FF93/FF138 hybridization
Bt-TAR gggccagaucugagccugggagcucucuggecc chemically synthesized
AC (40) acacacacacacacacacaca chemically synthesized

Supplementary Table S1. RNA substrates used in this study




Supplementary Table 2

Table S2 DNA Oligonucleotides used to produce RNA substrates

Name Sequence (5’-3’)

FF48 | AAATAATACGACTCACTATAGGG

FF54 | CTCTCTCTCTCCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTATTT
FF135 | AAATAATACGACTCACTATAGGGTCTCTCTGGTTAGACCAGATCTGAGCCTGGGAGCTCTCTGGCTAACTAGGGAACCC
FFO0 | GGGTTCCCTAGTTAGCCAGAGAGCTCCCAGGCTCAGATCTGGTCTAACCAGAGAGACCCTATAGTGAGTCGTATTATTT
FF136 | AAATAATACGACTCACTATAGGGTCTCTCTGGTTAGACCAGATCTGAGCGCTGGGACGCTCTCTGGCTAACTAGGGAACCC
FF91 | GGGTTCCCTAGTTAGCCAGAGAGCGTCCCAGCGCTCAGATCTGGTCTAACCAGAGAGACCCTATAGTGAGTCGTATTATTT
FF137 | AAATAATACGACTCACTATAGGGTCTCTCTGGTTAGACCAGATCTGAGCTGGGACTCTCTGGCTAACTAGGGAACCC

FF92 | GGGTTCCCTAGTTAGCCAGAGAGTCCCAGCTCAGATCTGGTCTAACCAGAGAGACCCTATAGTGAGTCGTATTATTT
FF138 | AAATAATACGACTCACTATAGGGTCTCTCTGGTTAGACCAGATCTGAGCGCTCTCTGGCTAACTAGGGAACCC

FF93 | GGGTTCCCTAGTTAGCCAGAGAGCGCTCAGATCTGGTCTAACCAGAGAGACCCTATAGTGAGTCGTATTATTT

FF155 | AMATAATACGACTCACTATAGGGCACGCAAGCCCAAAAAAGCGCCGAGGCCAAAGAGG

FF156 | cCTCTTTGGCCTCGGCGCTTTTTTGGGCTTGCGTGCCCTATAGTGAGTCGTATTATTT

FF157 | AAATAATACGACTCACTATAGGGCTCGGCTTGCTGAAGCGCGCACGGCAAGAGGCGAG

FF158 | cTCGCCTCTTGCCGTGCGCGCTTCAGCAAGCCGAGCCCTATAGTGAGTCGTATTATTT

FF159 | AAATAATACGACTCACTATAGGGCGACTGGTGAGTACGCCAAAAATTTTGACTAGCGGAGGCTAG

FF160

CTAGCCTCCGCTAGTCAAAATTTTTGGCGTACTCACCAGTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTATTT

Supplementary Table S2. DNA oligonucleotides used to produce the RNA substrates.
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VI.1. Etude de I’interaction entre IN-CTD, le complexe P-TEFb et ’ARN TAR

Une question historique est encore sans réponse aujourd’hui : comment Tat, qui n’est ni internalisée
dans les virions ni exprimée avant la transcription provirale, peut recruter le complexe P-TEFbD et induire
I’¢longation ? La théorie la plus raisonnable est I’existence d’une transcription basale qui permet de
synthétiser Tat (Rampalli et al., 2003). Deux questions se posent aujourd’hui suite a la découverte de
I’implication d’IN-CTD dans la transcription provirale (Winans et Goff, 2020) et suite a nos travaux :
est-ce qu’en absence de Tat, le CTD est capable de recruter le complexe d’¢élongation de la transcription ?
Et dans ce cas, est-ce que le complexe recruté est actif et permet d’activer 1’¢longation de la
transcription provirale ? (Figure 56)

J’ai essayé de répondre a ces questions, et pour cela j’ai produit les protéines recombinantes du complexe
d’¢élongation, la cycline T1 et la CDK9, pour étudier leur mécanisme d’interaction avec I’ARN TAR et
IN-CTD.

P-TEFb

S~

W\

Complexe
TAR:IN-CTD:CycT1

Figure 56. Représentations des problématiques soulevées par I’article de recherche Rocchi, Louvat et
al., 2022.

Nos précédents travaux sur le mécanisme d’interaction d’IN-CTD avec I’ARN TAR ont montré que la
liaison d’IN-CTD modifie la structure de I’ARN TAR en exposant la G32 (Rocchi, Louvat et al., 2022)
(figure 57). Or, ce nucléotide est impliqué dans I’interaction entre I’ARN TAR et le TRM de la cycline
T1 (Schulze-Gahmen et al., 2018) (figure 58). La base du nucléotide G32 établit des contacts avec le
résidu Trp258 ; les résidus Arg251, Arg254 et Arg259 interagissent avec le squelette phosphate-ribose
des nucléotides G32 et G33 ; et le résidu Cys261 coordonne I’ion Zn*" requit pour I’interaction avec Tat.
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Figure 57. Schéma illustrant les modifications de la structure de I’ARN TAR suite a la liaison d’IN-
CTD-ACT ou IN-CTD par une expérience d’empreinte a [’ARN (Rocchi, Louvat et al., 2022). Le point
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correspond au nucléotide protégé de la digestion par la RNAse T1 et les fleches représentent les sites
de cassure de I’ARN.

Figure 58. Structure du complexe TAR:Tat:Cycline T1:CDK9 obtenu par Schulze-Gahmen et al., 2018
(code PDB : 6CYT).

Dans le contexte de la transcription provirale, nous avons essayé de comprendre les mécanismes
d’interaction entre le complexe d’¢longation de la transcription comprenant la cycline T1 et la CDK9
avec IN-CTD et ’ARN TAR. Dans ce but, j’ai produit les protéines recombinantes comme décrit dans
le chapitre Matériel et Méthodes (voir chapitres XII.1.2, XII.1.3 et XII.1.4).

VI.1.1. Purification de la protéine recombinante GST-cycline T1

La purification de GST-cycline T1 se fait par une étape de chromatographie d’affinité en « batch ». Les
fractions d’¢lution sont contrdlées par une électrophorése sur gel de polyacrylamide en condition
dénaturante. La protéine GST-cycline T1 a une masse moléculaire de 61 kDa. Ainsi, en regardant le gel
de polyacrylamide ou ont été chargés les fractions d’¢lution (figure 59), on peut voir que la protéine est
¢luée dans les deux premicéres fractions d’élution. Ces fractions d’¢lution ont été conservées pour des
expériences fonctionnelles.

Lavage Elution

kDa M L FT

— GST-cycline T1
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Figure 59. SDS-PAGE (« sodium dodecyl! sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis ») 15% sur les
fractions de la purification de GST-cycline T1 avec une résine Gluthatione Sepharose 4B (M : marqueur
de masses moléculaires ; L : lysat ; FT : fraction non retenue). Les fractions encadrées en rouge sont
celles qui ont été conservées pour la suite des manipulations. Les numéros des fractions de lavage et
d’élution controlés sont précisés sur le gel.

VIL1.1. Purification de la protéine recombinante his-cycline T1

Afin d’¢étudier plus en détail les mécanismes d’interaction impliquant IN-CTD pendant les premicres
étapes de la transcription provirale, la cycline T1 a été clonée dans un plasmide avec une étiquette
histidine pour avoir une protéine plus proche du contexte physiologique et pouvoir étudier son
interaction avec IN-CTD en présence de CDKO9.

La purification de his-cycline T1 se fait par une étape de chromatographie IMAC (« immobilized metal
ion affinity chromatography »). Un pic d’¢lution est observé a 220 mM imidazole sur le
chromatogramme (figure 60, a gauche). Une analyse par SDS-PAGE est réalisée pour confirmer
I’identité des espéces séparées lors de la chromatographie. La protéine recombinante his-cycline T1 a
une masse moléculaire de 32 kDa. Ainsi, en regardant le gel de polyacrylamide ou ont été chargés les
échantillons, on peut déterminer que la protéine d’intérét a été surproduite (fraction du lysat).

La protéine surexprimée présente une migration aberrante d’aprés le marqueur de masse moléculaire
(figure 60, a droite). En effet, au lieu de migrer comme une protéine de 32 kDa, elle migre comme une
protéine de 25 kDa. Des contaminants sont également élués avec la protéine d’intérét au début du pic
d’¢lution. Les fractions encadrées en rouge, correspondant au milieu et a la fin du pic, ont été conservées
pour des expériences fonctionnelles.
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Figure 60. A gauche, chromatogramme de la purification de his-cycline T1 sur une colonne HisTrap
crude 5 mL. Représentation de [’absorbance en unité arbitraire (mAU) en _fonction du volume d’élution
en mL. La courbe en bleue correspond a la mesure de ['absorbance a 280 nm et celle en violet a la
mesure de ['absorbance a 260 nm. Le tracé vert correspond au pourcentage de tampon d’élution. A
droite, SDS-PAGE 12% sur les fractions de la purification de his-cycline T1 sur colonne HisTrap (M :
marqueur de masses moléculaires ; L : lysat ; FT : fraction non retenue ; W : fraction de lavage). Les
fractions encadrées en rouge sont celles qui ont été conservées pour la suite de la purification. Les
numéros des fractions d’élution controlées sont précisés sur le gel.

VI.1.2. Expression et purification de la protéine recombinante CDK9-his

En paralléle a la production de la protéine recombinante his-cycline T1, j’ai essayé de produire la
protéine recombinante CDK9-his. La purification de CDK9-his se fait de la méme maniere que pour la
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protéine his-cycline T1. Plusieurs pics d’élution sont observés sur le chromatogramme (figure 61, a
gauche). Un premier pic est observé au commencement du gradient d’élution puis un second pic est
observé a 130 mM imidazole. CDK9-his a une masse moléculaire de 41 kDa. Ainsi, en regardant le gel
de polyacrylamide ou ont été chargés les échantillons (figure 61, a droite), notamment le lysat et les
fractions d’élution, on peut voir qu’aucune bande ne correspond a une protéine surexprimée a cette taille.
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Figure 61. A gauche, chromatogramme de la purification de CDK9-his sur une colonne HisTrap crude
5 mL. Représentation de ’absorbance en unité arbitraire (mAU) en fonction du volume d’élution en mL.
La courbe en bleue correspond a la mesure de I’absorbance a 280 nm et celle en violet a la mesure de
[’absorbance a 260 nm. Le tracé vert correspond au pourcentage de tampon d’élution. A droite, SDS-
PAGE 12% sur les fractions de la purification de CDK9-his sur colonne HisTrap (M : marqueur de
masses moléculaires ; L : lysat ; FT : fraction non retenue ; W : fraction de lavage). Les numéros des
fractions d’élution controlées sont précisés sur le gel.

Afin de réussir a purifier la protéine d’intérét, une co-lyse de culots bactériens ayant surexprimés
séparément his-cycline et CDK9-his est réalisée en condition native. Par la suite une purification IMAC
est réalisée.

Sur le chromatogramme (figure 62, a gauche), un pic majoritaire d’élution est observé a 220 mM
imidazole, ce qui correspond a la concentration d’imidazole a laquelle est ¢luée his-cycline T1 d’apres
les résultats précédents. En effet, en regardant le gel de polyacrylamide ou ont été chargés les fractions
d’¢élution (figure 62, a droite), on peut voir lorsqu’on contrdle ce pic que la protéine éluée correspond a
his-cycline T1. Cependant, on n’observe pas de bande correspondante a la protéine CDK9-his dans les
fractions d’¢lution. Une bande intense en comparaison aux autres bandes dans la fraction du lysat a une
masse moléculaire de 41 kDa pourrait correspondre a CDK9-his surexprimée. Ainsi, une hypothese
serait que CDK9-his est présent dans les corps d’inclusion de la bactérie et n’est pas solubilisée dans
nos conditions natives.
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Figure 62. A gauche, chromatogramme de la purification d’un co-lysat en condition native de culots
bactériens exprimant his-cycline T1 et CDK9-his sur une colonne HisTrap crude 5 mL. Représentation
de I’'absorbance en unité arbitraire (mAU) en fonction du volume d’élution en mL. La courbe en bleue
correspond a la mesure de [’absorbance a 280 nm et celle en violet a la mesure de [’absorbance a 260
nm. Le tracé vert correspond au pourcentage de tampon d’élution. A droite, SDS-PAGE 12% sur les
fractions de la purification d 'un co-lysat en condition native de culots bactériens exprimant his-cycline
T1 et CDK9-his sur colonne HisTrap (M : marqueur de masses moléculaires ; L : lysat ; FT : fraction
non retenue). Les numéros des fractions d’élution contrélées sont précisés sur le gel.

Une expérience de co-lyse a partir de culots bactériens ayant surexprimé séparément his-cycline et
CDKO9-his est ensuite répétée mais en condition dénaturante.

Sur le chromatogramme de purification (figure 63, a gauche), un pic majoritaire d’élution est observé a
200 mM imidazole, ce qui correspond a une concentration d’imidazole légérement plus faible que celle
pour laquelle est éluée his-cycline T1 d’apreés les résultats précédents. En effet, en regardant le gel de
polyacrylamide ou ont été chargés les fractions d’élution (figure 63, a droite), on peut voir lorsqu’on
contrdle ce pic que la protéine éluée est bien his-cycline T1. Cependant, a nouveau on n’observe pas de
bande correspondante a la protéine CDK9-his dans les fractions d’élution. Une bande plus intense a une
masse moléculaire de 41 kDa est de nouveau observé.

Ainsi, une partie de CDK9-his est présent dans le lysat bactérien dans des conditions de co-lyse en
condition dénaturante, mais la protéine n’est pas retrouvée dans les fractions d’élution ce qui était
également le cas lors de la co-lyse en condition native (figure 62, a droite). Une autre partie de CDK9-
his est présente dans les corps d’inclusion de la bactérie, car observée dans le culot, et n’est pas
solubilisée dans nos conditions dénaturantes. Pour la suite, puisque je n’arrive pas a extraire
complétement CDK9-his des corps d’inclusion et a la purifier, j’ai décidé d’optimiser les conditions
d’expression comme décrit par Leopoldino ef al. (2006) en rallongeant les temps d’incubation avec des
températures plus basses et une concentration d’inducteur moindre.
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Figure 63. A gauche, chromatogramme de la purification d’un co-lysat en condition dénaturante de
culots bactériens exprimant his-cycline Tl et CDK9-his sur une colonne HisTrap crude 5 mlL.
Représentation de I’absorbance en unité arbitraire (mAU) en fonction du volume d’élution en mL. La
courbe en bleue correspond a la mesure de I’absorbance a 280 nm et celle en violet a la mesure de
[’absorbance a 260 nm. Le tracé vert correspond au pourcentage de tampon d’élution. A droite, SDS-
PAGE 12% sur les fractions de la purification d’un co-lysat en condition dénaturante de culots
bactériens exprimant his-cycline Tl et CDK9-his sur colonne HisTrap (M : marqueur de masses
moleculaires ; C : culot ; L : lysat ; FT : fraction non retenue). Les numéros des fractions d’élution
controlées sont précisés sur le gel.

VI.1.3. Etude de I’interaction entre IN-CTD, la cycline T1 et ’ARN TAR-bt par co-
précipitation

Dans le contexte de la transcription provirale, nous avons essay¢ de comprendre les mécanismes
d’interaction entre le complexe d’élongation de la transcription comprenant la cycline T1 et la CDK9
avec IN-CTD et I’ARN TAR. Dans ce but, j’ai réalisé une co-précipitation de I’ARN TAR avec ces
protéines en utilisant des billes streptavidine comme décrit dans le chapitre Matériel et Méthodes (voir
chapitre XIL5.2).

Le gel « input » permet de vérifier que toutes les protéines sont présentes dans les bonnes concentrations
(figure 64). Ensuite, en comparant les bandes entre le gel « input » et le gel d’élution, nous voyons que
his-IN-CTD-ACT ou his-IN-CTD interagit bien avec I’ARN TAR-bt (puits 1 et 2). Ce n’est pas le cas
de GST-cycline T1 qui n’est pas présente dans la fraction ¢luée (puits 3). Cependant, en présence de
his-IN-CTD-ACT ou his-IN-CTD, GST-cycline T1 est présente sur le gel d’élution et interagit avec
I’ARN TAR (puits 4 et 5). Ainsi, la cycline T1 ne lie pas I’ARN TAR mais interagit avec les complexes
IN-CTD-ACT:TAR ou IN-CTD:TAR. Le CT d’IN-CTD ne semble pas €tre nécessaire pour cette
interaction, puisqu’il n’y a pas de différence significative observée entre IN-CTD-ACT et IN-CTD (puits
4 et 5).

Le dernier puits est un contrdle négatif, qui permet de s’assurer que les protéines n’interagissent pas
aspécifiquement avec les billes streptavidine (puits 6). Pour éviter les interactions aspécifiques, des tubes
spécifiques Protein LoBind® (Eppendorf) sont utilisés pour les réactions et les étapes de lavage sont
réalisées avec un tampon de lavage contenant 10 mM d’imidazole.
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Figure 64. Expérience de co-précipitation avec I’ARN TAR-bt. Gel « Input ». L’ARN biotinylé est
incubé avec les protéines seules : his-IN-CTD-ACT (puits 1), his-IN-CTD (puits 2), GST-cycline T1
(puits 3) ; ou ensemble : his-IN-CTD-ACT + GST-cycline T1 (puits 4) et his-IN-CTD + GST-cycline Tl
(puits 5). Un controle négatif sans ARN est réalisé en incubant les trois protéines étudiées (puits 6). Ces
échantillons sont controlés par SDS-PAGE 15%. Gel Elution. Des billes streptavidine sont ajoutées et
apres plusieurs lavages, les protéines interagissant avec TAR-bt sont éluées et contrdlées par SDS-
PAGE 15%. Les numéros des puits sont précisés en bas du gel d’élution.

VII. Partie structurale

Aucune structure d’IN avec de I’ARN n’a été résolue a ce jour. Afin de mieux caractériser la formation
de ce complexe au cours de la morphogénése et de la transcription provirale, des études structurales sur
IN:ARN sont menées dans 1’équipe.

Comme expliqué précédemment, I’IN est une protéine modulaire ce qui rend difficile la cristallisation
de la protéine entiere. Pour cela, j’ai travaillé uniquement sur le domaine CTD impliqué dans
I’interaction avec I’ARN. Toutefois, des études précédentes menées au laboratoire avec un fragment de
I’ARN TAR n’avaient pas permis d’obtenir des cristaux. J’ai donc construit une chimere de ’ARN TAR
sur un ¢échafaudage d’ARNt (figure 65), que j’ai ensuite produite en systéme bactérien comme décrit
dans le chapitre Matériel et Méthodes (voir chapitres XI1.6.3 et XIL.3.2). Cette méthode permet
d’obtenir une grande quantité homogeéne d’ARN (Ponchon et Dardel, 2007). De plus, 1’échafaudage
d’ ARNt permet de protéger I’ARN de I’action des nucléases.
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Figure 65. Modéle des structures secondaires de [’ARN chimérique minoTAR obtenu avec RNAfold web
server avec NG = -37,74 kcal/mol.

VIIL.1. Purification de I’ARN chimérique minoTAR

La purification de cet ARN chimérique, que nous avons appelé minoTAR, se fait par une premiére étape
de chromatographie sur une colonne échangeuse d’anions. Sur le chromatogramme (figure 66, a gauche),
trois pics d’élution sont observés a 260 nm : le premier est au commencement du gradient d’élution, le
deuxiéme a 220 mM NacCl, et le troisiéme, plus large, est a 530 mM NaCl. Pour confirmer 1’identité des
especes séparées lors de la chromatographie, une électrophorése d’ARN sur gel de polyacrylamide en
condition dénaturante est réalisée. L’ARN minoTAR a une taille de 79 nucléotides. En regardant le gel
de polyacrylamide ou ont été chargé les fractions d’élution (figure 66, a droite), on peut voir que les
deux premiers pics correspondent a I’¢élution de nucléotides ou d’ARN trop petits qui ont migré hors du
gel. Les fractions d’¢élution 14 & 18 du troisieéme pic correspondent a 1’élution de I’ARN minoTAR avec
le moins de contaminants, tandis que les fractions d’¢lution de la fin du troisiéme pic (fractions 19 a 26)
contiennent essentiellement des contaminants. Les fractions d’élution de I’ARN minoTAR avec le
moins de contaminants sont donc conservées et purifiées par la suite par une chromatographie SEC
(« size-exclusion chromatography »).
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Figure 66. A gauche, chromatogramme de la purification de I’ARN chimériqgue minoTAR sur une
colonne HiTrapQ-XL 5 mL. Représentation de [’absorbance en unité arbitraire (mAU) en fonction du
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volume d’élution en mL. La courbe en bleue correspond a la mesure de [’absorbance a 280 nm et celle
en rouge a la mesure de 'absorbance a 260 nm. Le tracé vert correspond au pourcentage de tampon
d’élution et le tracé marron a la conductivité. A droite, électrophorése en condition dénaturante sur un
gel de polyacrylamide 10% a partir des fractions de la purification de I’ARN minoTAR sur colonne
HiTrapQ-XL (A4 : échantillon avant l'injection sur la colonne de purification ; FT : fraction non retenue).
Les numéros des fractions d’élution contrdlées sont précisés sur le gel.

La seconde étape de purification de I’ARN minoTAR est réalisée sur une colonne Superdex 75 Increase
10/300 GL. Trois pics sont observés sur le chromatogramme (figure 67, a gauche) a 8,77 mL, 11,63 mL
(un 1éger épaulement) et 13,26 mL. Ces volumes d’¢lution correspondent a des masses moléculaires
respectives de 108 kDa, 49 kDa et 31 kDa d’apres la calibration de la colonne Superdex 75 Increase
10/300 GL (Annexes, figure 93).

Afin de mieux caractériser ces trois pics, une électrophorése d’ARN dans un gel de polyacrylamide en
condition dénaturante est réalisée (figure 67, a droite). Le puits 1 contenant la fraction avant la
chromatographie SEC est un témoin positif qui confirme la présence de I’ARN minoTAR avant la
purification. Le premier pic d’élution et le deuxiéme correspondent a 1’élution majoritaire de
contaminants avec un peu d’ARN d’intérét, tandis que I’ARN d’intérét est ¢lué majoritairement dans le
troisieme pic d’¢lution avec quelques contaminants.

Ce résultat est cohérent avec la masse moléculaire de 26 kDa de ’ARN minoTAR, et le troisiéme pic
d’élution est conservé pour des expériences structurales.
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Figure 67. A gauche, chromatogramme de la purification de I’ARN minoTAR sur une colonne Superdex
75 10/300 GL. Représentation de ['absorbance en unité arbitraire (mAU) en fonction du volume
d’élution en mL. La courbe en bleue correspond a la mesure de [’absorbance a 280 nm et celle en violet
a la mesure de I’absorbance a 260 nm. Le tracé vert correspond au pourcentage de tampon d’élution et
le trace orange a la conductivité. A droite, électrophorése en condition dénaturante sur un gel de
polyacrylamide 15% a partir des fractions de la purification de I’ARN minoTAR sur une colonne
Superdex 75 10/300 GL (A : échantillon avant l'injection sur la colonne Superdex 75 10/300 GL ; M :
marqueur de taille). Les numéros des fractions d’élution controlées sont précisés sur le gel.

Avant de réaliser des essais de cristallogenése avec I’ARN minoTAR, il est indispensable que I’ARN
soit le plus pur possible. Pour cela, une purification de ’ARN sur gel est ensuite réalisée selon les
conditions décrites dans le chapitre Matériel et Méthodes (voir chapitre XI1.3.3). Deux modes d’¢lution
ont été comparés pour optimiser la qualité et la quantité d’ARN récupéré apres purification. Il s’agit de
I’¢lution par diffusion (figure 68, a gauche) et de I’¢électro-¢lution (figure 68, a droite).
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Dans le cas de I’¢lution par diffusion, 1’échantillon avant la purification sur gel contient des
contaminants puisqu’il y a la présence de bandes supplémentaires. Apres I’élution, une seule bande a la
bonne taille est visible. Cependant cette bande étant faiblement intense, il n’est pas possible de savoir si
des contaminants sont présents dans la limite de résolution due a la concentration de I’ARN.

Dans le cas de I’¢électro-¢lution, 1’échantillon avant la purification sur gel contient également des
contaminants. Apres 1’¢lution, quelques bandes contaminantes sont encore visibles, mais I’ARN
d’intérét récupéré est en grande quantité. Le rendement semble supérieur a celui de I’élution par
diffusion. Cependant, les quantités d’ARN de départ avant la purification sur gel ne sont pas identiques
donc il n’est pas possible de comparer correctement ces deux modes d’¢élution. Il sera nécessaire de
répéter ces élutions avec une méme quantité d’ARN de départ. Les deux préparations d’ARN ont été
conservées et utilisées pour des essais de cristallisation.

minoTAR

51-81 nt minoTAR

41 nt

23 nt

Figure 68. Electrophorese en condition dénaturante sur un gel de polyacrylamide 10% pour contréoler
la purification sur gel de I’ARN minoTAR avant et apreés élution par diffusion (a gauche) ou électro-
élution (a droite). M : marqueur de taille ; A : échantillon avant purification sur gel ; E : échantillon
apres purification sur gel et élution par diffusion/ électro-élution. Les fractions encadrées en rouge sont
celles qui ont été conservées pour les essais de cristallogenese.

VIL2. Optimisation des conditions de formation du complexe IN-CTD:ARN minoTAR

Des expériences de retard sur gel sont ensuite réalisées afin de s’assurer de I’interaction entre IN-CTD
et ’ARN minoTAR et d’optimiser les conditions d’interaction. Lors de ces expériences, différents ratio
ARN:protéine sont testés pour trois concentrations différentes de NaCl : 100 mM, 500 mM et 1 M, selon
les conditions décrites dans le chapitre Matériel et Méthodes (voir chapitre XII.5.1.1). Les échantillons
sont analysés par une électrophorése en condition native.

Les puits 1, 8 et 15 sont des contrdles et permettent de déterminer la distance de migration de ’ARN
minoTAR libre (figure 69). Dans le cas d’une concentration de NaCl finale de I’ordre de 100 mM ou
500 mM, plus la concentration d’IN-CTD augmente et plus le retard de migration est important. Une
bande de trés faible migration est observée dans certains puits et correspond au complexe IN-
CTD:minoTAR puisque ’intensité de la bande de ’ARN libre dans le puits correspondant diminue
(puits 4 a 7, puits 10 a 14 et puits 20-21). Ainsi plusieurs conditions de liaison permettent d’obtenir le
complexe IN-CTD:minoTAR. Les conditions les plus intéressantes sont celles qui sont a plus basse
concentration de NaCl (100 mM et 500 mM) car elles se rapprochent des conditions physiologiques et
limitent le risque d’apparition de cristaux de sel lors des expériences de cristallogenése. Ainsi, a 100
mM de NaCl, les quatre ratios ARN:protéine suivants permettent la formation du complexe IN-
CTD:minoTAR : 1:4; 1:6; 1:8 et 1:16 ; a 500 mM NaCl, il s’agit des cinq ratios suivants : 1:2 ; 1:4;
1:6; 1:8 et 1:16.
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De plus, des complexes de plus faibles masses moléculaires sont observés pour des concentrations en
NaCl de 100 et 500 mM aux ratios molaires ARN:protéine de 1:8 et 1:16 (puits 6, 7, 13 et 14).

Chimére ARN minoTAR

[NaCl] 100 mM 500 mM 1M
[IN-CTD] e il - el

ARN:IN-CTD -

1 2345 67 8 9 1011 12 13 14 1516 17 181920 21

Figure 69. Expérience de retard sur gel montrant ['interaction de his-IN-CTD avec I’ARN minoTAR
pour difféerents ratios molaires ARN:protéine (1:0, 1:1, 1:2, 1:4, 1:6, 1:8 et 1:16) a différentes
concentrations de NaCl (100, 500 et 1 000 mM). Les numéros des puits sont précisés en bas du gel
d’élution.

Des expériences de DLS (« dynamic light scattering ») ont ensuite été réalisées a des concentrations de
NaCl de 100 mM et 250 mM afin de déterminer si le complexe en solution était monodisperse.

VIL3. Analyse de I’état oligomérique du complexe IN-CTD:ARN minoTAR

Le complexe IN-CTD:ARN minoTAR a un ratio molaire ARN:protéine de 1:8, a ét¢ analysé par DLS a
deux concentrations de NaCl, 100 et 250 mM, comme décrit dans le chapitre Matériel et Méthodes (voir
chapitre XIII.1). Ce ratio 1:8 est choisi car il permet d’avoir une quantité importante de complexes IN-
CTD:minoTAR en comparaison aux autres ratios testés dans 1’expérience précédente (figure 69). Trois
séries de mesures consécutives du diametre hydrodynamique (Dy) sont réalisées pour chaque échantillon.

Dans le cas du complexe formé a 100 mM NaCl, la courbe de distribution en volume ne présente qu’un
seul pic pour chacune des trois séries de mesures (figure 70.A). Ces trois pics ne sont pas superposés et
correspondent a un Dy aux alentours de 1 000 nm, ce qui signifie que les biomolécules sont agrégées.
Ainsi, cet échantillon n’est pas utilisable pour des essais de cristallogenése.

Dans le cas du complexe formé a 250 mM NaCl, la courbe de distribution en volume ne présente
¢galement qu’un seul pic pour chacune des trois séries de mesures (figure 70.B). Cependant dans ce cas,
les trois pics se superposent avec un Dy de 3,3 nm et un bon PDI (« polydispersity index ») de 0,3. Cette
valeur de Dy correspond a une masse moléculaire d’environ 18 kDa, ce qui pourrait correspondre a un
dimere d’IN-CTD mais pas au complexe puisque I’ARN minoTAR seul a une masse moléculaire de 26
kDa.
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Figure 70. Analyse par DLS des complexes his-IN-CTD:minoTAR formés a deux concentrations de
NaCl : 100 mM (A) et 250 mM (B). Les trois courbes (rouge, bleu et verte) sur chaque graphe
correspondent aux trois jeux de données générés par ['appareil Zetasizer Nano S90.

VIL.4. Essais de cristallogenése sur le complexe IN-CTD:ARN minoTAR

Bien que les résultats de DLS ne corroborent pas la formation du complexe observée sur gel, nous avons
profité du restant de protéine purifiée pour faire des essais de cristallisation selon la méthode de la
diffusion de vapeur d’eau (voir chapitres XIII.2.3.2 et XIII.2.3.3) (tableau 1). Sept cristaux ont été
analysés au synchrotron SOLEIL et a I’ESRF au total pour ces deux essais (figure 71) mais lors de leur
caractérisation, il est apparu qu’il s’agissait de cristaux de sel (paramétres de maille trop petits pour des
cristaux de protéines).

Ratio molaire Kits commerciaux
Natrix Mini

ARN minoTAR:IN-CTD | MIDAS plus HT PEGI Screen
1:2

19°C 1:4

Température 1:16

o 1:2
37°C 1:4

Tableau 1. Représentation des différentes conditions de cristallisation testées (en jaune) et de celles
ayant données des cristaux (en vert).

Figure 71. Photos de cristaux apparus dans des gouttes lors des essais de cristallogenése.
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Chapitre 3 : Discussion et perspectives (premiére partie)

Les objectifs étaient : (1) de trouver le domaine de I’IN capable d’interagir avec ’ARN TAR et de
déterminer le site de liaison sur ’ARN ; (2) de décortiquer les mécanismes moléculaires de formation
du complexe entre I’IN, TAR et Tat ; (3) d’obtenir la structure tridimensionnelle du complexe formé
entre I’IN et TAR par cristallographie aux rayons X ; et (4) de comprendre si le complexe formé entre
I’IN et TAR est capable d’interagir avec le complexe d’élongation de la transcription.

Les travaux présentés dans 1’article de recherche (Rocchi, Louvat et al., 2022) répondent aux objectifs
(1) et (2), ils sont discutés dans la partie Discussion de I’article.

Concernant I’objectif (3), je n’ai pas réussi a obtenir des cristaux du complexe CTD:minoTAR. Plusieurs
optimisations peuvent étre envisagées pour augmenter les chances de cristalliser le complexe IN:ARN ;
par exemple utiliser une construction du CTD sans le CT pour diminuer la flexibilité, et réaliser le
complexe avec une IN sous forme tétramérique pour obtenir un complexe plus stable comme décrit par
Kessl et al. (2016) et Elliott et al. (2020) qui montrent que I’IN tétramérique a une meilleure affinité
pour I’ARN. De plus, I’IN au cours de la morphogenése est présente dans la polyprotéine Gag-Pol, nous
nous sommes donc intéressés par la suite a la structure tridimensionnelle de la polyprotéine RT-IN en
complexe avec I’ARN. Ces travaux sont en cours dans 1’équipe en utilisant la microscopie électronique.

J’ai mis en évidence in vitro que la cycline T1 interagit avec ’ARN TAR en présence du CTD de I'IN
du VIH-1. Ce résultat fait écho a des études in vitro et in vivo qui ont démontré que I’interaction de la
cycline T1 et du complexe P-TEFb avec I’ARN TAR était possible uniquement en présence de Tat
(Richter et al., 2002 ; Wei et al., 1998 ; Bieniasz et al., 1999). La liaison de Tat a la cycline T1 permet
d’exposer une boucle de la cycline T1 qui comprend la C261 requise pour ’interaction avec I’ARN
TAR (Fujinaga et al., 1999 ; Garber et al., 1998). Ainsi, la liaison de la cycline T1 a ’ARN TAR en
présence du CTD suggere que le CTD modifie la conformation de la cycline T1 pour permettre cette
interaction. Il serait intéressant de vérifier cette hypothése par la suite.

De plus, il est intéressant de noter que ’interaction de Tat avec la cycline T1 entraine un changement
de conformation de la protéine Tat qui permet au complexe d’étre plus affin pour lier ’ARN TAR en
mettant en jeu six cystéines et deux ions Zn*" au niveau du domaine ARM de la protéine Tat (Garber et
al., 1998). L’interaction de la cycline T1 et de Tat avec I’ARN TAR se fait au niveau de la tige-boucle
apicale, en mettant en jeu les nucléotides G32 et G33 (Schulze-Gahmen et Hurley, 2018). Nous avons
montré que le CTD lie la tige-boucle apicale de ’ARN TAR et permet d’exposer les nucléotides G28 et
G32 (Rocchi, Louvat et al., 2022). Ce résultat a été¢ conforté par des expériences in vitro et in virio (Liu
et al., 2021), cela suggére que le CTD pourrait recruter le complexe P-TEFb et jouer le role d’un
adaptateur moléculaire qui permettrait la liaison de la cycline T1 a TAR via I’exposition du G32. Ce
mécanisme pourrait expliquer 1’origine de la protéine Tat et pourrait avoir lieu a des temps courts apres
I’infection, ce qui serait en accord avec le rdle observé de I’IN du VIH-1 par Winans et Goff (2020).
Nos résultats in vitro montrent que 1’affinité de la protéine Tat pour ’ARN TAR est supérieure a celle
du CTD, donc a terme, lorsque la concentration de Tat est suffisante, Tat entraine la dissociation du
CTD de ’ARN TAR et joue son rdle de transactivateur de la transcription (figure 72).

Il serait intéressant d’étudier ce mécanisme dans un contexte cellulaire par des expériences de
transcription in vivo et des expériences de colocalisation in vivo. De plus, I’étude de mutants de la cycline
T1, notamment pour les résidus W258 et R251 qui sont critiques pour I’interaction avec le complexe
TAR:Tat (Schulze-Gahmen et Hurley, 2018), permettrait d’étudier les sites d’interaction de la cycline
T1 avec I’IN. Troisiémement, I’étude structurale du complexe formé entre le CTD de I’IN, I’ARN TAR
et le complexe P-TEFb permettrait de confirmer les résultats fonctionnels obtenus in vitro et d’obtenir
des détails structuraux sur les résidus impliqués dans les interactions entre ces différents partenaires.

J’ai essay¢ de produire la CDK9 dans un systeme d’expression bactérien afin d’étudier I’interaction
entre TAR, I’IN et P-TEFb. Cependant la protéine se retrouve dans les corps d’inclusion. Dans la
littérature scientifique, la production de la CDK9 est essentiellement décrite en systéme mammifére ou
bacculovirus a I’exception d une étude réalisée en systéme bactérien (Leopoldino ef al., 2006). J’ai donc
exprimé la CDK9 dans ces conditions et je prévois de réaliser la purification dans les conditions décrites
par la suite.
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Figure 72. Schéma du mécanisme d’activation de [’élongation de la transcription provirale proposé

suite a mes travaux de these.
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PARTIE II : Caractérisation biochimique de la liaison et de I’activité enzymatique
du facteur de restriction viral ISG20 vis-a-vis d’un substrat ARN

Le but de cette étude est de comprendre les mécanismes d’action et de spécificité d’ISG20 vis-a-vis d’un
substrat ARN dans le contexte d’une infection virale. Pour cela, j’ai purifié¢ [SG20wt et mutante ainsi
que la PABPCI et différents substrats ARN, puis j’ai effectué des tests de liaison et de digestion
enzymatique de I’ARN.

Chapitre 4 : Résultats

VIII. Préparation de ’ARN

Les ARN utilisés pour les études avec ISG20 sont les suivants : TAR-5SL, TAR-9SL, TAR, AC-PolyA
et AG(50)-mer (figure 73). Les ARN TAR-5SL, TAR-9SL et TAR sont des ARN structurés (figure
73.A), tandis que les ARN AC-PolyA et AG(50)-mer sont des ARN linéaires (figure 73.B).
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Figure 73. (A) Modéles des structures secondaires des ARN obtenus grdace a RNAfold web server avec
AG(TAR) = —29.60 kcal/mol, AG(TAR-9SL) = -19,74 kCal/mol, et AG(TAR-5SL) = -9,80 kCal/mol. (B)
Sequences des ARN linéaires AC-PolyA et AG(50)-mer.

Les ARN TAR-9SL, TAR et AG(50)-mer sont produits par une réaction de transcription in vitro, tandis
que les ARN TAR-5SL et AC-PolyA sont synthétisés chimiquement et déphosphorylés en 5°, comme
détaillé dans le chapitre Matériel et Méthodes (voir chapitre XIIL.3). Ils sont ensuite marqués
radioactivement a I’extrémité 5 par I’ajout d’un **P et purifiés d’abord avec une colonne G-25 et ensuite
sur un gel dénaturant (voir chapitre XII.4, Matériel et Méthodes). Les ARNs purifiés sont dosés et
utilisés dans les tests présentés ci-dessous.

IX. Caractérisation de I’activité enzymatique d’ISG20
IX.1. Purification et stockage de la protéine recombinante his-ISG20wt

Les conditions de production de la protéine his-ISG20wz ont été scrupuleusement optimisées car cette
protéine s’est révélée toxique pour E. coli. Nous avons donc trouvé la température optimale pour la
croissance bactérienne ainsi que celle pour I’expression (voir chapitre XII.1.5, Matériel et Méthodes).
La concentration d’IPTG a été réduite et les temps de croissance et d’expression ont €té¢ augmentés.

La premiére étape de purification de his-ISG20wt se fait par une chromatographie IMAC. Sur le
chromatogramme présenté dans la figure 74 (a gauche), deux pics d’élution sont observés (pics a et b).
Pour confirmer I’identité des especes séparées lors de la chromatographie, une analyse SDS-PAGE est
réalisée. La protéine recombinante his-ISG20wt a une masse moléculaire de 23 kDa. Ainsi, en regardant
le gel de polyacrylamide ou ont été chargés les fractions d’élution sur la figure 74 (a droite), on peut
voir que le premier pic correspond a 1’élution des protéines d’intérét avec des contaminants, tandis que
le second pic correspond a I’élution des protéines d’intérét avec moins de contaminants. Le second pic
est donc conservé et purifié par la suite par une seconde étape de chromatographie.
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Figure 74. A gauche, chromatogramme de la purification de his-ISG20wt sur une colonne HisTrap HP
5 mL. Représentation de ’absorbance en unité arbitraire (mAU) en fonction du volume d’élution en mL.
La courbe en bleue correspond a la mesure de [’absorbance a 280 nm et celle en violet a la mesure de
[’absorbance a 260 nm. Le tracé vert correspond au pourcentage de tampon d’élution. A droite, SDS-
PAGE 15% sur les fractions de la purification de his-1S20wt sur colonne HisTrap (M : marqueur de
masses moléculaires ; L : lysat ; FT : fraction non retenue ; W : fraction de lavage). Les fractions
encadrées en rouge sont celles qui ont été conservées pour la suite de la purification. Les numéros des
fractions d’élution contréolées sont précisés sur le gel.
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La seconde étape de purification de his-ISG20wt se fait par une chromatographie SEC sur une colonne
Superdex 75 Increase 10/300 GL. Plusieurs pics sont observés sur le chromatogramme (figure 75, a
gauche), ils sont contrdlés par SDS-PAGE (figure 75, a droite). Le puits 2 contenant la fraction avant
la chromatographie SEC confirme la présence de la protéine avant la purification. His-ISG20wt est éluée
dans les fractions 9 a 12, correspondants au pic d’élution a 14,29 mL. D’apres la calibration de la colonne
Superdex 75 Increase 10/300 GL, il semblerait que his-ISG20w? soit sous forme monomérique en
solution. En effet, la masse moléculaire d’un monomere est de 23 kDa et le pic obtenu a 14,29 mL de
volume d’élution correspond a une masse moléculaire de 23,5 kDa (Annexes, figure 93). Ce pic
d’¢élution est conservé pour des expériences fonctionnelles.
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Figure 75. A gauche, chromatogramme de la purification de his-ISG20wt sur une colonne Superdex 75
10/300 GL. Représentation de I’absorbance en unité arbitraire (mAU) en fonction du volume d’élution
en mL. La courbe en bleue correspond a la mesure de ['absorbance a 280 nm et celle en violet a la
mesure de I’absorbance a 260 nm. Le tracé vert correspond au pourcentage de tampon SEC. A droite,
SDS-PAGE 15% sur les fractions de la purification SEC de his-ISG20wt (M : marqueur de masses
moléculaires ; A : échantillon avant ['injection sur la colonne Superdex 75 10/300 GL). Les fractions
encadrées en rouge sont celles qui ont été conservées pour la suite des expériences. Les numéros des
fractions d’élution controlées sont précisés sur le gel.

Au fil des expériences, nous nous sommes rendu compte qu’ISG20 perdait rapidement son activité au
cours du temps. Nguyen ef al. (2001) ont décrit qu’une conservation a -20°C dans un tampon contenant
50% de glycérol permet de conserver ’activité enzymatique pour environ trois mois. Nous avons ainsi
décidé de conserver ISG20 dans ces conditions.

[X.2. Etude de la processivité d’ISG20

Une question fondamentale est de savoir si I’activité exonucléase d’ISG20 repose sur un mécanisme
processif ou distributif : cette propriété enzymatique n'a jamais été correctement caractérisée jusqu'a
présent. Nous avons effectué un test de processivité a l'état stationnaire. La processivité d’une
exonucléase est la capacité de I’enzyme a catalyser plusieurs cycles de digestion sans se détacher de son
substrat. Une enzyme distributive catalyse un ou deux cycles de digestion avant de se décrocher de son
substrat pour s’accrocher a nouveau. Techniquement cela peut étre observé en adaptant les conditions
de réaction. Pour cela, j’ai incubé I’ARN linéaire radiomarqué AC-PolyA avec ou sans un piege d’ARN
froid (figure 76). Le début de la réaction est initié par I’ajout d’ISG20. Des échantillons de la réaction
de digestion sont prélevés a différents temps et la réaction est arrétée comme détaillé dans le chapitre
Matériel et Méthodes (voir chapitre XI1.5.3.1). Les échantillons sont analysés par une électrophorese
en condition dénaturante sur un gel de séquence.
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Figure 76. Mécanismes d’action processif et distributif vis-a-vis d’un substrat ARN linéaire
radiomarqué (en gris) en présence d’ARN linéaire compétiteur froid (en bleu,).

En comparant le profil de digestion en absence et en présence de compétiteur froid, nous pouvons voir
que ’ARN n’est pas digéré au cours des 30 minutes de cinétique en présence du compétiteur (figure 77,
puits 6 a 10) alors que des bandes de digestion a différentes tailles sont présentes en absence du
compétiteur (puits 3 a 5). En effet, a partir de 5 minutes apres 1’ajout d’ISG20, des produits de digestion
apparaissent et au bout de 30 minutes de réaction, I’ARN est quasiment totalement digéré. Ainsi, la
présence du compétiteur inhibe ’activité d’ISG20, ce qui signifie qu’ISG20 est une enzyme distributive.
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Figure 77. ISG20 a un mode d’action distributif. L activité exonucléase d’ISG20 sur un ARNsb marqué
radioactivement au *>P en absence et en présence d’un ARNsb fioid a été étudiée pendant 30 minutes et
controlée par une électrophorese sur gel de polyacrylamide 15% en condition dénaturante.

IX.3. Etude du mutant catalytique D94

Dans le cadre de notre collaboration avec 1’équipe du Dr. Cimarelli, j’ai travaillé sur le mutant
catalytique D94 d’ISG20 (figure 78). L’activité enzymatique d’ISG20 humaine nécessite deux cations
métalliques et quatre résidus qui constituent le site catalytique : D11, E13, D94 et D154. La structure
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cristalline d’ISG20 résolue avec de I’'UMP a permis de mettre en évidence que 1’ion MnA est impliqué
dans I’attaque nucléophile du groupement phosphate de 1’acide nucléique. En effet, ’ion MnA interagit
avec les oxygenes des fonctions carboxylates des résidus D11, E13 et D154, et les oxygenes du
groupement phosphate de I’'UMP (Horio et al., 2004). Le rdle de I’ion MnB n’est pas encore totalement
compris. D’aprés la structure, I’ion MnB interagit avec les oxygenes des fonctions carboxylates des
résidus D11, du groupement phosphate de ’'UMP et de quatre molécules d’eau. Parmi ces molécules
d’eau, deux sont impliquées dans des interactions hydrogenes avec les oxygenes de la fonction
carboxylique du résidu D94.

Les résultats obtenus dans I’équipe du Dr. Cimarelli ont montré que le mutant D94 perd son activité
antivirale contre le virus de la stomatite vésiculaire (VSV) (Wu et al., 2019). Pour mieux comprendre
ce phénotype, j’ai étudié I’interaction du mutant D94 et de la protéine w¢ vis-a-vis d’un substrat ARN.

D11

Figure 78. Structure cristalline d’ISG20 humaine (Horio et al., 2004 ; code PDB : IWLJ). ISG20 est
représentée en rubans (bleu). Les résidus catalytiques sont représentés en baton et les ions manganeése
sous forme de spheres (jaune).

La protéine his-ISG20 D94A est purifiée par deux étapes de chromatographie (voir chapitre XIL.1.6,
Matériel et Méthodes), la premicre est une chromatographie IMAC. Les deux pics d’élution (pics a et b)
observés sur le chromatogramme (figure 79, a gauche) sont analysés par SDS-PAGE. La protéine
recombinante his-ISG20 D94 A a une masse moléculaire de 23 kDa. Sur le gel de polyacrylamide ou ont
été chargés les fractions d’¢lution (figure 79, a droite), on peut voir que le premier pic correspond a
I’¢lution des protéines d’intérét avec des contaminants aux alentours de 70 kDa, tandis que le second
pic correspond a I’¢lution des protéines d’intérét sans ces contaminants. Il est donc conservé et purifié
par la suite par une chromatographie d’affinité sur colonne Heparin.

82



Elution

Absorbance (mAU)
-7 a b
b
g kDa ML FT 45 6 812
a 20- B @ [T :
0. . B8
100 -
70- | =
55— 1
- i 35-
2'_
T 3% %8s HisISG20DY4A

Volume d’élution (mL)

Figure 79. A gauche, chromatogramme de la purification de his-1SG20 D94A sur une colonne HisTrap
crude 5 mL. Représentation de [’absorbance en unité arbitraire (mAU) en fonction du volume d’élution
en mL. La courbe en bleue correspond a la mesure de I’absorbance a 280 nm et celle en rouge a la
mesure de [’absorbance a 260 nm. Le tracé vert correspond au pourcentage de tampon d’élution et le
tracé marron a la conductivitée. A droite, SDS-PAGE 12% sur les fractions de la purification de his-
1820 D94A sur colonne HisTrap (M : marqueur de masses moléculaires ; L : lysat ; FT : fraction non
retenue). Les fractions encadrées en rouge sont celles qui ont été conservées pour la suite de la
purification. Les numéros des fractions d’élution contréolées sont précisés sur le gel.

Deux pics sont observés sur le chromatogramme de la seconde étape de purification (figure 80, a
gauche). Ils sont caractérisés par SDS-PAGE (figure 80, a droite). Le puits 3, correspondant a la fraction
non retenue, présente une 1égere bande a 23 kDa correspondant a his-ISG20 D94 A, ainsi toute la protéine
présente au départ (puits 2) n’est pas retenue sur la colonne. His-ISG20 D94A est ¢luée sans
contaminants dans le pic d’élution a, tandis qu’une faible quantité de his-ISG20 D94A est éluée en
présence de contaminants aux alentours de 130 kDa dans le second pic. Le premier pic est conserveé pour
les expériences fonctionnelles.
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Figure 80. A gauche, chromatogramme de la purification de his-1SG20 D94A sur une colonne Heparin
HiTrap 5 mL. Représentation de [’absorbance en unité arbitraire (mAU) en fonction du volume d’élution
en mL. La courbe en bleue correspond a la mesure de I’absorbance a 280 nm et celle en rouge a la
mesure de [’absorbance a 260 nm. Le tracé vert correspond au pourcentage de tampon Héparine B. A
droite, SDS-PAGE 15% sur les fractions de la purification de his-ISG20 D944 sur colonne Heparin (M :
marqueur de masses moléculaires ; A : échantillon avant l'injection sur la colonne de purification ; FT :
fraction non retenue). Les fractions encadrées en rouge sont celles qui ont été conservées pour la suite
des expériences. Les numéros des fractions d’élution controlées sont précisés sur le gel.
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J’ai réalisé une expérience de retard sur gel pour étudier I’interaction d’ISG20wr et mutante en présence
d’un ARNdD. Pour cela, j’ai incubé les deux protéines, séparément, a des concentrations croissantes
avec ’ARN structuré TAR-9SL pendant 30 minutes a 37°C comme décrit dans le chapitre Matériel et
Meéthodes (voir chapitre XII.5.1.2). Ensuite, les échantillons sont analysés par une électrophorese sur
gel de polyacrylamide en condition native. Les puits 1 et 8 sont des contréles qui permettent de
déterminer la distance de migration de I’ARN libre (figure 81). Dans les cas des ratios molaires 1:1 a
1:16 pour la protéine ISG20wt, une bande de tres faible migration est observée (puits 2 a 7) et correspond
au complexe ISG20:TAR-9SL. L’intensité de cette bande augmente de maniére proportionnelle a
I’augmentation du ratio ARN:protéine. Ainsi, plus il y a d’ISG20wz, plus y a de complexes ISG20: TAR-
9SL formé. Cependant, dans le cas de la protéine mutante D94 A, nous n’observons pas cette bande de
faible migration correspondant au complexe ARN:ISG20. La mutation D94 empéche la liaison de
I’ARN structuré a ISG20, donc ce résidu catalytique est impliqué dans la liaison du substrat. Ce résultat
suggére que le second ion Mn?* du site actif pourrait intervenir dans la liaison de ’ARN.

ARNdb

ISG20 ISG20D9%4A

[Protéine] —

ARN:ISG20—

1234 567 89 10 11121314

Figure 81. La mutation D944 dans le site catalytique empéche la liaison d’ISG20 a I’ARN. Expérience
de retard sur gel montrant ['interaction de his-ISG20wt et his-ISG20 D94A avec un ARNdb
radiomarque.

IX.4. Etude de la liaison d’ISG20 a des substrats ARNdb et ARNsb

Afin de caractériser la liaison d’ISG20 a des substrats ARNsb et ARNdb, j’ai réalisé un test de retard
sur gel en utilisant soit I’ARN linéaire AG(50)-mer soit I’ARN structuré TAR-9SL avec ISG20 a
différents ratios molaires ARN:protéine comme décrit dans le chapitre Matériel et Méthodes (voir
chapitre XII.5.1.3). Sur le gel natif (figure 82.A) nous observons une bande correspondant au complexe
ISG20:TAR-9SL de trés faible intensité dans le cas des ratios molaires 1:1 a 1:8 (puits 2 a 5). L’intensité
de cette bande augmente de maniére proportionnelle a I’augmentation du ratio ARN:protéine, donc plus
il y a d’ISG20, plus y a de complexes ISG20:TAR-9SL formé. Dans le cas de I’ARN linéaire AG(50)-
mer, des bandes supplémentaires avec une distance de migration supérieure a I’ARN libre apparaissent
lorsque le ratio molaire ARN:protéine augmente. Ces bandes correspondent a la digestion de I’ARN
linéaire. Ainsi, lorsque la quantité d’ISG20 augmente, il y a apparition de formes digérées de I’ARN, et
leur quantité augmente proportionnellement a la quantité d’ISG20. L’ ARN linéaire est donc digéré en
présence d’ISG20, ce qui n’est pas le cas de I’ARN structuré qui se lie uniquement a ISG20 sans étre
digéré.
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La digestion de I’ARNsb par ISG20 a déja été montré in vitro (Nguyen et al., 2001), les auteurs ont
également mis en évidence que la présence d’ions Zn?>* a la place de Mn*" permettaient de limiter la
digestion médiée par 1S20. J’ai donc répété la méme expérience que précédemment avec un ARN
linéaire AC-PolyA en présence d’ions Zn?" au lieu de Mn?* dans le tampon de digestion pour étudier la
liaison d’ISG20 a I’ARNsb (voir chapitre XI1.5.1.4, Matériel et Méthodes). Sur la figure 82.B, nous
observons une liaison de I’ARNsb a ISG20 (puits 2 a 6). Plus la concentration d’ISG20 augmente, plus
la quantité de complexe ARN:ISG20 augmente et plus nous observons de fragments d’ARN digérés.

A B
ARNdb/ Mn?* ARNsb/ Mn?** ARNSsb/ Zn**
[ISG20] — el el [ISG20] ~— el
ARNsDb:ISG20 — -
ARN:ISG20—
ARNsb — ——-—
ARNsb —
ARNdb — .
. . -

123456 78 91011 1 23 456

Figure 82. ISG20wt lie I’ARN structuré et linéaire mais elle ne dégrade que I’ARN linéaire.
(A) Expérience de retard sur gel montrant [’interaction de his-1ISG20wt avec un ARNsb (AG(50)-mer)
et un ARNdb (TAR-9SL) en présence de Mn’". Les étoiles rouges correspondent aux produits de
digestion. (B) Expérience de retard sur gel montrant l'interaction de his-ISG20wt avec un ARNsb (AC-
PolyA) en présence de Zn*". L étoile rouge correspond aux produits de digestion.

X. Mécanismes de protection des ARNm cellulaires et/ou d’échappement viral

Le mécanisme d’action d’ISG20 lors de la réponse antivirale n’est pas encore connu a ce jour (Deymier
et al., 2022). 11 a été montré par des expériences de biologie cellulaire qu’ISG20 est capable de faire la
distinction entre le soi et le non-soi (Wu et al., 2019). J’ai étudié différents déterminants de I’ARN pour
identifier des mécanismes de protection contre 1’activité d’ISG20. Mes travaux portent sur : (1) les
modifications épitranscriptomiques de I’ARN, (2) la structure de ’ARN, et (3) I’extrémité PolyA en 3’
de I’ARN qui permet la liaison a des protéines.

X.1.  Laprotection par les modifications épitranscriptomiques

Les modifications épitranscriptomiques de I’ARN sont localisées a différents endroits dans I’ARN et
sont associées a différentes fonctions, comme la régulation de la traduction et de la dégradation des
ARNm (Nachtergaele et He, 2017). J’ai étudié ’effet de trois modifications épitranscriptomiques d’un
ARNSsb sur ’activité d’ISG20.
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X.1.1. Détermination de I’interaction d’ISG20 avec les ARN méthylés

Avant de réaliser les tests de digestion avec les substrats ARN méthylés, j’ai vérifié que la méthylation
n’affecte pas la liaison d’ISG20 a I’ARN. Pour cela, j’ai réalisé des tests en incubant différents
ARN linéaires AC-PolyA non méthylés ou modifiés par les méthylations suivantes : m6A, 20A ou m5C
(figure 83). L’incubation est réalisée avec ISG20 a différents ratios molaires ARN:protéine dans un
tampon de digestion contenant du ZnSO; au lieu de MnCl,, comme décrit dans le chapitre Matériel et
M¢éthodes (voir chapitre XII.5.1.5).
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Figure 83. Les différents ARN linéaires méthylés utilisés dans cette étude. A. Représentation des
structures chimiques des nucléosides méthylés. B. Représentation de la séquence nucléotidique des
différents ARN méthylés et de la localisation de la méthylation sur la séquence.

Nous observons une digestion croissante de I’ARN linéaire en présence d’une concentration croissante
d’ISG20 (figure 84). Nous observons également une liaison de I’ARN a ISG20 pour des ratios molaires
ARN:protéine de 1:8, 1:16 et 1:32 (puits 3a 5, 8 a 10, 13 a 15 et 18 a 20). Les quantités de complexe
ARN:ISG20 et de fragments d’ARN digérés augmentent de fagcon proportionnelle avec la quantité
d’ISG20. La liaison est observée pour tous les ARN (sans et avec méthylation), ce qui signifie que la
méthylation n’empéche pas la liaison de ’ARN a ISG20.
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Figure 84. Expérience de retard sur gel montrant ['interaction de his-ISG20wt avec les ARNsb AC-
PolyA non-méthylé et méthylés radiomarqués en présence de Zn’". L’étoile rouge correspond aux
produits de digestion.

X.1.2. Test de digestion avec les ARN méthylés

J’ai étudié Ieffet des méthylations de I’ARN sur la digestion médiée par ISG20 en réalisant des tests de
digestion avec des ARN présentant ou non (AC-polyA) différentes méthylations (m6A, 20A ou m5C).
La réaction de digestion est réalisée a 37°C et des prélévements sont réalisés a différents temps pendant
30 minutes (voir chapitre XII.5.3.2). Ils sont analysés par une ¢lectrophoréese en condition dénaturante.

En comparant la cinétique de digestion des différents ARN, nous observons des produits de digestion
de tailles similaires mais a des intensités différentes entre I’ARN non-méthylé et les ARN méthylés
(figure 85 ; ¢toiles violette, rouge et orange). En effet dans le cas de I’ARN non-méthylé, au bout de 30
minutes de réaction, le produit de digestion de plus petite taille (étoile violette) est en plus grande
quantité (puits 6) en comparaison aux ARN méthylés (puits 12, 18 et 24). Le produit de digestion de
plus petite taille est en plus faible quantité dans le cas de I’ARN avec la méthylation m6A. De plus dans
le cas des ARN méthylés, apres 15 minutes de réaction, le produit de digestion majoritaire (étoile orange)
est de plus grande taille que dans le cas de I’ARN non-méthylé (étoile rouge). Ces résultats suggerent
que les méthylations de I’ARN de type m6A, 20A et m5C diminuent 1’activité d’ISG20 avec une
diminution plus importante dans le cas de la méthylation m6A.

87



his-ISG20

(AC)10A20 (AC)10AmsA1s  (AC)10A20mA 19 (AC)ACmsA20

Temps (min) 0 1 5 10 15 30 0O 1 5 10 15 30 0O 1 5 10 15 30 0O 1 5 10 15 30
-
40 nt- e ' T3S
Perr SORpte SOpeee "
!
$ i
- .
* »
- -

4 : _—_ - - -

- .
- e *
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16A17 18 19 20 21 22 23 24
1
CA CA
0 *
CA CA

Figure 85. La méthylation de I’ARN diminue la digestion médiée par ISG20wt. L activité exonucléase
d’ISG20 sur des ARN non-méthylé ou méthylés a été étudiée pendant 30 minutes et contrélée par une
électrophorese sur gel de polyacrylamide en condition dénaturante. Les étoiles violette, rouge et orange
correspondent a des produits de digestion.

Cependant pendant que je réalisais ces travaux sur les méthylations de I’ARN, une étude a été publié
montrant I’effet de la 2’O-méthylation sur I’activité d’ISG20, avec une étude des résidus d’ISG20
impliqués dans la reconnaissance de la méthylation (El Kazzi et al., 2022). Suite a cela, je me suis
concentrée sur deux autres modes de protection de I’ARN qui sont la structure et 1’addition d’une
extrémité PolyA en 3°.

X.2.  La protection par une extrémité 3’ polyadénylée

Tous les ARN cellulaires a I’exception de quelques-uns présentent une extrémité PolyA en 3’ (Shatkin
et Manley, 2000). Cette extrémité participe a différentes étapes du métabolisme des ARN, comme la
régulation de la traduction ou la protection des ARN de la dégradation médi¢e par des exonucléases
(Dreyfus et Régnier, 2002). Cette protection se fait par le recrutement de différents facteurs protéiques
dont les PABP (Mangus ef al., 2003). Pour cela, j’ai étudié I’effet de la liaison d’une protéine sur une
extrémité 3’ PolyA sur I’activité d’ISG20.

X.2.1. Purification de la protéine recombinante PABPC1-his

La protéine PABPCI-his est purifiée en deux étapes de chromatographie, la premicre est une
chromatographie IMAC (voir chapitre XII.1.7, Matériel et Méthodes). Deux pics d’élution sont
observés (pics a et b) sur le chromatogramme (figure 87, a gauche). Une analyse par SDS-PAGE montre
que le second pic correspond a I’¢élution des protéines d’intérét a une masse moléculaire de 70 kDa.
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Figure 87. A gauche, chromatogramme de la purification de PABPC-his sur une colonne HisTrap HP
5 mL. Représentation de [’absorbance en unité arbitraire (mAU) en fonction du volume d’élution en mL.
La courbe en bleue correspond a la mesure de [’absorbance a 280 nm et celle en violet a la mesure de
[’absorbance a 260 nm. Le tracé vert correspond au pourcentage de tampon d’élution et le tracé orange
correspond a la conductivité. A droite, SDS-PAGE 15% sur les fractions de la purification de PABPCI-
his sur colonne HisTrap (M : marqueur de masses moléculaires ; L : lysat ; FT : fraction non retenue).
Les fractions encadrées en rouge sont celles qui ont été conservées pour la suite de la purification. Les
numéros des fractions d’élution controlées sont précisés sur le gel.

La seconde étape de purification de PABPC1-his se fait sur une colonne Superdex 75 Increase 5/150
GL par chromatographie SEC. Les deux pics observés sur le chromatogramme (figure 88, a gauche)
sont caractérisés par SDS-PAGE (figure 88, a droite). PABPC1-his est élué¢e dans la seconde partie du
premier pic (pic a) sans contaminant et dans le second pic (pic b) avec des contaminants. La fraction 6
d’¢élution (encadré rouge) qui correspond a PABPC1-his pure est éluée a 1,55 mL, donc PABPCI1-his
est sous forme monomérique en solution (Annexes, figure 95).
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Figure 88. A gauche, chromatogramme de la purification de PABPC1-his sur une colonne Superdex
75 5/150 GL. Représentation de I’absorbance en unité arbitraire (mAU) en fonction du volume d’élution
en mL. La courbe en bleue correspond a la mesure de ['absorbance a 280 nm et celle en violet a la
mesure de [’absorbance a 260 nm. Le tracé vert correspond au pourcentage de tampon SEC. A droite,
SDS-PAGE 15% sur les fractions de la purification SEC de PABPCI-his (M : marqueur de masses
moléculaires ; A : échantillon avant I’injection sur la colonne Superdex 75 10/300 GL). Les fractions
encadrées en rouge sont celles qui ont été conservées pour la suite des expériences. Les numéros des
fractions d’élution controlées sont précisés sur le gel.
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X.2.2. Détermination de I’interaction de PABPCI1 avec I’ARN AC-PolyA

Une expérience de retard sur gel est réalisée au préalable, afin de s’assurer de I’interaction entre la
PABPCI et I’ARN AC-PolyA et d’optimiser les conditions d’interaction. L’ARN AC-PolyA est incubé
avec la PABPC1 pendant 15 minutes a 37°C selon les conditions détaillées dans le chapitre Matériel et
Meéthodes (voir chapitre XIL.5.1.6). PABPCl-his lie ’ARN AC-PolyA pour des ratios molaires
ARN:protéine compris entre 1:20 et 1:50 dans les conditions testées.

[PABPC1] - el

ARN:PABP —|

1 2 3 4 5

Figure 89. PABPCI lie ’'ARN AC-PolyA. Expérience de retard sur gel montrant [’interaction de la
PABPCI avec un ARNsb radiomarqué au **P.

X.2.3. Test de protection par la PABPC1

Des tests de digestion sont réalisés par la suite, en pré-incubant I’ARN AC-PolyA avec la PABPCI1 ou
la BSA pendant 20 minutes a 37°C. Puis ISG20 est ajouté pour initier la digestion. La réaction de
digestion est réalisée a 37°C et des prélévements sont réalisés a différents temps pendant 60 minutes.
Une analyse par ¢lectrophorése est réalisée en condition dénaturante sur un gel de séquence, comme
décrit dans le chapitre XI1.5.3.3 du Matériel et Méthodes.

En absence de PABPCI1 et de BSA, nous pouvons voir que I’ARN est presque totalement digéré a partir
de 30 minutes (figure 90, puits 6 et 7). En comparaison, dans le cas d’une préincubation de I’ARN avec
la PABPCI1, I’ARN est moins digéré qu’en absence de PABPCI. La préincubation de I’ARN avec la
PABPCI le protege de la digestion par ISG20. Cette protection n’est pas observée dans le cas d’une
préincubation avec la BSA. Au contraire, la digestion médiée par ISG20 est améliorée en présence de
BSA, une hypothése serait que la BSA procure un environnement plus visqueux qui est favorable a
I’activité¢ d’ISG20 comme démontré par une meilleure conservation de I’activité de la protéine au cours
du temps lors d’un stockage dans 50% de glycérol.

Les deux contrdles, ou I’ARN est incubé avec la PABPC1 ou la BSA sans ISG20 (puits 14 et 15, 23 et
24), permettent de s’assurer que la digestion observée est médiée par ISG20.

Ces résultats suggérent qu’une extrémité 3’-polyadénylée permettant la liaison d’une PABP protége
I’ARN de la digestion médiée par ISG20. Ce moyen de protection permet de protéger les ARN
cellulaires, notamment les ARNm, lors d’une réponse IFN et permet également aux ARN viraux
polyadénylée d’échapper a I’activité antivirale d’ISG20.
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Figure 90. La liaison de la PABPCI a I’ARN, le protége de la dégradation par ISG20. L activité
exonucléase d’ISG20 sur des ARNsb radiomarqués seuls ou pré-incubés avec la PABPCI ou la BSA a
été étudiée pendant 1h et controlée par une électrophorese sur gel de polyacrylamide en condition
denaturante. M : marqueur de taille.

X.3.  Laprotection par la structure

Les deux mécanismes étudiés précédemment, les modifications épitranscriptomiques et I’extrémité
PolyA, sont des caractéristiques importantes dans le métabolisme des ARN cellulaires et en particulier
des ARNm. Ces deux mécanismes peuvent étre détournés par des virus pour se protéger de I’activité
antivirale d’ISG20 (El Kazzi et al., 2022). De plus, d’apres les résultats que j’ai obtenu sur le mode
d’action d’ISG20, nous avons pu voir qu’ISG20 lie mais ne digére pas I’ARN TAR-9SL lors d’une
expérience de retard sur gel. Nous avons donc proposé 1’hypothése que la structure de I’ARNg viral
pourrait le protéger de la digestion médi¢e par ISG20. Pour cela, j’ai étudié la résistance des ARN
structurés a I’activité d’ISG20 en réalisant un test de digestion.

J’ai incubé des ARN présentant des degrés de structuration différents avec ISG20 (voir chapitre
XI1.5.3.4, Matériel et Méthodes). La réaction de digestion est réalisée a 37°C et des prélévements sont
effectués a différents temps pendant 60 minutes. Ils sont ensuite analysés par une électrophorése en
condition dénaturante sur un gel de séquence.
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En comparant le profil de digestion entre les différents ARN, nous pouvons voir que I’ARN linéaire est
totalement digéré au bout de 60 minutes de réaction (figure 86, puits 6). En comparaison avec I’ARN
linéaire et ’ARN TAR-5SL, les ARN TAR-9SL et TAR ne sont pas digérés au cours de la réaction
(puits 12 a 21). IIs sont ainsi résistants a I’action d’ISG20, ce qui n’est pas le cas de ’ARN TAR-5SL
(puits 7 a 11). Ce résultat suggere qu’une tige de 9 pb est suffisante pour résister a I’activité d’[SG20.

De plus, en comparant la digestion de I’ARN linéaire a celle de ’ARN TAR-5SL : nous voyons que
I’ARN TAR-5SL est digéré moins rapidement que I’ARN linéaire. Aprés 5 minutes de réaction, une
échelle de 5 nucléotides est présente sur le gel. Elle correspond a la tige basale de I’ARN TAR-5SL
(figure 86, puits 8 ; figure 73.A). Aprés 30 minutes de réaction, nous pouvons voir la digestion de
I’hexaboucle de TAR 5-SL (bande intense de plus grande migration) et la digestion de la tige apicale de
TAR-5SL (bande intense de plus faible migration). L’ARN TAR-5SL est totalement digéré aprés 1h de
réaction.

En comparant la distance de migration entre les ARN linéaire et structurés, nous observons une
migration aberrante des ARN structurés, par exemple I’ARN TAR-9SL de 34 nucléotides de long migre
moins que I’ARN linéaire de 40 nucléotides. Cela peut s’expliquer par le fait que les structures ne sont
peut-étre pas complétement dénaturées dans ces conditions.

ARN linéaire TAR-5SSL TAR-9SL TAR
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Figure 86. ISG20wt ne digere pas un ARN structuré avec une tige supérieure a 9 pb. L activité
exonucléase d’ISG20 sur des ARN linéaire ou structurés a été étudiée pendant 1h et controlée par une
électrophorese sur gel de polyacrylamide en condition dénaturante. M : marqueur de taille.
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Chapitre S : Discussion et perspectives (seconde partie)

L’objectif était de mieux comprendre le mode d’action d’ISG20 et notamment les déterminants de
I’ARN qui expliqueraient la résistance de certains ARN a la dégradation par ISG20. J’ai travaillé sur
des ¢léments cis et trans localisés a I’extrémité 3 des ARN. Mes résultats montrent que 1’extrémité 3’
PolyA qui permet la liaison de la PABP et la structure de ’ARN, un certain degré de structuration
comme ’ARN TAR-9SL, protegent I’ARN de la dégradation médiée par ISG20. L’ARN TAR-5SL,
présentant une tige-boucle de 5 pb, est digéré par ISG20, ce résultat a également été observé dans une
autre étude (El Kazzi et al., 2022). Dans cette étude, ils ont mis en évidence la protection de I’ARN par
des modifications 20A (El Kazzi et al., 2022). Les auteurs démontrent que la digestion médiée par
ISG20 s’arréte deux nucléotides en amont du site de la méthylation et au niveau de la méthylation suite
a un clash stérique entre les résidus R53 et D90 d’ISG20 avec le nucléotide méthylé. Dans mes
expériences avec des substrats ARN 2°0O-méthylés, je n’observe pas cet arrét en amont du site de
méthylation et au site de méthylation. De plus, j’observe un effet protecteur de la modification moA, ce
qui n’est pas le cas dans les résultats publiés par El Kazzi ef al. (2022). Ces différences peuvent
s’expliquer par une préparation différente de I’ARN méthylé, synthétique ou préparé par transcription
in vitro, ce qui peut influencer la précision du site de méthylation.

ISG20 inhibe la réplication d’un grand nombre de virus (Deymier et al., 2022), mais le mécanisme
moléculaire antiviral est peu compris. Il a été proposé que son activité antivirale soit li¢e a la dégradation
directe de I’ARN viral, mais il a aussi été montré qu’ISG20 inhibe la traduction de I’ARN viral sans le
dégrader directement (Weiss et al., 2018 ; Wu et al., 2019). Nos résultats pourraient expliquer ces
différents modes d’action décrit pour ISG20 : les ARN viraux non-polyadénylé ou qui ne lient pas de
protéine ou encore qui ne présentent pas de structure a I’extrémité 3° sont sensibles a I’activité d’ISG20
et seront directement dégradés. Au contraire les ARN polyadénylés ou liés a une protéine ou fortement
structurés a I’extrémité 3’ seront résistants a I’activité d’ISG20 et alors ’activité antivirale d’ISG20 sera
médiée par une inhibition de la traduction en dégradant par exemple un ARN cellulaire. Ce mécanisme
est vérifié pour le virus de la dengue qui présente une extrémité 3’ trés structurée (Murugesan et
Manoharan, 2020) et qui est inhibé par ISG20 dans la seconde phase de I’infection virale, ¢’est-a-dire
dans les étapes de traduction et de réplication (Jiang et al., 2010). D’autres exemples supportent ce
mécanisme comme le VSV (Espert ef al., 2003 ; Wu et al., 2019), le virus chikungunya (Weiss et al.,
2018) et le VIH-1 (Espert et al., 2005) qui ont un ARN « protégé » polyadénylé a I’extrémité 3° (Hwang
et al., 1998 ; Khan et al., 2002 ; Karn et Stoltzfus, 2012) et dont la traduction est inhibée par ISG20.
Curieusement, I’ARN du virus de I’hépatite B qui présente une extrémité PolyA en 3’ est décrit comme
étant dégradé par ISG20 (Imam et al., 2020). Toutefois, un autre mécanisme est décrit par les auteurs :
ils démontrent que I’ARN présente une modification m6A qui est reconnue par [ISG20 en présence d’un
partenaire cellulaire et induit la dégradation de I’ARN par ISG20 (Imam et al., 2020). La combinaison
de plusieurs déterminants semble avoir des effets différents sur I’activité d’ISG20 selon le virus, en effet
El Kazzi et al. (2022) ont montré par des études in vitro et in vivo que la modification 20A sur une
extrémité 3° PolyA protége davantage qu’une simple modification 20A en 3’ dans le cas de ’ARNg du
VIH-1. 1l serait intéressant d’analyser les virus qui sont décrits comme résistants a ISG20 et d’identifier
les déterminants en 3° de ’ARN pour étudier si ces modes de protection sont modulables en fonction
du type de virus. Il serait également intéressant d’étudier I’effet de la liaison de nucléocapsides virales
en 3’ de I’ARNg viral sur I’activité antivirale d’ISG20.

De plus de maniére intéressante, j’ai mis en évidence in vitro qu’ISG20 lie I’ARN structuré sans le
dégrader. Ce résultat suggeére un autre mode d’action d’ISG20 et il serait intéressant d’¢tudier si
I’interaction d’ISG20 avec ces ARN « protégés » joue un role dans le devenir de ces ARN, par exemple
en entrainant une géne stérique ou encore un changement de localisation subcellulaire. Le mutant
catalytique D94 d’ISG20 entraine une perte compléte de I’activité exonucléase d’ISG20 in vitro et in
vivo (Wu et al., 2019). De maniére intéressante, j’ai découvert que cette mutation entraine une perte de
liaison d’ISG20 a I’ARN. Par la suite, ce mutant pourrait étre exploité pour étudier I’effet de la perte de
liaison d’ISG20 dans les cellules, ce qui permettrait de mieux comprendre ’activité antivirale d’ISG20.
Quelques résidus d’ISG20 ont été¢ décrits comme étant impliqués dans la reconnaissance du substrat
ARN. Les résidus R53 et M 14 interagissent directement avec le groupement 2°-OH du ribose dans la
structure cristalline d’ISG20 en complexe avec de ’'UMP suggérant un role de ces résidus dans la
reconnaissance de I’ARN (Horio ef al., 2004). De plus, les travaux de El Kazzi ef al. (2022) ont identifi¢
les résidus R53 et D90 comme étant impliqués dans la reconnaissance de la modification 20A.
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J’ai mis en évidence qu’ISG20 est une enzyme distributive. Ce mode d’action peut étre relié a une autre
activité d’ISG20 décrite dans la littérature qui est la régulation des microARN (Sim et al., 2022). Il a
été montré in vitro et in vivo qu’'I1SG20, comme d’autres exonucléases 3°-5’ et notamment SDN1
(« small RNA degrading nuclease 1 ») (Chen et al., 2018), permet la régulation génique en
raccourcissant des microARN de 22 nucléotides de long a une longueur de 14 nucléotides. ISG20
pourrait donc réaliser une digestion partielle de I’ ARN viral et conduire a une régulation de la traduction,
ou réguler I’expression d’autres facteurs impliqués dans la réponse antivirale.

La structure des deux premiers domaines de SDN1 en complexe avec un substrat ARN et celle du
domaine C-terminal, résolues par cristallographie aux rayons X, montrent que la protéine contient un
domaine semblable aux exonucléases 3’-5’ et un domaine C-terminal qui contient un motif de
reconnaissance de ’ARN (RRM, « RNA recognition motif ») (Chen et al., 2018). Des études in vitro
montrent que ces deux domaines agissent coopérativement pour la reconnaissance d’un substrat ARN
et pour permettre de le lier correctement : avec le domaine DEDDh qui digére 1’extrémité 3° d’un
ARNssb, tandis que le domaine RRM lie la région 5° de I’ARN. Ce domaine RRM est critique pour la
processivit¢ de SDN1 vis-a-vis de substrats ARNsb et lorsqu’il est absent, SDN1 est une protéine
distributive. Il serait intéressant d’étudier I’interaction d’ISG20 avec d’autres protéines cellulaires
contenant des domaines RRM et de vérifier si cette interaction peut rendre ISG20 processive et moduler
son activité exonucléase dans un contexte d’infection virale.
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Chapitre 6 : Conclusion générale

L’ensemble de mes travaux de thése menés sur I’IN et ISG20 souligne I’importance de I’ ARN viral tout
au long du cycle de vie du VIH-1. En effet, cet ARN n’est pas qu’un « simple » génome, mais il est un
véritable régulateur de la réplication et de la propagation virale. Il évolue au contact de facteurs
cellulaires et viraux, permettant d’un coté de détourner les machineries cellulaires au bénéfice de la
réplication virale et de 1’autre de résister aux mécanismes de défense cellulaires.

Mes résultats sur I’IN suggérent un rdle de cette protéine dans la transcription provirale en interagissant
avec ’ARN TAR et le complexe P-TEFb impliqué dans 1’¢longation de la transcription. Cela ouvre une
perspective pour la stratégie « block and lock » (blocage et verrouillage) étudiée en ce moment pour le
VIH-1. Elle repose sur le développement d’inhibiteurs de la transcription du provirus, qui permettent de
conserver le VIH-1 sous forme latente (Vansant et al., 2020 ; Da Rocha et al., 2022). Ceux-ci ciblent la
protéine rétrovirale Tat et le complexe P-TEFb cellulaire (Rice, 2017 ; Asamitsu et al., 2018 ; Vansant
et al., 2020).

De plus, les virus peuvent évoluer en développant des stratégies pour détourner les enzymes cellulaires
responsables des modifications de I’ARN. Dans le cas du VIH-1, des méthyltransférases cellulaires sont
utilisées pour modifier son génome et le protéger de la dégradation médiée par ISG20 (El Kazzi ef al.,
2022). Mon étude met en évidence deux autres mécanismes de protection de I’ARN contre I’activité de
ce facteur de restriction. Le premier est la polyadénylation et le recrutement de la PABP, et le second
est la forte structuration de I’extrémité 3.
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Chapitre 7 : Matériel et Méthodes

Le matériel et méthodes qui concerne les expériences détaillées dans ’article de recherche sur I’IN n’est
pas détaillé dans ce chapitre, il se trouve dans la partie matériel et méthodes de ’article en question.

XI.  Techniques de Biologie Moléculaire

XI1.1. Plasmides

Pour ce travail de these, j’ai produit plusieurs protéines recombinantes. Les plasmides utilisés pour la
production de ces protéines ont été donné par des collaborateurs (figure 87) :

Projet IN : Les plasmides pViet-IN-CTD-ACT (aa 220-270) et pViet-IN-CTD (aa 220-288) ont été
donné par Marc Ruff (IGBMC, Strasbourg) et ont permis de produire respectivement les protéines his-
IN-CTD-ACT et IN-CTD. Les plasmides pAC8-CDK9-cycline T1 (Kolesnikova et al., 2022), pGEX-
2TK-cycline-T1 (aa 1-300) ont été donné par Olivier Bensaude (IBENS, Paris) et permettent de produire
respectivement les protéines GST-cycline T1, his-cycline T1 et CDK9-his a partir des constructions
pET28a-cycline-T1 (aa 7-261) et pET52b-CDK9 (aa 8-330) congues dans I’équipe.

Projet ISG20 : Le plasmide pPROEX-ISG20 (aa 1-181) a ét¢ donné par Andrea Cimarelli (CIRI, Lyon)
et le plasmide pET-PABPCI (aa 1-636) (Mure et al., 2018) a été donné par Fabrice Mure (CIRI, Lyon).
Ces deux plasmides ont permis de produire respectivement les protéines his-ISG20wt et PABPC1-his.
De plus, a partir du plasmide pPROEX-ISG20, une mutagenése dirigée par réaction en chaine de la

polymérase (PCR) a été réalisée dans I’équipe afin de produire par la suite la protéine recombinante his-
ISG20 D94A.

Pour le projet IN, le plasmide pET28a-chimére-minoTAR a ¢été congu au laboratoire et permet
d’exprimer I’ARN chimérique minoTAR.
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Figure 56. Les cartes plasmidiques des constructions utilisées au cours de mes travaux de these.

Des étiquettes d’affinité sont fusionnées au gene d’intérét pour faciliter la purification de la protéine

d’intérét (tableau 2).

Construction ’Vecteul: . Ethuette de. . Sl.te de Antibiotique
d’expression | purification (position) clivage
. Site
Cychn; 01(;; (aa 1- pGEX-2TK (N- tgri?nale) thrombine Ampicilline
LVPRI|GS
Site
. g thrombine
Cy"hn; 6T1; (aa 7- pET28a (1\61:?;:;?1111;;) LVPRIGS | Kanamycine
Site TEV
ENLYFQ|G
10-histidine Site TEV o
CDKO (aa 8-330) pET52b (C-terminale) ENLYFQG Ampicilline
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Site
thrombine
LVPR|GS
6-histidine Site TEV s
ISG20wt (aa 1-181) pPROEX (N-terminale) ENLYFQG Ampicilline
ISG20 D94A 6-histidine Site TEV N
(aa 1-181) PPROEX (N-terminale) ENLYFQ|G Ampicilline
minoTAR .
(79 nucléotides) pET28a Kanamycine

Tableau 2. Caractéristiques des constructions plasmidiques utilisées au cours de mes travaux de these.
TEV, « tobacco etch virus » ou protéase du virus de la gravure du tabac.

X1.2. Transformation des bactéries

XI1.2.1. Protocole classique

La souche E. coli BL21(DE3) Rosetta/pLysS (Novagen, Sigma Aldrich) est transformée avec le
plasmide d’intérét la veille au soir par la méthode du choc thermique : 50 uL de cellules E. coli avec
100 ng d’ADN sont mis 20 minutes dans la glace. Puis un choc thermique est réalisé 2 minutes a 42°C
suivie d’une incubation 5 minutes dans la glace. Par la suite, 600 pL de milieu SOC (tryptone 2%, extrait
de levure 0,5%, NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM, MgCl, 10 mM, MgSO4 10 mM et glucose 20 mM) sont
ajouté. Aprés 1h a 37°C en rotation a 450 rpm, une centrifugation pendant 2 minutes a 775 g est réalisée.
Le surnageant est éliminé de moitié, la moiti¢ conservée est utilisée pour resuspendre le culot qui est
ensuite étalé sur une boite de Pétri LB — antibiotique sur la nuit a 37°C. Dans le cas de I’ampicilline, la
concentration finale est de 50 pg/mL et dans le cas de la kanamycine, elle est de 25 pg/mL.

La composition du milieu LB est la suivante : tryptone 1%, extrait de levure 0,5% et NaCl 170 mM.

X1.2.2. Protocole pour les protéines dont I’expression est toxique dans E. coli

L’expression de his-ISG20wt est toxique dans E. coli, pour cela j’ai optimisé le protocole précédent par
la méthode du choc thermique en réalisant une incubation pendant 2h a 30°C au lieu d’1h a 37°C. De
plus, la boite de Pétri LB — antibiotique est incubée sur deux nuits a 30°C au lieu d’une incubation sur
la nuit a 37°C.

XI.3. Extractions et purifications des acides nucléiques

XI.3.1. Extraction et purification de I’ADN plasmidique sur colonne

Plusieurs colonies d’une boite de Pétri de transformation sont isolées et re-suspendues dans 8 mL de LB
— antibiotique. Les différentes préparations sont incubées a 37°C toute la nuit. Le lendemain, I’ADN
plasmidique est extrait selon le kit et le protocole « Nucleospin isolation of low-copy plasmids »
(Machery-Nagel). L’ADN plasmidique pur est ¢lué dans un tampon contenant du Tris-HCI pH 8,5 a 5
mM. Les échantillons sont conservés a -20°C.

98



XI1.3.2. Extraction de I’ARN par traitement au PCI puis précipitation a 1’éthanol

L’ARN est extrait par une solution phénol:chloroforme:alcool isoamylique (PCI), en rapport
volume/volume de 25:24:1, saturée avec du Tris pH 8 a 10 mM et de 'EDTA a 1 mM (Sigma-Aldrich).
Le traitement par le PCI est réalisé deux fois : ajout d’1 volume de solution PCI, puis la solution est
vortexée 1 minute, ensuite une centrifugation pendant 2 minutes a 20 817 g a 4°C est réalisée afin
d’obtenir la séparation entre les phases organique et aqueuse. Finalement la phase aqueuse contenant
I’ARN est récupérée. L’ ARN est ensuite précipité en ajoutant 0,1 volume d’acétate de sodium a 3 M et
0,02 g/mL de glycogéne, puis 3 volumes d’éthanol froid absolu sont ajoutés. Aprés agitation,
I’échantillon est conservé 1h a -80°C. Ensuite, une centrifugation de 45 minutes a 20 817 g a 4°C est
réalisée. Le surnageant est ¢liminé et I’ARN précipité est lavé avec de 1’éthanol a 70%. L’¢éthanol est
ensuite éliminé par une centrifugation de 5 minutes a 20 817 g a 4°C. Le culot d’ARN précipité est séché
et I’ARN est re-suspendu dans 30 uL d’eau. L’ ARN est conservé a -20°C.

XI.4. La quantification des acides nucléiques

La concentration est mesurée avec un spectrophotométre a microvolume NanoDrop™ 2000/2000c¢
(Thermo Fisher Scientific) en réalisant des mesures d’absorbance a 260 nm (tableau 3). Par la suite, la
qualité¢ de I’ARN est contrdlée par une électrophorése sur un gel d’acrylamide a 15% en condition
dénaturante.

A 260 nm, 1 unité de DO Coefficient d’absorption molaire €
correspond a : (L/mol/cm)
ADNdb 50 pg/mL 6200
ADNsb 33 ug/mL 8350
ARN 40 pg/mL 7700

Tableau 3. Données permettant la quantification des acides nucléiques avec un spectrophotomeétre.

XI.5. Séparation analytique et préparative des ARN

L’¢électrophorese sur gel de polyacrylamide pour séparer des échantillons d’ARN se fait dans un gel
continu.

La composition du gel dénaturant est : 10% ou 15% d’acrylamide:bisacrylamide (19:1), Tris Borate
EDTA (TBE) 1X, 6 M urée, 0,1% persulfate d’ammonium (APS) et 7 mM TEMED. Les échantillons
préalablement au chargement sur gel sont chauffés 3 minutes a 98°C aprés ajout du tampon de charge a
1X final (formamide 95%, EDTA 18 mM, SDS 0,025%, xyléne cyanol 0,01% et bleu de bromophénol
0,01%). La migration se fait entre 300 et 600V dans un tampon TBE 1X.

La composition du gel natif est : 6% d’acrylamide/bisacrylamide (19:1), Tris Acétate EDTA (TAE) 1X,
0,1% APS et 7mM TEMED. Dans les échantillons, préalablement au chargement, du tampon de charge
natif 1X final (30% glycérol, 0,01% xyléne cyanol et 0,01% bleu de bromophénol) est ajouté. La
migration se fait a 130 V dans le tampon TAE 0,5X.

La visualisation des bandes sur le gel de polyacrylamide se fait avec le bromure d’éthidium (BET) en
utilisant un transilluminateur UV.
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XI.6. Conception des constructions plasmidiques

J’ai réalisé différentes constructions plasmidiques a partir de plasmides fournis (listés dans le chapitre
XI.1) en réalisant des expériences de clonage et de mutagenese in vitro. Les échantillons ont ensuite été
séquencés selon la méthode de Sanger par la société Eurofins Genomics (service GATC, Ebersberg,
Allemagne).

XI.6.1. Constructions pET28a-cycline-T1 (aa 7-261) et pET52b-CDKO9 (aa 8-330)

La premicre PCR permet d’amplifier la forme tronquée aa 7-261 de la cycline T1 a partir du plasmide
pAC8-CDK9-cycline T1 ; de méme pour la forme tronquée aa 8-330 de la CDK9. Pour la cycline T1,
les oligonucléotides Al et A2 sont utilisés, tandis que pour la CDK9 ce sont les oligonucléotides A3 et
A4 (tableau 4). En pratique, pour la PCR : 10 ng de plasmide pAC8-CDK9-cycline T1 sont incubés
avec 1 uM d’oligonucléotides, 1X de tampon de la Q5 polymérase (New England BioLabs), 2 mM d’un
mix de dNTP (Thermo Fisher Scientific) et 2 unités de Q5 polymérase (NEB). Ensuite avec un
thermocycler GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems) le programme suivant est réalisé : 5
minutes a 98°C ; 30 cycles de : 30 secondes a 98°C, 1 minute a 56°C et 2 minutes a 72°C ; puis 20
minutes a 72°C et I’échantillon est conservé a 4°C.

Le plasmide pET28a et la séquence ADN codant pour la cycline T1 (aa 7-261) amplifiée sont digérés
par des enzymes de restriction en 5’ et en 3’ : 1 ug de plasmide est mélangé avec 1 pg d’insert dans 1X
de tampon Cutsmart (NEB) en présence de 30 unités de Ndel (NEB) et 30 unités de EcoRI (NEB).
L’échantillon est incubé pendant 1h a 37°C.

Le plasmide pET52b et la séquence ADN codant pour la CDK9 (aa 8-330) amplifiée sont digérés par
des enzymes de restriction en 5’ et en 3’ : 1 pg de plasmide est mélangé avec 1 pg d’insert dans 1X de
tampon Cutsmart (NEB) en présence de 15 unités de Ncol (NEB) et 15 unités de Sacl (NEB).
L’échantillon est incubé pendant 1h a 37°C.

Ensuite, les plasmides digérés sont traités pendant 1h a 37°C avec 20 unités de CIAP (« Calf Intestinal
Alkaline Phosphatase ») (Thermo Fischer Scientific). Les plasmides sont ensuite traités par le PCI :
ajout de 0,1 volume de NaAc 3 M et 0,02 g/mL de glycogene ; puis ajout de 1 volume de PCI. Les
échantillons sont vortexés pendant 2 minutes a 4°C a 20 817 g. L’ADN présent dans le surnageant est
précipité avec 3 volumes d’éthanol absolu froid pendant 1h a -20°C. Puis une centrifugation de 5 minutes
a 20 817 g a 4°C permet d’éliminer le surnageant contenant 1’éthanol. Le culot d’ADN précipité est
séché et re-suspendu dans 30 pL d’eau.

Une réaction de ligation est réalisée en mélangeant 50 ng de plasmide digéré seul ou avec 100 ng d’insert
dans un tampon de ligation 1X (Thermo Fischer Scientific) et 5 unités de ligase T4 (Thermo Fischer
Scientific). Les échantillons sont incubés sur la nuit a 16°C. Puis, 10 uL d’échantillon sont utilisés pour
transformer 100 pL de bactéries compétentes TOP10 avec un geéne de résistance a la kanamycine pour
la cycline T1 et a I’ampicilline pour la CDK9. Selon le nombre de colonies présentes sur la boite de
transformation correspondant a 1’échantillon sans insert et a celle correspondant a 1’échantillon avec
insert, un certain nombre de colonies sont sélectionnées sur la boite de transformation avec insert. Une
préculture est réalisée en inoculant 5 mL LB — antibiotique avec chacune des colonies sélectionnées sur
la nuit a 37°C sous agitation. Ensuite, I’ ADN est extrait selon le kit de Machery-Nagel, et il est séquencé.

Nom Séquence (5° — 3’)
Al gccatatggaaaacctgtattttcagggcaacaacaacaaacggtggtat
A2 ctcgaattcttagcatgccctccaattccaaatgeg
A3 taccatggtggagteccctttttgtg
A4 gcgagctcgecctgaaaatacaggttttcggtggagageatgeecttg
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Tableau 4. Les oligonucléotides ADN utilisés pour produire les constructions plasmidiques pET28a-
cycline-T1 (aa 7-261) et pET52b-CDK9 (aa §-330).

X1.6.2. Mutagenese dirigée par PCR : mutant ISG20 D94A

Une mutation non-conservative de ’aspartate 94 en alanine dans la séquence codante de I'ISG20
humaine (aa 1-181) avec une étiquette 6-histidine en N-terminale clonée dans le vecteur pPPROEX a été
introduite par PCR en utilisant les amorces A5 et A6. Les amorces sont énumérées dans le tableau 5.

Le protocole de mutagenése dirigée est le suivant : 200 ng de plasmide, 0,5 uM de chaque
oligonucléotide (A5 et A6), 10 mM d’un mix de ANTP, 1X de tampon de réaction pour la Q5 polymérase
sont mélangés avec 2 unités de Q5 polymérase. Ensuite le thermocycler permet de réaliser le programme
suivant : 5 minutes a 98°C ; 25 cycles de : 30 secondes a 98°C, 1 minute a 56°C et 7 minutes a 72°C ;
puis 20 minutes a 72°C et I’échantillon est conservé a 4°C.

Le plasmide matrice contenant la séquence protéique d’ISG20wr est dégradé par I’enzyme Dpnl a 2
unités pendant 4h a 37°C. 10 pL de réaction sont transformés par choc thermique dans 100 pL de cellules
TOP10. Des colonies sont sélectionnées et une préculture est réalisée, puis I’ ADN est extrait et séquencé.

, , , Plasmides
Nom Séquence (5’ — 37) d’expression
AS gggtcatgacctgaagcacgegttccaggcactgaaagagg pPROEX-ISG20
Ab cctetttcagtgcctggaacgegtgcttcaggtcatgaccee pPROEX-ISG20

Tableau 5. Les oligonucléotides ADN utilisés pour produire la construction plasmidique pPROEX-
1SG20 D94A.

X1.6.3. Construction pET28a-chimére-minoTAR

L’objectif est d’obtenir une construction exprimant I’ARN TAR au sein d’une séquence d’'un ARNt.

La premicre étape est I’hybridation des oligonucléotides : les quatre oligonucléotides (A7, A8, A9 et
A10, tableau 6) a une concentration finale de 20 uM sont mélangés dans un tampon ligase 1X (NEB)
et chauffés pendant 1 minute a 95°C puis un refroidissement lent jusqu’a une température de 16°C est
réalisé (figure 88).

La deuxiéme étape est la digestion du plasmide par des enzymes de restriction : 200 ng de plasmide
pET28a sont incubés avec 15 unités de Bglll (NEB) et 30 unités de Xhol (NEB) dans un tampon RED
1X (NEB) sur la nuit a 37°C. Ensuite, 1’échantillon est traité¢ avec 20 unités de CIAP et le plasmide
digéré est traité par le PCIL.

Une réaction de ligation est réalisée en mélangeant 50 ng de plasmide digéré seul ou avec 200 ng ou
500 ng d’insert (hybride minoTAR avec les sites de restriction Bglll/Xhol aux extrémités 5°/3”) dans un
tampon de ligation 1X et 5 unités de ligase T4. Les échantillons sont incubés sur la nuit a 16°C. Puis,
10 uL d’échantillon sont utilisés pour transformer 100 pL. de bactéries compétentes TOP10 avec un
gene de résistance a la kanamycine. A partir de ces colonies, une préculture est réalisée puis I’ADN est
extrait et séquenceé.
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Figure 88. Représentations des quatre amorces chevauchantes (A7, A8, A9 et A10) utilisées pour
permettre la conception de la construction exprimant un ARN chimérique minoTAR au sein du vecteur
d’expression pET28a (traits noirs) en utilisant les enzymes de restriction Bglll et Xhol.

Nom Séquence (5° — 3°)

A7 gggoctatagcgcaaaaaagcegeaccagatctgagectgggagetetetggaggtcgggggaaaaaacceectagecce
A8 agctctctggaggtcgggggaaaaaaccecctageccee
A9 tcgagggggctagggggttttttccccecgacctccagagagetcccaggetcagatetgg

Al0 tgegcttttttgegcetatagecectatagtgagtcgtattaa

Tableau 6. Les oligonucléotides ADN utilisés pour produire la construction plasmidique pET28a-
chimere-minoTAR.

XII. Etudes fonctionnelles

XII.1. Surproduction et purification des protéines de fusion

La composition des tampons de purification est détaillée dans la partie Annexes (tableau 16).

XIIL.1.1. his-IN-CTD (aa 220-288) et his-IN-CTD-ACT (aa 220-270)

Les protocoles d’expression et de purification des protéines recombinantes his-IN-CTD (aa 220 — 288)
et his-IN-CTD-ACT (aa 220-270) utilisées pour les expériences détaillées dans 1’article de recherche
(Rocchi, Louvat et al., 2022) sont données dans le matériel et méthodes de I’article.

XII.1.2. GST-cycline T1 (aa 1-300)

Une transformation bactérienne est réalisée avec la construction du plasmide pPROEX codant pour la
protéine cycline T1 (aa 1-300) étiquetée GST en N-terminale. Les cellules sont cultivées dans 50 mL
d’un milieu LB-ampicilline 50 pg/mL pendant une nuit a 37°C sous agitation. Les cellules sont
transvasées dans un milieu LB-ampicilline de 2 L, puis incubées pendant 4h a 37°C sous agitation et
I'expression des protéines est induite avec 1 mM d'IPTG pendant 17h a 18°C sous agitation continue.
Ensuite, les cellules sont pelletées en centrifugeant 15 minutes a 5 000 g a 4°C.

Les culots cellulaires sont remis en suspension dans un tampon de lyse complété avec un demi comprimé
de Protease Inhibitor Cocktail (ROCHE, cOmplete™). La préparation est soniquée pendant 4 minutes
sur glace a 50% de puissance de ’appareil Branson Ultrasonics™ Sonifier S-250A (Thermo Fischer
Scientific). Le lysat obtenu est centrifugé 45 minutes a 11 000 g a 4°C.

Une purification en « batch » de GST-cycline T1 est réalisée avec une résine Gluthatione Sepharose 4B
(Thermo Fisher Scientific). 1 volume de résine est équilibré deux fois avec 5 volumes de tampon de
lyse. Le tampon de lyse est éliminé en centrifugeant 1 minute a 4°C a 1 800 g. La résine est incubée
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avec le lysat bactérien pendant 2h a 4°C en rotation. Ensuite une étape de centrifugation permet
d’éliminer la fraction d’échantillon non retenue contenue dans le surnageant. 5 volumes de tampon de
lyse sont ajoutés puis éliminés par centrifugation. Cette étape de lavage est répétée 3 fois. Puis, I’¢lution
est réalisée en trois temps successifs avec 1 volume de tampon d’élution préparé extemporanément. La
premiére fraction d’élution est récupérée tout de suite apres 1’ajout du tampon d’élution ; la deuxieme
est récupéré apres 15 minutes d’incubation ; et la troisiéme aprés 5 minutes d’incubation. Les fractions
d’élution sont récupérées par une étape de centrifugation a chaque fois.

Les fractions d’intérét sont rassemblées et dialysées 1h a 4°C contre le tampon de stockage.
L’échantillon est dosé grace au spectrophotométre NanoDrop™ 2000/2000¢ en réalisant des mesures
d’absorbance a 280 nm ; puis il est congelé a 1’azote liquide pour une conservation a -80°C.

La protéine recombinante GST-cycline T1 a une séquence protéique comprenant 533 acides
aminés (tableau 7), une masse moléculaire de 61 kDa et un pHi de 6.,4.

MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPYYIDG
DVKLTQSMAIIRYIADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFL
SKLPEMLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTHPDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKK
RIEAIPQIDKYLKSSKYTAWPLQGWQATFGGGDHPPKSDLVPRGSRRASVGSMEGERKNNN
KRWYFTREQLENSPSRRFGVDPDKELSYRQQAANLLQDMGQRLNVSQLTINTAIVYMHRF
YMIQSFTQFPGNSVAPAALFLAAKVEEQPKKLEHVIKVAHTCLHPQESLPDTRSEAYLQQV
QDLVILESHILQTLGFELTIDHPHTHVVKCTQLVRASKDLAQTSYFMATNSLHLTTFSLQYTP
PVVACVCIHLACKWSNWEIPVSTDGKHWWEYVDATVTLELLDELTHEFLQILEKTPNRLK
RIWNWRACEAAKKTKADDRGTDEKTSEQTILNMISQSSSDTTIAGLM

Tableau 7. La séquence de la protéine recombinante GST-cycline T1.

XII.1.3. his-cycline T1 (aa 7-261)

Une transformation bactérienne est réalisée avec la construction du plasmide pET28a codant pour la
protéine cycline T1 (aa 7-261) étiquetée 6-histidine en N-terminale. Les cellules sont cultivées comme
détaillé précédemment pour GST-cycline T1, avec de la kanamycine a la place de I’ampicilline. Les
culots cellulaires sont remis en suspension dans un tampon de lyse complété avec 1 mM d’ATP et un
demi comprimé de Protease Inhibitor Cocktail. La préparation est soniquée et centrifugée dans les
conditions détaillées précédemment.

Le surnageant est ensuite chargé sur une colonne HisTrap crude de 5 mL (Cytiva) équilibrée avec 2
volume colonne (VC) de tampon de lyse grace a une pompe péristaltique. Par la suite, la colonne est
lavée grace a la pompe péristaltique avec 3 VC de tampon de lavage. La purification est réalisée avec
un systéme AKTA pure (Cytiva) en deux temps : premiérement, une étape de lavage avec 5 VC de
tampon de lyse, puis dans un second temps, une étape d’élution de la protéine. L’étape d’élution est
réalisée avec un gradient linéaire sur 10 VC allant de 0% a 100% du tampon d’élution, suivi d’une étape
a 100% de tampon d’¢lution sur 0,5 VC. Les fractions d’¢lution sont contrdlées par SDS-PAGE. Les
fractions d’intérét sont rassemblées et concentrées avec des tubes Amicon® Ultra-15 (Merck Millipore)
de seuil de rétention de 3 kDa en centrifugeant a 4°C a 4 500 g pour obtenir un volume final de 2 mL.
Au préalable, la membrane du concentrateur est équilibrée avec du tampon de dialyse en centrifugeant
a4°C a4 500 g pendant 5 minutes.

L’échantillon protéique est dialysé sur la nuit a 4°C, sous agitation contre un tampon de stockage, puis
il est dosé et stocké a -80°C.
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La protéine recombinante his-cycline T1 a une séquence protéique comprenant 279 acides
aminés (tableau 8), une masse moléculaire de 32 kDa et un pHi de 6.9.

HHHHHHSSGLVPRGSHMENLYFQGNNNKRWYFTREQLENSPSRRFGVDPDKELSYRQQA
ANLLQDMGQRLNVSQLTINTAIVYMHRFYMIQSFTQFPGNSVAPAALFLAAKVEEQPKKLE
HVIKVAHTCLHPQESLPDTRSEAYLQQVQDLVILESIILQTLGFELTIDHPHTHVVKCTQLVR
ASKDLAQTSYFMATNSLHLTTFSLQYTPPVVACVCIHLACKWSNWEIPVSTDGKHWWEYV
DATVTLELLDELTHEFLQILEKTPNRLKRIWNWRAC

Tableau 8. La séquence de la protéine recombinante his-cycline T1.

XIL14.  CDKO9-his (aa 8-330)

La protéine recombinante CDK9-his a une séquence protéique comprenant 352 acides aminés (tableau
9), une masse moléculaire de 41 kDa et un pHi de 8,4.

MVECPFCDEVSKYEKLAKIGQGTFGEVFKARHRKTGQKVALKKVLMENEKEGFPITALREI
KILQLLKHENVVNLIEICRTKASPYNRCKGSIYLVFDFCEHDLAGLLSNVLVKFTLSEIKRV
MQMLLNGLYYIHRNKILHRDMKAANVLITRDGVLKLADFGLARAFSLAKNSQPNRYTNR
VVTLWYRPPELLLGERDY GPPIDLWGAGCIMAEMWTRSPIMQGNTEQHQLALISQLCGSIT
PEVWPNVDNYELYEKLELVKGQKRKVKDRLKAYVRDPYALDLIDKLLVLDPAQRIDSDD
ALNHDFFWSDPMPSDLKGMLSTENLYFQGELALVPRGSSAHHHHHHHHHH

Tableau 9. La séquence de la protéine recombinante CDK9-his.

Essai de purification de CDK9-his seule

Une transformation bactérienne est réalisée avec la construction du plasmide pET52b codant pour la
protéine CDK9 (aa 8-330) étiquetée 10-histidine en C-terminale. Les cellules sont cultivées comme
détaillé précédemment avec de I’ampicilline. La lyse bactérienne et la purification sur une colonne
HisTrap crude de 5 mL sont réalisées dans les conditions décrites précédemment pour la protéine his-
cycline T1.

Co-lyse en conditions native et dénaturante de culots bactériens ayant exprimé his-cycline T1 et
CDK9-his

Les culots cellulaires de his-cycline T1 et CDK9-his sont lysés ensemble et traités dans les conditions
décrites pour la lyse et la purification de CDK9-his seule, la seule différence est que dans le cas de la
co-lyse il n’y a pas d’¢étape de lavage a grande concentration de NaCl pour éviter de décrocher le
complexe cycline T1:CDKO9.

Transformation et culture bactérienne selon le protocole adapté pour les protéines toxiques

Une transformation bactérienne est réalisée avec la construction du plasmide pET52b codant pour la
protéine CDKO (aa 8-330) étiquetée 10-histidine en C-terminale selon le protocole décrit précédemment
pour les protéines dont I’expression est toxique chez E. coli. Cependant au lieu d’étaler I’échantillon
bactérien sur un milieu solide (boite de Pétri LB-ampicilline), I’échantillon bactérien est inoculé dans
50 mL de milieu LB-ampicilline 50 pg/mL pendant une nuit a 30°C sous agitation. Puis les cellules sont
transvasées dans un milieu LB-ampicilline de 2 L. pendant 8h a 30°C sous agitation et l'expression des
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protéines est induite avec 0,1 mM d'IPTG pendant 2h a 37°C sous agitation continue. Les cellules sont
pelletées en centrifugeant 15 minutes a 5 000 g a 4°C, puis stockées a -20°C.

XIL1.5.  his-ISG20wt (aa 1-181)

Une transformation bactérienne est réalisée avec la construction du plasmide pPROEX codant pour la
protéine ISG20wr (aa 1-181) étiquetée 6-histidine en N-terminale selon le protocole décrit
précédemment pour les protéines dont I’expression est toxique chez E. coli. Les cellules sont cultivées
dans 200 mL d’un milieu LB-ampicilline 50 ug/mL pendant 1 jour a 25°C sous agitation. Puis les
cellules sont transvasées dans un milieu LB-ampicilline de 2 L et incubées pendant 16h a 25°C sous
agitation. L'expression des protéines est induite avec 0,1 mM d'IPTG pendant 3h30 a 25°C sous agitation
continue. Les cellules sont pelletées en centrifugeant 15 min a 5 000 g a 4°C.

Les culots cellulaires sont remis en suspension dans un tampon de lyse complété avec 1 mM d’ATP, 1
mM de MgCl, et un demi comprimé de Protease Inhibitor Cocktail. La préparation est soniquée et
centrifugée. Le surnageant est sur une colonne HisTrap HP de 5 mL (Cytiva) équilibrée avec 2 VC de
tampon de lyse grace a une pompe péristaltique. Par la suite, la colonne est lavée grace a la pompe
péristaltique avec 3 VC de tampon de lavage. La purification est réalisée avec un systéme AKTA pure
en deux temps comme détaillé pour his-cycline T1. Les fractions d’intérét sont rassemblées et dialysées
sur la nuit a 4°C, sous agitation contre un tampon SEC.

Le lendemain, I’échantillon est concentré avec des tubes Amicon® Ultra-4 (Merck Millipore) de seuil
de rétention de 10 kDa en centrifugeant a 4°C a 4 500 g pour obtenir un volume final de 850 pL.
L’échantillon concentré est injecté grace au systéme AKTA pure sur une colonne Superdex 75 10/300
GL (Cytiva) équilibrée avec 2 VC de tampon SEC. L’¢lution est réalisée sur un gradient isocratique de
1,5 VC. Les fractions d’intérét sont rassemblées et dialysées 1h a 4°C contre un tampon de stockage.
L’échantillon est conservé a -20°C.

La protéine recombinante his-ISG20w? a une séquence proté¢ique comprenant 205 acides aminés
(tableau 10), une masse moléculaire de 23 kDa et un pHi de 7.,4.

HHHHHHDYDIPTTENLYFQGAMDPMAGSREVVAMDCEMVGLGPHRESGLARCSLVNVH
GAVLYDKFIRPEGEITDYRTRVSGVTPQHMVGATPFAVARLEILQLLKGKLVVGHDLKHDF
QALKEDMSGYTIYDTSTDRLLWREAKLDHCRRVSLRVLSERLLHKSIQNSLLGHSSVEDAR
ATMELYQISQRIRARRGLPRLAVSD

Tableau 10. La séquence de la protéine recombinante his-ISG20wt.

XII.1.6. his-ISG20 D94A (aa 1-181)

Une transformation bactérienne est réalisée avec la construction du plasmide pPROEX codant pour la
protéine mutante ISG20 D94A (aa 1-181) étiquetée 6-histidine en N-terminale. Les cellules sont
cultivées et lysées comme détaillé précédemment pour GST-cycline T1. Le surnageant est purifié¢ sur
une colonne HisTrap crude de 5 mL dans les conditions détaillées pour his-cycline T1. Les fractions
d’intérét sont rassemblées et dialysées sur la nuit a 4°C, sous agitation contre un tampon Héparine A.

Le lendemain, 1I’échantillon est chargé sur une colonne Heparin HiTrap de 5 mL (Cytiva) équilibrée
avec 2 VC de tampon Héparine A grace a une pompe péristaltique. La purification est réalisée avec un
systtme AKTA purifier en deux temps : premiérement, une étape de lavage avec 5 VC de tampon
Héparine A, puis dans un second temps, une étape d’élution de la protéine en utilisant un gradient
linéaire sur 10 VC allant de 0% a 100% de tampon Héparine B. Les fractions d’intérét sont rassemblées
et dialysées sur la nuit a 4°C, sous agitation contre le tampon Héparine A.
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Le lendemain, I’échantillon est concentré avec des tubes Amicon® Ultra-4 de seuil de rétention de 10
kDa en centrifugeant a 4°C a 5 000 g. Puis il est dialysé 1h a 4°C contre un tampon de stockage.
L’échantillon est dosé puis conservé a -80°C.

La protéine recombinante his-ISG20 D94A a une séquence protéique comprenant 205 acides aminés
(tableau 11), une masse moléculaire de 23 kDa et un pHi de 8,0.

HHHHHHDYDIPTTENLYFQGAMDPMAGSREVVAMDCEMVGLGPHRESGLARCSLVNVH
GAVLYDKFIRPEGEITDYRTRVSGVTPQHMVGATPFAVARLEILQLLKGKLVVGHDLKHAF
QALKEDMSGYTIYDTSTDRLLWREAKLDHCRRVSLRVLSERLLHKSIQNSLLGHSSVEDAR
ATMELYQISQRIRARRGLPRLAVSD

Tableau 11. La séquence de la protéine recombinante his-ISG20 D94A.

XIL1.7.  PABPCl-his (aa 1-636)

Une transformation bactérienne est réalisée avec la construction du plasmide pET codant pour la
protéine PABPCI (aa 1-636) étiquetée 6-histidine en C-terminale. Les cellules sont cultivées et lysées
comme détaillé précédemment pour GST-cycline T1.

Le surnageant est ensuite chargé sur une colonne HisTrap HP de 5 mL équilibrée avec 2 VC de tampon
de lyse grace a une pompe péristaltique. La purification est réalisée avec un systéme AKTA pure en
deux temps : premiérement, 10 VC de tampon de lyse, puis dans un second temps, une étape d’élution
de la protéine en utilisant un gradient linéaire sur 10 VC allant de 0% a 100% du tampon d’¢élution. Les
fractions d’intérét sont rassemblées et dialysées sur la nuit a 4°C, sous agitation contre un tampon SEC.
L’échantillon est concentré avec des tubes Amicon® Ultra-4 de seuil de rétention de 50 kDa en
centrifugeant 8 4°C a4 500 g pour obtenir un volume final de 100 pL. Puis il est injecté grace au systéme
AKTA pure sur une colonne Superdex 75 5/150 GL (Cytiva) équilibrée avec 2 VC de tampon SEC.
L’¢lution est réalisée sur un gradient isocratique de 1,5 VC. Les fractions d’intérét sont rassemblées et
dialysées sur la nuit a 4°C contre un tampon de stockage. L’échantillon est concentré comme décrit
précédemment puis dosé et conservé a -80°C.

XIL2. Electrophorése en gel de polyacrylamide en condition dénaturante pour les
protéines

Pour la préparation de gels SDS-PAGE, un gel de concentration est coulé au-dessus d’un gel de
migration. Le gel de migration est composé de 12% ou 15% d’acrylamide:bisacrylamide (37,5:1), 0,375
M Tris-HCl pH 8,8, 0,4% SDS, 0,1% APS et 7mM TEMED. Tandis que le gel de concentration contient
4% d’acrylamide:bisacrylamide (37,5:1), 0,375 M Tris-HCI pH 6,8, 0,4% SDS, 0,1% APS et 7 mM
TEMED.

Avant le chargement des échantillons, du tampon de Laemmli a 1x final est ajouté (2% SDS, 10%
glycérol, 5% B-mercaptoéthanol, 2% bleu de bromophénol et 62,5 mM Tris-HCI pH 6,8). La migration
se fait 2 90 V dans le gel de concentration puis a 200 V dans le gel de migration. Les gels sont baignés
dans un tampon de migration contenant : 25 mM Tris pH 8,3, 192 mM glycine et 0,1% SDS. Pour
identifier la masse moléculaire des bandes, un marqueur de masse moléculaire est utilisé : PageRuler™
Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific), allant de 10 a 250 kDa.

La solution commerciale InstantBlue® Protein Stain (Expedeon) est utilisée pour colorer les protéines
sur un gel de polyacrylamide en réalisant une incubation de 15 minutes sous agitation.
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X11.3. Production d’ARN

Les ARN utilisés pour les études avec ISG20 sont les suivants : TAR-5SL, TAR-9SL, TAR, AC-PolyA
et AG(50)-mer (tableau 12). Les ARN TAR-9SL, TAR et AG(50)-mer sont produits par une réaction
de transcription in vitro, tandis que les ARN AC-PolyA et TAR-5SL sont synthétisés chimiquement
(PerkinElmer). Le protocole de production de I’ARN AG(50)-mer est décrit dans 1’article de recherche
(Rocchi, Louvat ef al., 2022).

Les ARN utilisés pour les études avec I’IN sont les suivants : TAR-bt, (30)-mer-bt et I’ARN chimérique
minoTAR. Les ARN TAR-bt et (30)-mer-bt, utilisés pour les études fonctionnelles, sont synthétisés
chimiquement (Sigma Aldrich). L’ARN minoTAR, utilisé pour les études structurales, est produit dans
E. coli.

Nom Séquence (5° = 3°) Oligonucléotides et synthese d’ARN
TAR-5SL | gcagaucugagccugggagcucucuge Synthétisé chimiquement
TAR-9SL | gggccagaucugagccugggageucucuggece All et A12

TAR gggucucucugguuagaccagaucugagecuggg Al3 ot Al4

agcucucuggceuaaccagagaacce
AC-PolyA Zzzzacacacacacacacacaaaaaaaaaaaaaaaa Synthétisé chimiquement
AC-PolyA | acacacacacacacacacacaaaaaaaaaaaaaaaa e g e
Synthétisé chimiquement
(m6A) aaaa
AC-PolyA | acacacacacacacacacacaaaaaaaaaaaaaaaa Svnthétisé chimiquement
(20A) aaaa Y d
AC-PolyA | acacacacacacacacacacaaaaaaaaaaaaaaaa e e
Synthétisé chimiquement
(m5C) aaaa
AG(50)- | gggagagagagagagagagagagagagagagaga FF48 ot FF54
mer gagagagagagagaga
TAR-bt gggccagaucugagecugggageucucuggcce Synthétis¢ chimiquement
(30)-mer-bt | cguccaucuggucaucuagugauaucaucg Synthétisé chimiquement
ggggctatagcgcaaaaaagegeaccagatctgagee Vecteur d’expression pET28a
minoTAR | tgggagctctetggaggtcgggggaaaaaacceecta | (assemblage Gibson avec A7, A8, A9 et
geeee Al10)

Tableau 12. Les ARN utilisés pour mes travaux de these. Les ARN AC-PolyA (m6A) et (20A) présentent
une méthylation sur le nucléotide A21 de type N°-méthyladénosine ou 2°O-méthyladénosine,
respectivement. Les ARN AC-PolyA (m5C) présentent une méthylation sur la base C22 de type 5-
méthylcytidine.

XII1.3.1. Transcription in vitro catalysée par I’ARN T7 polymérase : ARN TAR-9SL,
ARN TAR

La production d’ARN in vitro repose sur un systéme d’expression avec une ARN T7 polymérase
recombinante produite dans 1’équipe. L’ ARN T7 polymérase transcrit I’ADN matrice en reconnaissant
le promoteur T7 avec une forte processivité. L’activité polymérase s’exerce dans le sens 5’ vers 3’ a
partir du promoteur et son activité exonucléase s’exerce dans le sens 3° vers 5°, ce qui permet a I’enzyme
a partir d’un hybride double brin de dégrader un brin d’ADN et de synthétiser I’ARN (figure 67). Par
la suite, un traitement avec la désoxyribonucléase I (DNAse I) permet de digérer ’ADN restant. L’ARN
synthétisé est purifié par un traitement au PCI.
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ARN T7 polymérase —_—— DNAse I

oteur T7 ARN
5.3’ 5’ .3’ 5t g

3° ADN matrice 5’ 3’ 5° — —

Figure 89. Schéma des étapes de la production d’ARN par une réaction de transcription in vitro
catalysée par I’ARN T7 polymérase, suivi d une étape de digestion de I’ADN résiduel par la DNAse 1.

Les ARN TAR-9SL et TAR sont produit, leur séquence est détaillée dans le tableau 12, en utilisant des
matrices particllement double brin formées par I'hybridation des oligonucléotides d'ADN contenant le
promoteur T7 indiqués dans le tableau 13 et en suivant le protocole détaill¢ ci-dessous.

Nom Séquence (5° — 3°)

All aaataatacgactcactataggggccagatctgagectgggagcetetctggecce

Al2 cccctatagtgagtcgtattatt

Al3 ggttccctagttagecagagagetecccaggetcagatctggtctaaccagagagaccetatagtgagtegtattattt
Al4 aaacagcaagaggatttttattccaagcgcgetggggeccacagtcegtacaccacgecctatagtgagtcgtattattt
FF48 aaataatacgactcactataggg

FF54 ctetetetetectetetetetetetetetetetetctetetetetetecctatagtgagtegtattattt

Tableau 13. Les oligonucléotides ADN utilisés pour produire les substrats ARN par transcription in
vitro.

L’oligonucléotide avec I’ADN matrice sont incubés pendant 5 minutes a 98°C dans le tampon suivant :
70 mM Tris-HCI pH 8, 10 mM MgCl, et 5 mM DTT. Par la suite, les réactifs suivants sont ajoutés a
température ambiante : 50 pg d’ADN matrice, les 4 ribonucléotides (7,5 mM chacun), 7,5 mM Tris-HCI
pH 8, 0,5 mM spermidine, 6,25 mM MgCl,, 5 mM DTT, 1X Ambion® RNAsecure™ (invitrogen,
Thermo Fischer Scientific), 10% DMSO, et 0,1 mg/mL d’ARN T7 polymérase. La réaction de
transcription se fait pendant 3h a 37°C, puis une incubation avec 1 mg/mL de DNAse I pendant 1h30 a
37°C est réalisée. L’échantillon est ensuite incubé avec 20 unités de CIAP pendant 2h a 37°C. Les ARN
sont déphosphorylés afin de réaliser des expériences de marquage radioactif par la suite.

Les ARN sont extraits par un traitement au PCI, puis ils sont précipités avec des sels et de I’éthanol a
froid comme décrit précédemment. Les ARN sont dosés et leur qualité est contrdlée par une
¢électrophorése sur un gel de polyacrylamide 15% en condition dénaturante.

XII.3.2. Production dans E. coli d’une construction chimérique d’ARN sur un
échafaudage d’ARNt

La souche E. coli BL21 (DE3) est transformée avec la construction du plasmide pET28a permettant la
transcription de I’ARN chimérique minoTAR selon le protocole décrit précédemment. Cependant, au
lieu d’étaler 1’échantillon bactérien sur un milieu solide (boite de Pétri LB-kanamycine), 1’échantillon
bactérien est inoculé dans 2 L. de milieu LB-kanamycine pendant trois nuits a 25°C sous agitation. Puis
les cellules sont pelletées en centrifugeant pendant 15 minutes a 5 000 g a 4°C.

Les culots bactériens sont re-suspendu dans 1 mL de tampon de lyse/g de culot. La composition du
tampon de lyse est la suivante : 10 mM Tris-HCI pH 7,4 et 10 mM MgCl,. Le lysat est traité avec 1
volume de solution PCI. Puis 1’échantillon est incubé 1h a température ambiante en rotation. Ensuite
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une centrifugation a 10 000 g a 20°C pendant 30 minutes est réalisée. Du NaCl est ajouté¢ dans le
surnageant pour obtenir une concentration finale en NaCl de 100 mM. Puis I’échantillon est chargé sur
une colonne HiTrapQ-XL de 5 mL (Cytiva) équilibrée avec 2 VC de tampon de lyse avec une seringue.
La purification est réalisée avec un systéme AKTA purifier en deux temps : premiérement, une étape de
lavage avec 5 VC de tampon de lyse, puis dans un second temps, une étape d’élution de I’ARN en
utilisant un gradient linéaire sur 15 VC allant de 0% a 100% du tampon d’¢élution (10 mM Tris-HCI pH
7,5, 10 mM MgCl, et 1 M NaCl). Les fractions d’élution sont controlées par une électrophorese sur gel
de polyacrylamide en condition dénaturante. Les fractions d’intérét sont rassemblées et injectées grace
au systtme AKTA pure sur une colonne Superdex 75 5/150 GL équilibrée avec 2 VC de tampon
d’¢lution. L’¢lution est réalisée sur un gradient isocratique de 1,5 VC. Les fractions d’élution sont
contrdlées, puis les fractions d’intérét sont rassemblées et purifiées sur gel de polyacrylamide en
condition dénaturante. Une élution par diffusion et une électro-¢lution sont réalisées ensuite.

Le protocole ci-dessus est inspiré de celui publié par Ponchon et al. (2009).

XII.3.3. Purification de I’ARN sur gel de polyacrylamide en condition dénaturante

La purification de I’ARN sur gel de polyacrylamide en condition dénaturante permet de purifier un ARN
d’intérét en récupérant la bande d’intérét directement sur le gel. Par la suite, I’ARN est ¢lué¢ de la bande
par diffusion ou alors en appliquant un courant électrique, il s’agit alors d’une électro-élution.

En pratique pour la purification sur gel, I’ARN est dilué de moiti¢ dans un tampon de charge a 1X final
(95% formamide, 18 mM EDTA, 0,025% SDS, 0,01% xyléne cyanol et 0,01% bleu de bromophénol),
puis chargé sur un gel dénaturant 10% ou 15% d’acrylamide:bisacrylamide (19:1), TBE 1X, 7M ur¢e,
0,1% APS et 7 mM TEMED. Les échantillons sont chauffés 5 minutes a 98°C puis chargé sur gel. La
migration se fait a 300 V dans le tampon TBE 1X. La révélation des ARN se fait par le BET avec un
transilluminateur UV ou alors par imagerie au phosphore a I'aide du scanner Typhoon™ FLA 9500 (GE
HealthCare).

XII1.3.3.1. Elution par diffusion

La bande correspondant a I’ARN d’intérét est coupée avec une lame de rasoir et placée dans un tube
contenant 500 pL de tampon d’¢élution de composition finale suivante : | mM EDTA, 0,2% SDS, 0,5 M
d’acétate de sodium et 0,01 volume d’une solution de PCI.

L’échantillon est conservé a -20°C pendant 30 minutes puis chauffé a 95°C pendant 5 minutes. Il est
ensuite placé sur une roue en rotation toute la nuit a température ambiante. Le lendemain, 1’échantillon
est chauffé pendant 30 minutes a 37°C puis un traitement par le PCI est réalisé suivi d’une précipitation
a I’éthanol comme décrit précédemment. L'ARN est chauffé dans un tampon de repliement (20 mM
HEPES pH 7,5, 200 mM NaCl, 2 mM MgCl; et 2 mM DTT) pendant 5 minutes a 95 °C, puis un
refroidissement lent et controlé de 40 minutes a été réalisé. L’ARN est utilis¢ par la suite pour la
formation de complexes ribonucléoprotéiques avec his-IN-CTD (essais de cristallogenese du
30/03/2022).

XI1.3.3.2. Electro-élution

Comme précédemment la bande d’intérét est isolée, puis elle est placée dans une membrane de dialyse
au sein d’un appareil d’électrophorése avec un tampon TBE 1X. Ensuite, une migration de 2h a 150 V
est réalisée. Le tampon d’électrophorese et le tampon au sein de la membrane de dialyse sont contrdlés
par une électrophorése sur gel de polyacrylamide en condition dénaturante. L’ ARN est traité par le PCI,
précipité a I’éthanol, puis chauffé dans un tampon de repliement.
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L’ARN est ensuite incubé avec his-IN-CTD pour la formation des complexes ribonucléoprotéiques
(essais de cristallogenese du 09/09/2022).

XII.4. Marquage radioactif de I’ARN catalysé par la T4 polynucléotide kinase

Les ARN concernés par ce marquage radioactif sont les ARN TAR-5SL, TAR-9SL, TAR, AC-PolyA
et AG(50)-mer.

50 pmol d’ARN sont radiomarqués a l'extrémité 5’ en utilisant 10 unités de T4 polynucléotide kinase

(T4 PNK) (NEB) mélangées a 3 uL de y**P-ATP (3000 Ci/mmol, 10 mCi/mL, PerkinElmer) dans le
tampon de la T4 PNK a 1X (NEB) pendant 2h a 37 °C. La T4 PNK est ensuite inactivée par une
incubation pendant 20 minutes a 65°C. Les ARN radioactifs sont purifiés sur des colonnes G-25 illustra
Microspin (Cytiva) selon le protocole de purification du fournisseur; et ensuite sur gel de
polyacrylamide dénaturant a 10% avec une élution par diffusion comme décrit précédemment. La qualité
des ARN est contrélée sur un gel de polyacrylamide 15% dénaturant. Les ARN sont dosés et conservés
a-20°C.

XIL.5. Complexes ribonucléoprotéiques

XILS5.1. Etude de I’interaction protéine — ARN par retard sur gel

XII.5.1.1. Etude de I’interaction entre his-IN-CTD et I’ARN minoTAR

Les échantillons sont préparés en mélangeant 0,8 pM d’ARN minoTAR avec des concentrations
croissantes de his-IN-CTD (0; 0,8 ;1,6 ;3,2 ;4,8 ; 6,4 et 12,8 uM), correspondant a des ratios molaires
ARN:protéine croissants (1:0, 1:1, 1:2, 1:4, 1:6, 1:8 et 1:16). La liaison se fait dans un tampon contenant
25 mM HEPES pH 7,5, 2,5 mM MgCl,, 0,1 uM ZnSOs4, 2,5 mM DTT, 0,1 ug/ul. BSA et 8% PEG 8000
a différentes concentrations de NaCl : 100, 500 et 1 000 mM. Les échantillons sont incubés a 37°C
pendant 30 minutes avant d'étre analysés par une électrophorese sur gel de polyacrylamide a 6% en
condition native. La migration est réalisée dans un tampon TAE 0,5X sur un gel de dimension suivante :
18 cm x 20 cm.

La coloration et la révélation du gel se font avec du BET et un transilluminateur UV.

XII.5.1.2. Etude de Dinteraction entre his-ISG20wt, his-ISG20 D94A et un
ARNdb

Les échantillons sont préparés en mélangeant 100 nM d’ARN TAR-9SL marqué radioactivement au **P
avec des concentrations croissantes de protéines (0 ; 100 ; 200 ; 400 ; 800 et 1 600 nM), correspondant
a des ratios molaires ARN:protéine croissants (1:0, 1:1, 1:2, 1:4, 1:8 et 1:16). Deux protéines différentes
sont testées : his-ISG20wt et his-ISG20 D94A. Le mélange est réalisé¢ dans un tampon contenant 50 mM
Tris-HCI pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 mM DTT, 10 mM Mn?', 0,1 pg/uL BSA et 10% glycérol. Les
échantillons sont incubés a 37°C pendant 30 minutes, puis ils sont analysés par une électrophorése en
condition native comme détaillé précédemment.

Les dimensions du gel sont les suivantes : 20 cm x 34 cm. Le gel a été exposé sur la nuit a -20°C. Les
résultats ont été visualisés avec le scanner Typhoon™ FLA 9500.
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XII.5.1.3. Etude de I’interaction entre his-ISG20w¢, un ARNdb et un ARNsb

Les échantillons sont préparés en mélangeant 50 nM d’ARN marqué radioactivement au *?P avec des
concentrations croissantes de protéines his-ISG20wz (0 ; 50 ; 100 ; 200 et 400 nM), correspondant a des
ratios molaires ARN:protéine croissants (1:0, 1:1, 1:2, 1:4 et 1:8). Deux ARN structurés différemment
sont étudiés : I’ARN TAR-9SL et ’ARN AG(50)-mer. Le mélange est réalisé dans un tampon contenant
50 mM Tris-HCI pH 7,5, 150 mM NaCl, 5 mM B-mercaptoéthanol, 0,1 pg/pL BSA, 5% glycérol, 2,5
mM EDTA et 10 mM Mn?". Les échantillons sont incubés a 30°C pendant 30 minutes, puis ils sont
analysés par électrophorese et le résultat est visualisé¢ dans les conditions décrites dans le chapitre
XI1.5.1.2.

XIL.5.1.4. Etude de I’interaction entre his-ISG20w? et un ARNsb en présence de
Zn2+

Les échantillons sont préparés en mélangeant 30 nM d’ARN AC-PolyA marqué radioactivement au P
avec des concentrations croissantes de his-ISG20wz (0 ; 120 ; 240 ; 480 et 960 nM), correspondant a des
ratios molaires ARN:protéine croissants (1:0, 1:4, 1:8, 1:16 et 1:32). Le mélange se fait dans un tampon
contenant 10 mM Tris-HCI pH 7,5, 50 mM NaCl, 2 mM DTT, 0,1 ug/uL BSA, 10 mM ZnSO4 et 5%
glycérol, pendant 20 minutes a 30°C. L analyse des échantillons par électrophorése et leur visualisation
sont réalisées dans les conditions décrites dans le chapitre XII.5.1.2.

XII.5.1.5. Etude de I’interaction entre his-ISG20wt et des ARNSsb avec différentes
modifications post-transcriptionnelles

Cette ¢tude est réalisée dans les mémes conditions que précédemment (voir chapitre XI1.5.1.4) avec
les ARN AC-PolyA sans méthylation ou présentant une des méthylations suivantes : m6A, 20A et m5C.

XIL5.1.6. Etude de I’interaction entre PABPC1-his et AC-PolyA

Les échantillons sont préparés en mélangeant 10 nM d’ARN AC-PolyA marqué radioactivement au *P
avec des concentrations croissantes de PABPC1-his (0 ; 50 ; 100 ; 200 et 500 nM), correspondant a des
ratios molaires ARN:protéine croissants (1:0, 1:5, 1:10, 1:20 et 1:50). Le mélange est réalis¢ dans un
tampon contenant 25 mM Tris-HCl pH 7,5, 5 mM MgCl,, 100 mM NaCl, 2,5 mM DTT, 0,1 pg/uL BSA
et 10% glycérol. Les échantillons ont été incubés a 37°C pendant 15 minutes. L analyse des échantillons
(électrophorése puis visualisation) se fait dans les conditions décrites dans le chapitre XI1.5.1.2.

XII.5.2. Test d’interaction par ARN « pull-down » avec IN-CTD

Une expérience de co-précipitation permet d’étudier I’interaction d’une biomolécule avec une autre.
Dans notre cas, il s’agit de I’interaction entre un ARN et une ou des protéines. Pour cela, un ARN
biotinylé est incubé avec les protéines étudices (figure 90). Puis ce mélange est mis en contact avec des
billes présentant de la streptavidine a leur surface. Des étapes de lavages permettent de retirer les
interactions aspécifiques. Finalement, les protéines liées a I’ARN sont analysées par SDS-PAGE.
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Incubation de bt-TAR avec Interaction IN-CTD:TAR Liaison de bt-TAR aux billes Elution de IN-CTD
IN-CTD streptavidine

Figure 90. Schéma des étapes d’une expérience de co-précipitation avec des billes streptavidine.

Les protéines (his-IN-CTD-ACT, his-IN-CTD et GST-cycline T1) a une concentration finale de 4 uM
sont mélangées dans le tampon de liaison suivant : 100 mM NaCl, 40 mM HEPES pH 7,5, 5 mM MgCl,,
10% glycérol et 2 mM B-mercaptoéthanol. 5 pL. d’échantillon sont prélevés afin de pouvoir controler
par SDS-PAGE la présence des protéines d’intérét dans les bonnes quantités. Ensuite, les échantillons
sont complétés ou non avec 0,5 uM d’ARN TAR-bt dans un volume final de 60 pL. Les échantillons
sont incubés 30 minutes a 37°C. Puis, 10 uL de billes magnétiques de streptavidine (Dynabeads MyOne,
Thermo Fisher Scientific) et 200 uL de tampon de lavage (40 mM HEPES pH 7,5, 100 mM NaCl, 5
mM MgCls, 10% glycérol, 2 mM B-mercaptoéthanol et 10 mM imidazole) sont ajoutés. Les échantillons
sont incubés pendant 1h30 en rotation a 4°C. Les billes magnétiques sont lavées deux fois avec 500 uL
de tampon de lavage grace a un portoir magnétique. L’¢élution des protéines est réalisée en incubant les
billes 10 minutes avec 10 uL de LD 4X. Les fractions d’élution sont récupérées et contrdlées par SDS-
PAGE.

Pour empécher les interactions aspécifiques des tubes Protein LoBind® (Eppendorf) sont utilisés et de
I’imidazole est ajouté dans le tampon de lavage.

XIIL.5.3. Test de digestion enzymatique médié¢ par ISG20

XII.5.3.1. Test de la processivité ou distributivité d’ISG20

Le test de digestion est réalis¢ en mélangeant 500 nM d’ARN AC-PolyA marqué radioactivement au
32P avec 5 nM de his-ISG20 (ratio molaire ARN:protéine de 100:1) en présence ou non de 50 uM d’ARN
AC-PolyA non-marqué (ratio molaire ARN chaud:ARN froid de 1:10). Le mélange se fait dans le
tampon suivant : 50 mM Tris-HCI pH 7,4, 2,5 mM MnCl,, 1 mM B-mercaptoéthanol, 0,4 mM DTT, 0,1%
Triton X-100. La réaction de digestion est réalisée a 37°C et débute avec 1’ajout de his-ISG20. Des
prélevements de 3 pl sont réalisés a différents temps pendant 30 minutes (0, 1, 5, 15 et 30 minutes).
L’¢échantillon prélevé est immédiatement mélangé dans 1 volume de tampon de « quenching » (5 mM
EDTA, 0,5% SDS, 0,1X LD 11, 0,5 M urée et 34% glycérol) pour arréter la réaction. Les échantillons
sont ensuite chauffés 5 minutes a 98°C et conservés a -20°C.

Ensuite, les échantillons sont contrdlés par électrophorese sur gel de polyacrylamide a 15% en condition
dénaturante. La migration est réalisée dans du tampon TBE 1X a 600V sur un gel de dimension 34 ¢cm
par 20 cm. Aprés migration, le gel est exposé sur la nuit a -80°C contre un écran adéquat dans une
cassette dédiée. Les résultats sont visualisés avec le scanner Typhoon™ FLA 9500.

XIL.5.3.2. Test de digestion avec des substrats ARN linéaires et méthylés

Le test de digestion est réalisé en mélangeant 600 nM d’ARN marqué radioactivement au **P dans un
tampon optimisé (50 mM Tris-HCI pH 7,5, 20 mM MnCl,, 1 mM DTT, 150 mM NaCl et 10% glycérol)
avec 2,4 uM de his-ISG20 (ratio molaire ARN:protéine de 1:4). Quatre ARN différents sont utilisés :
I’ARN AC-PolyA sans méthylation, I’ARN mo6A, ’ARN 20A et ’ARN m5C. L’ajout de his-ISG20
permet d’initier la réaction de digestion. La réaction de digestion est réalisée a 37°C et des prélévements
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de 2 pL sont réalisés a différents temps pendant 30 minutes (0, 1, 5, 10, 15 et 30 minutes). L’échantillon
prélevé est immédiatement mélangé dans 5 volumes de tampon de « quenching » pour arréter la réaction.
Les échantillons sont ensuite chauffés 5 minutes a 98°C et conservés a -20°C. Par la suite, ils sont
controlés par électrophorése sur gel de polyacrylamide a 20% en condition dénaturante. La migration
est réalisée dans du tampon TBE 1X a 400V sur des gels de 20 cm par 34 cm. Apres migration, le gel
est exposé sur la nuit a -80°C et les résultats sont visualisés avec le scanner Typhoon™ FLA 9500.

XII.5.3.3. Test de digestion avec la PABP

Le test de digestion est réalisé en mélangeant 30 nM d’ARN AC-PolyA marqué radioactivement au **P
avec 900 nM de PABPC1-his ou 900 nM de BSA (ratio molaire ARN:protéine de 1:30) dans un tampon
optimisé (10 mM Tris-HCI pH 7,4, 10 mM MnCl,, 1 mM DTT, 100 mM NaCl et 10% glycérol). Une
incubation de 20 minutes a 37°C est réalisé. Puis 120 nM de his-ISG20 (ratio molaire ARN:protéine de
1:4) sont ajoutés pour initier la réaction de digestion. La réaction de digestion est réalisée a 37°C et des
préléevements de 4 puL sont réalisés a différents temps pendant 60 minutes (0, 1, 5, 15, 30 et 60 minutes).
L’échantillon prélevé est immédiatement mélangé dans 1 volume de tampon de « quenching » pour
arréter la réaction. Les échantillons sont ensuite chauffés 5 minutes a 98°C et conservés a -20°C. Les
échantillons sont analysés (électrophorése puis révélation) dans les conditions détaillées dans le
chapitre XII.5.3.1.

Des réactions contrdles sont réalisées en incubant I’ARN uniquement avec la PABPCI1-his ou la BSA
sans his-ISG20. Pour ces réactions, des prélévements sont effectués dans les conditions décrites ci-
dessus a 0 et 60 minutes.

Le marqueur de taille est composé de trois oligonucléotides ADN de différentes tailles : 19, 22 et 25
nucléotides. Ces oligonucléotides sont marqués radioactivement au *°P; puis du tampon de
« quenching » est ajouté.

XIL.5.3.4. Test de digestion avec des substrats ARN linéaire et structurés

Le test de digestion est réalisé en mélangeant 500 nM d’ARN marqué radioactivement au **P dans un
tampon optimisé (50 mM Tris-HCI pH 7,4, 2,5 mM MnCl,, 1 mM B-mercaptoéthanol, 0,4 mM DTT,
0,1% Triton X-100) avec 5 nM de his-ISG20 (ratio molaire ARN:protéine de 100:1). Quatre ARN
différents sont utilisés : I’ARN AC-PolyA, I’ARN TAR-5SL, ’ARN TAR-9SL et ’ARN TAR. Comme
précédemment, 1’ajout de his-ISG20 permet d’initier la réaction de digestion. La réaction de digestion
est réalisée a 37°C et des prélévements de 3 uL sont réalisés a différents temps pendant 60 minutes (0,
5, 15, 30 et 60 minutes). L’échantillon prélevé est immédiatement mélangé dans 1 volume de tampon
de « quenching » pour arréter la réaction. Les échantillons sont traités et analysés dans les conditions
détaillées dans le chapitre XI1.5.3.1.

XIII. Etudes structurales

Les ¢études structurales concernent uniquement le complexe formé entre IN-CTD et ’ARN minoTAR.

XIII.1. Analyse de la monodispersité des échantillons par diffusion dynamique de la
lumiére

La DLS permet de mesurer le rayon hydrodynamique (Ru) d’une macromolécule et son coefficient de
polydispersité (PDI) (Falke et Betzel, 2019). Cette technique repose sur le mouvement Brownien d’une
particule en solution, donnant acces au coefficient de diffusion par la formule de Stokes-Einstein :
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kxT , ) oo )
Ry = m avec : T, la température absolue ; Dr, le coefficient de diffusion de translation ; 7, la
T

viscosité dynamique du milieu de dilution ; et k, la constante de Boltzmann.

Le rayon hydrodynamique Ry est le rayon de la macromolécule en tenant compte de sa couche
d’hydratation. Le détecteur permet de mesurer les fluctuations de D’intensité¢ a 1’échelle de la
microseconde et de relier mathématiquement par la fonction de corrélation ces fluctuations au
coefficient de diffusion Dr, cela donne acces au rayon hydrodynamique Ru. De plus, le coefficient de
polydispersité (PDI) d’un échantillon, ¢’est-a-dire I’homogénéité de la macromolécule en solution, est
représentatif de la largeur de distribution de la taille des macromolécules.

Les échantillons sont préparés en mélangeant 2,5 uM d’ARN minoTAR avec 20 uM de his-IN-CTD
(ratio molaire ARN:protéine de 1:8) dans un tampon contenant 50 mM HEPES pH 7,5, 5 mM MgCl.,
0,1 uM ZnSOs4, 5 mM DTT, 0,1 pg/uL BSA et 16% PEG 8000 a deux concentrations de NaCl : 100 et
250 mM. Les échantillons sont incubés a 37 °C pendant 30 minutes dans un volume final de 120 pL.
Puis ils sont analysés dans une microcuvette en plastique BRAND™ (Thermo Fisher Scientific) avec
un appareil Zetasizer Nano S90 (Malvern Panalytical). 15 mesures sont réalisées en triplicata a 25°C.

XIIL.2. Cristallographie aux rayons X

XII.2.1.  La méthode de la diffusion de vapeur d’eau

Cette méthode repose sur la diffusion de vapeur d’eau d’une goutte contenant un mélange de solution
protéique et de solution précipitante, vers le réservoir contenant la solution précipitante en exces dans
un systeme fermé (Dessau et Modis, 2011) (figure 91.A). Le mouvement de la vapeur d’eau de la goutte
vers le réservoir entraine une concentration lente de la protéine et de I’agent cristallisant jusqu’a ce que
I’équilibre soit atteint, ¢’est-a-dire que la concentration en agent précipitant dans la goutte et le réservoir
soit égale. La concentration de la protéine conduit & un phénomene de nucléation, puis il y a une
croissance cristalline qui peut aboutir a des cristaux de taille exploitable pour la diffraction aux rayons
X (figure 91.B).

La condition permettant de cristalliser I’échantillon est inconnue, ainsi un criblage des conditions de
cristallisation est réalis¢ avec des plaques 96 puits.
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Figure 91. En A, schéma illustrant la technique de la goutte assise. En B, diagramme de solubilité
illustrant les phases de cristallisation de protéines.

XII.2.2.  Cryo-protection et transfert des cristaux

Les cristaux a tester par diffraction aux rayons X sont péchés grace a une cryo-boucle et rapidement
trempés dans une goutte de solution de cristallisation contenant un cryo-protectant (15% éthyléne
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glycol). Puis ils sont congelés a 1’azote liquide et transportés a un synchrotron ou ils sont soumis a un
faisceau de rayons X. Les cristaux sont maintenus a basse température dans un flux d’azote gazeux
pendant I’enregistrement des données de diffraction (Drenth, 2007).

XIII.2.3.  Obtention et enregistrement des données de diffraction
XIIL.2.3.1. Principe de diffraction

Lorsqu’un cristal est irradié par les rayons X, il y a réémission de 1’onde par chacun des atomes du cristal
en fonction de leur position et de leur nature dans un processus de diffusion élastique. Du fait de la
périodicité du cristal, il y a des interférences constructives ou destructives entre les ondes réémises. Ce
phénoméne de diffraction conduit a une réémission des ondes dans des directions privilégiées.
L’ensemble des taches de diffraction constitue le réseau réciproque et pour chaque tache des
coordonnées (h, k, 1) sont calculées. F(hkl) est un nombre complexe appelé facteur de structure qui
permet de décrire I’onde diffractée par un cristal.

j=N
F(hkl) = |F(hkl)| x e'®(kl) = z fi % pi2m(hxj+ky+1z))
j=1

O : la phase du facteur de structure pour la réflexion (h, k, I) ; N : le nombre d’atomes dans la maille ;
fj : le facteur de diffusion de I’atome j et x, y, z : sa position.

Les symétries de rotation cristallographiques du réseau direct (cristal) se retrouvent dans le réseau
réciproque. En théorie a partir du facteur de structure, il est possible de remonter a la densité électronique
p (X,y, z) en un point quelconque de coordonnées (x, y, z) dans le réseau direct. Cependant, I’information
concernant les phases est perdue donc il est impossible de calculer la fonction de densité électronique.

+00
1 .
p(x, y, Z) — V X Z F(hkl) % e—lZn’(hx+ky+lz)
hk,l=—00

V : le volume du cristal.

Pour obtenir une information de phase et déterminer des structures tridimensionnelles par
cristallographie aux rayons X, différentes méthodes peuvent étre utilisées : le remplacement moléculaire
(a ’aide d’une macromolécule de structure homologue), les dérivés lourds isomorphes (en faisant
diffuser des atomes lourds dans le cristal) et la dispersion anomale (en exploitant la variation du facteur
de diffusion d’un type d’atome en fonction de la longueur d’onde 1). Ces méthodes peuvent mener a la
construction puis a I’affinement d’un mode¢le atomique.

XII1.2.3.2. Essais de cristallogenése du 30/03/2022

Deux complexes sont formés dans les conditions décrites précédemment pour les expériences de DLS a
une concentration en NaCl de 250 mM et a deux ratios ARN:protéine différents :

- Un complexe a un ratio de 1:4 (0,3 mM d’ARN minoTAR + 1,2 mM de his-IN-CTD) ;
- Etun complexe a un ratio de 1:16 (1,5 uM d’ARN minoTAR + 24 uM de his-IN-CTD).

Pour chacun de ces complexes, quatre kits commerciaux sont utilisés comme indiqué ci-
dessous (tableau 14).
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. pL de solution
Nomania | T | P
paq cristallisation
Mini Screen 24 puits 200 1 goutte suspendue (1 pL de complexe +
(Hampton Research) P 2 uL de solution de cristallisation)
MIDAS plus .
. 1 goutte assise (180 nL de complexe + 90
(Molecular 96 puits 70 . S
. : nL de solution de cristallisation)
Dimensions)
PEG 1 . 1 goutte assise (180 nL de complexe + 90
(Qiagen) 96 puits 70 nL de solution de cristallisation)
Natrix HT 96 puits 70 1 goutte assise (180 nL de complexe + 90
(Hampton Research) P nL de solution de cristallisation)

Tableau 14. Détails sur les kits, les plaques et les conditions de réalisation des essais de cristallogenése
du 30/03/2022.

Le préléevement du tampon de cristallisation dans le réservoir et son dépot dans la goutte pour les plaques
96 puits (MRC, Molecular Dimensions) sont réalisés avec le Mosquito® LV genomics (SPT Labtech).
Les plaques 24 puits sont réalisées a la main. Par la suite, les plaques sont recouvertes d’un film plastique
et mises a 19°C. Une photo des gouttes est prise de fagon journaliere grace au Rock-Imager®-182
(FORMULATRIX).

A partir de ces essais, un cristal a été péché dans la goutte de la condition B6 du kit Mini Screen (ratio
ARN:protéine de 1:4) 40 jours aprés la réalisation des gouttes. Puis, il a été analysé sur la ligne de
lumiére ID23-1 a ’ESRF (« European Synchrotron Radiation Facility », Grenoble).

XIII1.2.3.3. Essais de cristallogenése du 09/09/2022

Deux complexes a deux ratios ARN:protéine différents sont formés dans les conditions décrites
précédemment pour les expériences de DLS a une concentration en NaCl de 250 mM :

- Un complexe a un ratio de 1:2 (0,4 mM d’ARN minoTAR + 0,8 mM de his-IN-CTD) ;
- Etun complexe a un ratio de 1:4 (0,1 mM d’ARN minoTAR + 0,4 mM de his-IN-CTD).

Les gouttes sont réalisées pour chaque complexe avec trois kits commerciaux différents et stockées a
deux températures différentes comme indiqué ci-dessous (tableau 15).

. pL de solution Température de
Nom du l.(lt Type de de Gouttes stockage de la
commercial | plaques . c .
cristallisation plaque
2 gouttes assises (170 nL de
MIDAS plus | 96 puits 70 complexe + 85 nL de 19°C

solution de cristallisation)
2 gouttes assises (170 nL de
Natrix HT 96 puits 70 complexe + 85 nL de 19°C

solution de cristallisation)
2 gouttes assises (170 nL de
PEGI 96 puits 70 complexe + 85 nL de 19°C

solution de cristallisation)
2 gouttes assises (170 nL de
MIDAS plus | 96 puits 70 complexe + 85 nL de 37°C
solution de cristallisation)
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2 gouttes assises (170 nL de
Natrix HT | 96 puits 70 complexe + 85 nL de 37°C
solution de cristallisation)
2 gouttes assises (170 nL de
PEGI 96 puits 70 complexe + 85 nL de 37°C
solution de cristallisation)

Tableau 15. Détails sur les kits, les plaques et les conditions de réalisation des essais de cristallogenese
du 09/09/2022.

La goutte 1 correspond au complexe avec un ratio molaire ARN:protéine de 1:2, et la goutte 2
correspond a celui avec un ratio de 1:4.

A partir de ces essais sept cristaux ont été péchés dans les conditions suivantes a 37°C : E1 du kit PEGI
(goutte 2), E2 du kit PEGI (goutte 2), E3 du kit PEGI (gouttes 1 et 2), H3 du kit Natrix (goutte 2), H12
du kit Natrix (goutte 2) et B11 (goutte 2) du kit MIDAS. Puis, ils ont été analysés sur la ligne de lumiére
PX2 au synchrotron SOLEIL (Source Optimisée de Lumiére d'Energie Intermédiaire du LURE, Saint-
Aubin).

XII1.2.3.4. Enregistrement des données

Lors de I’enregistrement des données sur les lignes de lumieres au synchrotron SOLEIL ou a ’ESRF,
une premicre caractérisation du cristal est réalisée. Le cristal est soumis a un rayonnement X a 40% de
transmission et quatre images sont collectées avec un pas d’oscillation du cristal de 1°. Avec ces quatre
images, il est possible de discriminer un cristal de sel d’un cristal de protéine et ainsi de poursuivre ou
non la collecte de données selon le résultat obtenu.
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Annexes

Détails techniques pour I’électrophorese d’ARN sur gel de polyacrylamide

Dimension des gels de petite taille : 8§ cm x 10 cm (longueur x largeur). Ces gels sont utilisés pour
contrdler la qualité des ARN. (Remarque : ce sont ces gels qui sont utilisés pour les électrophoreses de

protéines.)

Dimension des gels de taille moyenne : 20 cm x 20 cm. Ces gels sont utilisés pour la purification sur gel
d’ARN et pour les tests de retard sur gel.

Dimension des gels de grande taille : 34 cm x 20 cm. Ces gels sont utilisés pour les tests de digestion
d’ISG20 (test de processivité, test de protection par la PABPC1).

Dimension des gels de grande largeur : 20 cm x 34 cm. Ces gels sont utilisés pour les tests de retard sur
gel et le test de digestion avec les substrats ARN méthylés.

Composition des tampons de purification

Purification de GST-cycline T1 :

Lyse Elution Stockage
Tris-HCI pH 8 50 mM 50 mM 50 mM
NaCl 100 mM 250 mM 100 mM
Triton X-100 0,1% 0,1% 0,1%
Glycérol 10% 10% 10%
-mercaptoéthanol 2 mM 2 mM 2 mM
MgCl, 1 mM 1 mM
ZnSO4 1 uM 1 uM
Glutathion réduit 20 mM
Purification de his-cycline T1 :

Lyse Lavage Elution Stockage
Tris-HCl pH 7,5 50 mM 50 mM 50 mM
HEPES pH 7,5 50 mM
Imidazole 20 mM 20 mM 0,5M
NaCl 150 mM 0,5M 150 mM 500 mM
B-mercaptoéthanol 5 mM 5 mM 5 mM 5 mM
Glycérol 20% 20% 20% 10%

Purification de CDK9-his seule, en co-lyse avec his-cycline (conditions native et dénaturante) :

Lyse (CDK9 Lavage Elution Lyse (co- Elution (co-
seule et co- (CDK9 (CDKO9 seule lyse en lyse en
lyse en seule) et co-lyse en condition condition
condition condition dénaturante) | dénaturante)
native) native)
Tris-HCI pH 7,5 50 mM 50 mM 50 mM 50 mM 50 mM
Imidazole 20 mM 20 mM 0,5M 20 mM 0,5M
NaCl 150 mM 0,5M 150 mM 1M 0,5M
B-mercaptoéthanol 5 mM 5SmM 5SmM 2 mM 2 mM
Glycérol 20% 20% 20% 10% 10%
EDTA 0,1 mM 0,1 mM
Urée 2M
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Purification de his-ISG20wt :

Lyse Lavage Elution SEC Stockage
IMAC
Tris-HCl pH 7.5 50 mM 50 mM 50 mM 50 mM 50 mM
NaCl 150 mM 500 mM 150 mM 1M 50 mM
B-mercaptoéthanol 5 mM 5 mM 5 mM 2 mM 2 mM
Glycérol 20% 20% 20% 20% 50%
Imidazole 20 mM 20 mM 500 mM
EDTA 0,1 mM
Purification de his-ISG20 D94A :
Lyse Lavage Elution Héparine | Héparine | Stockage
IMAC A B
Tris-HCI pH 7.5 50 mM 50 mM 50 mM 50 mM 50 mM 50 mM
NaCl 300 mM 2M 300 mM 150 mM 1M 150 mM
B-mercaptoéthanol 5mM 5 mM 5 mM 5mM 5 mM 2 mM
Glycérol 20% 20% 20% 10% 10% 10%
Imidazole 20 mM 20 mM 500 mM
EDTA 0,1 mM 0,1 mM 0,1 mM
ATP 2 mM
Purification de PABPCl1-his :
Lyse Elution IMAC SEC Stockage
Tris-HCl pH 7.5 50 mM 50 mM 50 mM 50 mM
NaCl 300 mM 300 mM 1M 50 mM
B-mercaptoéthanol 5mM 2mM 2 mM 2 mM
Glycérol 20% 10% 20% 20%
Imidazole 20 mM 500 mM
EDTA 0,1 mM 0,1 mM
MgCl,
Purification de I’ARN chimérique minoTAR :
Lyse Elution
Tris-HCI pH 7,5 10 mM 10 mM
MgCl, 10 mM 10 mM
NaCl 100 mM 1M

Tableau 16. Composition des tampons de purification. Tous les tampons de purification ont été filtrés
a 0,22 um et conserves a 4°C.
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Calibration de la colonne Superdex 75 Increase 10/300 GL
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Figure 92. Chromatogramme représentant le profil d’étalonnage sur une colonne Superdex 75 Increase
10/300 GL avec les profils d’élution de plusieurs biomolécules : [’aprotinine, la ribonucléase A,
l’anhydrase carbonique, I’ovalbumine, la conalbumine et un aldose. Représentation de [’absorbance en
unité arbitraire (mAU) en fonction du volume d’élution en mL. La courbe en bleue correspond a la

mesure de [’absorbance a 280 nm et le tracé vert correspond au pourcentage de tampon d’élution.

Protéine Masse moléculaire Logio(Masse Volume d’élution
(kDa) moléculaire) (mL)
Aprotinine 6.5 0.81 18.8
Ribonucléase A 13.5 1.13 16.65
Anhydrase
carbonique 29 1.46 13.41
Ovalbumine 43 1.63 11.65
Conalbumine 75 1.88 10.48
Aldose 198 2.30 9.08

Tableau 17. Etalonnage de la colonne Superdex 75 Increase 10/300 GL.
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Figure 93. Graphique représentant la calibration de la colonne Superdex 75 Increase 10/300 GL et
mettant en évidence la relation entre le logarithme décimal de la masse moléculaire et le volume
d’élution (mL). Les valeurs expérimentales sont représentées par des points bleus et la droite de
tendance linéaire est en pointillé en bleu. L équation de la droite de tendance et la valeur de R’ sont
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affichées sur le graphique. La valeur expérimentale correspondant a [’aldose a été retirée du graphique
car elle est hors-gamme.

Calibration de la colonne Superdex 75 Increase 5/150 GL
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Figure 94. Chromatogrammes représentant le profil d’étalonnage sur une colonne Superdex 75
Increase 5/150 GL avec le profil d’élution de [’'ovalbumine (a gauche), de la ribonucléase A et de la
conalbumine (a droite). Représentation de [’absorbance en unité arbitraire (mAU) en fonction du
volume d’élution en mL. La courbe en bleue correspond a la mesure de ’absorbance a 280 nm et le
tracé vert correspond au pourcentage de tampon d’élution.

Protéine Masse moléculaire Logio(Masse Volume d’élution
(kDa) moléculaire) (mL)
Ribonucléase A 13.5 1.13 2.23
Ovalbumine 43 1.63 1.74
Conalbumine 75 1.88 1.54

Tableau 18. Etalonnage de la colonne Superdex 75 Increase 5/150 GL.
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Figure 95. Graphique représentant la calibration de la colonne Superdex 75 Increase 5/150 GL et
mettant en évidence la relation entre le logarithme décimal de la masse moléculaire et le volume
d’élution (mL). Les valeurs expérimentales sont représentées par des points bleus et la droite de
tendance linéaire est en pointillé en bleu. L’équation de la droite de tendance et la valeur de R’ sont
affichées sur le graphique.
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Résumé

Durant ma these, j’ai travaillé sur I’étude moléculaire et structurale de complexes protéines:ARN
impliqués dans le cycle de vie du virus de I'immunodéficience humaine de type-1 (VIH-1). Mon but
était de mieux comprendre leurs mécanismes d’interaction, afin d’établir de nouvelles stratégies
antirétrovirales sur le long terme.

PARTIE I : L’intégrase (IN) du VIH-1 est une protéine multifonctionnelle qui intervient a différentes
étapes du cycle rétroviral. Plusieurs études ont montré 1I’importance du domaine C-terminal (CTD) de
I’IN dans la transcription provirale et la morphogenése du VIH-1. Il a été montré que le CTD liait
fortement ’ARN TAR du génome viral, qui est impliqué avec la protéine Tat dans 1’¢longation de la
transcription provirale. Au cours de ma thése, j’ai utilisé des approches de biologie moléculaire,
biochimie et biophysique, afin d’étudier les interactions entre le CTD, TAR et Tat. Ces travaux ont
conduit a la publication d’un article montrant I’importance des changements de conformations induits
par la liaison du CTD a TAR, car ils permettent d’améliorer la liaison de Tat. Mes résultats montrent
également une interaction du CTD avec le complexe cycline T1:TAR. Ce dernier résultat suggére que
I’IN pourrait intervenir dans la transcription provirale en absence de Tat.

PARTIE II : ISG20 (« interferon-stimulated gene 20 kDa protein ») est un facteur de restriction induit
par I’interféron lors d’une réponse antivirale. Il s’agit d’une exonucléase 3°—5’ de la famille des DEDD

exonucléases. Les mécanismes d’action et de spécificité d’ISG20 vis-a-vis de ses substrats sont mal
connus. J’ai mis en évidence in vitro que le résidu catalytique D94 d’ISG20 est critique pour la liaison
a I’ARN et que I’enzyme est distributive. Une étude récente a montré que les 2°0O-méthylations de
I’ARN cellulaire permettaient de le protéger contre ISG20. Ce mode de protection est détourné par
certains virus, comme le VIH-1. J’ai étudié et mis en évidence in vitro deux autres modes de protection
des ARN contre I’activité d’ISG20 : ’addition d’une extrémité 3’-polyadénylée qui permet la liaison de
certaines protéines et la structure de I’ARN. Ces résultats permettent de mieux expliquer la protection
des ARN cellulaires et de certains ARN viraux a I’activité antivirale d’ISG20.

Abstract

During my thesis, I worked on the molecular and structural study of protein:RNA complexes involved
in the life cycle of human immunodeficiency virus type-1 (HIV-1). My aim was to better understand
their interaction mechanisms, in order to establish new long-term antiretroviral strategies.

PART I: HIV-1 integrase (IN) is a multifunctional protein that is involved at different stages of the
retroviral cycle. Several studies have shown the importance of the C-terminal domain (CTD) of IN in
HIV-1 proviral transcription and morphogenesis. The CTD has been shown to strongly bind the TAR
RNA of the viral genome which is involved with the Tat protein in the elongation step of proviral
transcription. During my thesis, I used molecular biology, biochemistry, and biophysical approaches to
study the interactions between CTD, TAR and Tat. This work led to the publication of a paper showing
the importance of conformational changes induced by the binding of CTD to TAR, as they enhance the
binding of Tat. My results also show an interaction of CTD with the cyclin T1:TAR complex. This latter
result suggests that IN may be involved in proviral transcription in the absence of Tat.

PART II: ISG20 (interferon-stimulated gene 20 kDa protein) is a restriction factor induced by interferon

during an antiviral response. It is a 3'—5' exonuclease of the DEDD exonuclease family. The

mechanisms of action and specificity of ISG20 towards its substrates are poorly understood. I have
shown in vitro that the catalytic residue D94 of ISG20 is critical for RNA binding and that the enzyme
is distributive. A recent study showed that 2'O-methylations of cellular RNA protect it from ISG20. This
mode of protection is hijacked by some viruses, such as HIV-1. I studied and demonstrated two other
modes of RNA protection against ISG20 activity in vitro: the addition of a 3'-polyadenylated end that
allows the binding of certain proteins and the structure of the RNA. These results help explain the
protection of cellular RNA and some viral RNA to the antiviral activity of [ISG20.
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