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aa amino acid

ADN Acide Désoxyribonucléique

AP1 Activator Protein 1

ARN Acide Ribonucléique

ARNmM ARN messager

ATP Adénosine 5'-triphosphate

BPV Bovine Papillomavirus

Brd4 Bromodomain containing protein 4
CBP CREB Binding Protein

cdk cyclin dependent kinase

CDK Cyclin Dependent Kinase

CDKI Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor
CIN Cervical Intraepithelial Neoplasia
CKI cdk Inhibitor

CMH Complexe Majeur d’Histocompatibilité
CR Conserved Region

CRPV Cottontail Rabbit Papillomavirus
Cys cystéine

DBD DNA Binding Domain

DNA DesoxyriboNucleic Acid

DO Densité Optique

DPV Deer Papillomavirus

E Early region

E6-AP E6-Associated Protein

E6BP E6 Binding Protein

EDTA Ethylendiamintetraacetic acid
EGF Epidermal Growth Factor

EV Epidermodysplasia Verruciformis
FIPV Francolinus leucoscepus papillomavirus
GADD Growth Arrest on DNA Damage
GST Glutathione-S-Transferase

hDIlg human homolog of the Drosophila melanogaster tumor suppressor
HLA Human Leucocyte Antigen

HPV Human Papillomavirus

H-ras Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog
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hScrib human homolog of the D. melanogaster tumor suppressor Scribble
HSQC Heteronuclear Single Quantum Coherence
hTERT human Telomerase Reverse Transcriptase
IARC International Agency for Research on Cancer
IFN Interféron

IPTG Isopropyl-1-B-D-thiogalactopyranoside

IRF-3 Interferon Regulatory Factor 3

kDa kilo-Dalton

Kpb kilo paire de base

L Late region

LCR Long Control Region

M “molar” = 1 mol/L

MAGI Membrane Associated Guanylate kinase with Inverted domains
MAGUK Membrane Associated Guanylate Kinase
MBP Maltose Binding Protein

MDM2 Murine Double Minute 2

MUPP1 Multi PDZ domain Protein

NF-kB Nuclear Factor kappa B

NLS Nuclear Localisation Signal

NMR Nuclear Magnetic Resonance

OMS Organisation Mondiale de la Santé

ORF Open Reading Frame

ori origine de réplication

OVPV Ovine Papillomavirus

PAGE Polyacrylamide Gel Electrophoresis

PCR Polymerase Chain Reaction

PDGF Platelet Derived Growth Factor

POL Phase Ouvert de Lecture

pRb protéine du Rétinoblastome

PV Papillomavirus

Rb Retinoblastoma protein

rTEV recombinant Tobacco Etch Virus protease
SDS Sodium dodecyl sulphate

siRNA small interfering RNA

Spl a GC box binding protein

SPR Surface Plasmon Resonance

TEV Tobacco Etch Virus
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TGF Transforming Growth Factor

TNF Tumour Necrosis Factor

URR Upstream Regulatory Region

VIH Virus de 'lmmunodéficience Humaine
YY1 protéine ying-yang 1

B-IFN interféron béta

ACIDES AMINES

A Ala Alanine

C Cys Cysteine

D Asp Aspartic acid
E Glu Glutamic acid
F Phe Phenylalanine
G Gly Glycine

H His Histidine

I lle Isoleucine

K Lys Lysine

L Leu Leucine

M Met Methionine
N Asn Asparagine
P Pro Proline

Q GIn Glutamine

R Arg Arginine

S Ser Serine

T Thr Threonine

V Val Valine

W Trp Tryptophane
Y Tyr Tyrosine
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Les Papillomavirus

Classification et phylogénie des Papillomavirus

Les papillomavirus (PVs) sont des virus extrémement anciens. Le terme
Papillomavirus vient du latin papilla, qui signifie bouton et du suffixe ome pour signifier le
caractére tumoral. La famille des Papillomaviridae comporte de trés nombreux virus
infectants divers especes, ils sont d'ailleurs identifiés par leur héte naturel : HPV (humain),
BPV (bovin) ou encore DPV (deer, cervidés) et tout récemment CmPV (tortue) (Groff et
lancaster, 1985; Herbst et al., 2009). Jusqu'a récemment, les papillomavirus étaient
regroupés avec les polyomavirus pour former la famille des Papovaviridae. Le terme
Papovavirus dérive des deux premiéres lettres des premiers virus constituant cette famille:
Papillomavirus du lapin, polyomavirus de souris et virus vacuolisant du singe connu sous le
nom de SV40. Cependant, la différence de taille du virion et de longueur de leur ADN ainsi
que I'absence de similitude dans la comparaison des génomes ont amené les chercheurs a
diviser les Papovaviridae en deux familles distinctes: les Polyomaviridae regroupant les

polyomavirus et SV40, et les Papillomaviridae couvrant I'ensemble des papillomavirus.

Les derniéres années ont révelé un nombre croissant de papillomavirus (PVs), dont
les génomes ont été séquencés et répertoriés dans la base de données GenBank, totalisant
pres de 200 souches de virus. Le génome des PVs est contenu dans une molécule d’ADN
circulaire double brin d’environ 8000 paires de bases dont un seul brin est codant, avec des
phases ouvertes de lecture (ORF, open reading frame) qui se chevauchent. Par définition,
les génes E1 & E7, indispensables a la transcription et a la réplication virale, font partie de la
région dite précoce, par opposition aux genes de capside L1 et L2 appelés tardifs. La
protéine issue du gene L1, entiére ou sous forme de fragments, est communément utilisée
pour détecter les infections ou pour le typage des PVs. Contrairement a la plupart des virus,
il n'existe pas une classification sérotypique pour les PVs. Pour cette raison la taxonomie
des PVs repose sur des identités de séquences c’est-a-dire une classification génotypique.
Cette classification est traditionnellement basée sur I'étude de génes structuraux, tout
particulierement le géne L1. Pour gu'un nouveau type de PV soit reconnu, il faut que le
génome complet du virus ait été séquencé et que sa séquence L1 présente une divergence
de plus de 10 % avec la séquence L1 du type connu le plus proche génétiquement. Une
différence de 2 & 10 % définit 'appartenance a un sous-type et une différence de moins de 2
% définit un variant (Kdmmer et al., 2002, Cruz et al., 2004 ; de Villiers et al., 2004)
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Figure 1 : Phylogénie des papillomavirus.  (A) Arbre phylogénétique représentant la
distance relative séparant la séquence L1 de 118 papillomavirus. Les différents genres
viraux sont indiqués en couleur, le regroupement des souches virales en especes est
indiqué par un trait de couleur plus fin. Les souches virales représentées seulement par un
numeéro correspondent aux papillomavirus humains (ex : 16 = HPV16). (B) Pourcentage
d’identité de la séquence L1de ces 118 papillomavirus par genre, espece, type et sous-type
(D’'aprés de Villiers, 2004).
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Cette classification taxonomique traditionnelle est néanmoins imparfaite. C'est pourquoi
I'International Comittee on the Taxonomy of Viruses (ICTV) a établi une nouvelle

classification taxonomigue avec trois objectifs:
- cette classification doit établir la relation existant entre les types de PVs.

- elle doit intégrer les termes de « genre » et « d’espéce » communément utilisés
dans la classification systématique de tous les organismes biologiques et fréquemment

appliqués aux virus.

- elle doit intégrer la relation entre la classification taxonomique et les propriétés

biologigues et pathologiques des virus (de Villiers et al., 2004).

La comparaison des séquences du géne L1 identifie clairement 3 niveaux

taxonomiques : le genre, I'espéce et le type (Figure 1) qui sont définis ainsi:

. les différents genres partagent moins de 60% de leur séquence d’acides
nucléiques.
. les espéces au sein d'un méme genre partagent entre 60% et 70% de leur

séquence nucléique.

. les traditionnels types des PVs au sein d'une méme espéce partagent entre

71% et 89% de leur séquence d’acides nucléiques.

Dans cette nouvelle classification, les définitions de sous-type et de variant restent
inchangées. Par exemple, parmi les genres nouvellement déterminés, le genre alpha-
papillomavirus est le plus important et compte des HPV muqueux et cutanés. Le genre
bétapapillomavirus inclue les HPV cutanés associés a I'épidermodysplasie verruciforme et le
genre gamma compte exclusivement des HPV cutanés. Le genre deltapapillomavirus est
également important quantitativement et ne comporte pas de PV infectant ’homme, mais le
cerf (DPV), les ovins (OVPV) et les bovins (BPV). Enfin, les autres genres de papillomavirus

regroupent les PV infectant d’autres animaux ainsi que des HPV rares (de Villiers 2004).

Les PVs, isolés a partir de différentes especes de mammiféres, d'oiseaux ou de
reptiles, sont généralement considérés comme des virus trés spécifiques a leurs hotes.
Cependant quelques espéces de papillomavirus bovins (BPV) sont responsables d'infections
non spécifiques chez les chevaux ou d’'autres espéces relativement éloignées (Chambers et

al., 2003). Au-dela de leur spécificité d’espéce (hote), les PVs présentent aussi une forte
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spécificité ou tropisme tissulaire. Les PVs sont strictement épithéliotropes et sont capables

d’infecter soit les épithéliums cutanés, soit les épithéliums muqueux.

Au milieu des années 70s, les PVs et particulierement les papillomavirus humains
font I'objet de nombreuses études pertinentes (zur Hausen 1977, Orth et al., 1977). Ces
travaux ont confirmé la remarquable pluralité des HPV. Ces virus sont classés le plus
souvent en fonction de leur tropisme tissulaire et de leur potentiel oncogénique. Deux grands

groupes de HPV se distinguent:

- Les HPV préférentiellement associés aux lésions cutanées. Les HPV de type 1 et
4 par exemple sont fréquemment retrouvés dans les verrues, alors que les HPV de type 5 et
8 sont incriminés dans |'épidermodysplasie verruciforme (une maladie héréditaire rare a
transmission autosomique récessive conduisant a long terme a des carcinomes cutanés
précoces, souvent considérée comme un modele de carcinose virale chez ’lhomme (Orth et
al., 2001).

- les HPV infectant les muqueuses anogénitales (col utérin, vulve, vagin, pénis et
anus) et oropharyngées. Parmi ces virus, certains sont dits a "bas risque" ou a faible
potentiel oncogene : c'est le cas des HPV6 et 11 communément retrouvés dans les
condylomes génitaux, alors que d'autres sont dits a "haut risque" : c'est le cas des HPV16 et
18 impliqués dans la carcinogenése du col utérin. Dans ce dernier groupe, sont aussi inclus
des HPV dits a risque intermédiaire: il s'agit des HPV31, 33, 35, 51... freqquemment détectés

dans les lésions anogénitales (Van Ranst et al., 1992).

L’évolution des papillomavirus

Plusieurs observations suggérent que la vitesse du processus d’évolution des PVs

est tres lente, en raison des circonstances suivantes :

- les PVs sont des virus a ADN et utilisent les mémes mécanismes enzymatiques

gue leurs hétes pour la réplication;

- la réplication elle-méme est aussi lente parce qu’elle dépend de la division des
cellules épithéliales infectées, avec un taux de division semblable. L'on peut donc
soupgonner que la diversification est corrélée entre les virus et leurs hotes, suivant un

processus dit de coévolution (Ong et al., 1992; Chan et al., 1997).
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Figure 2: Le papillomavirus. (A) Particules virales, visibles en microscope
électronique. (B) Reconstruction par cryo-électromicroscopie d'une capside d’'un

papillomavirus humain (Modis et al., 2002).
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Jusqu'ici, la co-évolution entre les papillomavirus et leurs hbtes a été tacitement
admise par la plupart des auteurs, malgré que certains aient également avancé des origines
multiples pour certaines souches de PVs (Garcia-Vallvé et al., 2005). Cependant, la théorie
de la coévolution présente plusieurs lacunes. Par exemple, la coévolution exige que tout les
PVs infectant un héte donné soient regroupés dans la classification et partageant un ancétre
commun récent. Dans un tel cas, les rapports phylogénétiques entre les virus doivent
pouvoir étre reconstruits littéralement d’apres les rapports phylogénétiques entre leurs hétes.
Or, tel n'est pas le cas: les PVs infectant les primates ne sont pas monophylétiques et ont au
moins quatre ancétres différents (Gottschling et al., 2007 ; Chan et al., 1995). Ces virus
ancestraux auraient donné lieu séparément aux différents genres (alpha, bétas, gamma, mu
et nupapillomavirus). Un scénario semblable est observé pour les PVs infectant les
artiodactyles, avec au moins deux ancétres, un pour le delta PVs et un autre pour différents
papillomavirus bovins rares (BPV) (Chan et al., 1995). En outre, I'on peut postuler I'existence
d'un papillomavirus ancestral commun pour les genres kappa, lambda et mupapillomavirus,
qui infectent les lagomorphes, les carnivores et les primates, respectivement. Cependant,
I'ancétre commun le plus récent pour ces trois ordres de mammiféres a vécu il y a environ 92
millions d'années, et il est également commun pour beaucoup d'autres ordres, tels que les
artiodactyles, les Cétacés, I'ordre des siréniens et encore les périssodactyles (Kumar et
Hedges, 1998).

Reste a préciser que les carnivores et les périssodactyles ont partagé un ancétre
commun récent, les cétacés et les artiodactyles ont tous les deux également un ancétre
commun, mais ce n'est pas le cas pour les papillomavirus respectifs qui les infectent (Garcia-
Vallvé et al., 2005).

Structure du virus

Les papillomavirus sont des virus non enveloppés de petite taille et a cycle non
lytique. lls possédent une capside d’environ 600 A de diamétre et contenant 72 capsomeéres
de la protéine structurale L1 en association avec 12 copies de la protéine L2 par virion
(Baker et al., 1991). Malgré les différences de séquences pouvant exister entre les différents
genres de PVs, l'organisation de la capside et du génome leur est commune. L’'organisation
des capsoméres permet la formation d’'une capside adoptant une structure proche d'une
symétrie icosaédrique (Figure 2). La protéine L1 ainsi appelé protéine majeure de la capside

parce gu’'elle est capable a elle seule de reconstituer une capside synthétique identique a la

7
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capside naturelle du virus (Kirnbauer et al., 1992; Bishop et al., 2007). La structure atomique
de la protéine L1 a été déterminée par cristallographie et un modéle pour la structure de la
capside a été proposé (Modis et al., 2002). D'apres ce modéle, l'assemblage des
capsomeres se fait grace a des liaisons ioniques mais aussi par la création de ponts
disulfures intermoléculaires entre I'extrémité C-terminale des protéines L1 d'un capsomére
avec l'autre capsomeére opposé. Cependant, la protéine L2, dite protéine mineure de
capside, joue un rdle secondaire dans I'assemblage du virion mais aussi un réle facilitateur

pour I'infection de la cellule héte (Buck et al., 2008).

L'organisation génomique des papillomavirus humains

Le génome des HPV contient une dizaine de phases ouvertes de lecture ORF
(Open Reading Fragment) qui sont transcrits en ARN polycistroniques a partir de I'un des
deux brins de ’ADN circulaire du virus. Les transcrits viraux suivent un processus complexe
de différentiation a travers des mécanismes alternatifs d’épissages avant la traduction
(Zheng et Baker., 2006).

Le génome du HPV contient deux promoteurs majeurs. Le promoteur précoce initie
la transcription en amont de la région ORF (phase de lecture ouverte) de E6, alors que le
promoteur tardif se trouve dans la région ORF de E7 et s’active durant la phase tardive du
cycle de vie viral. Par exemple, pour HPV16, les géenes viraux codant pour les protéines
précoces E6, E7, E1 et E2 sont transcrits a I'aide du promoteur précoce p97. Durant la
phase productive du cycle de vie virale le promoteur tardif p670 est activé ayant pour effet
une forte transcription des protéines E1, E2, E4, E5 ainsi que les protéines de la capside L1
et L2. La transcription des ORF précoces est régulée par des éléments situés dans la région
non codante nommeée LCR (Long Control Region) a proximité de 'ORF de E6 (Figure 3). La
région non codante appelée URR (Upstream Regulatory Region) s’étend sur environ 1Kb.
C'est une longue région de contréle jouant un rdle important dans la promotion de la
transcription virale. Elle contient en plus du promoteur précoce des séquences régulatrices
gui sont situées en cis en amont de ces promoteurs et contiennent des sites de fixation
spécifiqgues de facteurs trans-régulateurs d’origine cellulaire ou virale. Parmi les facteurs
cellulaires, I'on retrouve les facteurs AP1, NF1, Spl et les récepteurs aux stéroides qui
activent la transcription des genes précoces, alors que les facteurs p53, YY1, Oct-1 et les

récepteurs de I'acide rétinoique I'inhibent.
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Figure 3: Le génome viral des papillomavirus . Le génome de papillomavirus est fortement
conservé a travers les types. Les ORFs E6, E7, E1, E2, E4 et E5 codent les protéines
nécessaires a la réplication de I'’ADN et I'expression des génes viraux, les ORFs L1 et L2 codent
les protéines virales de la capside. Un seul brin de 'ADN bicaténaire sert a la production d’un
ARNmM polycistronique. La transcription est contrélée par des éléments « enhancer » situés dans
la région non codante LCR. L'initiation de la transcription au niveau des promoteurs précoces et
tardifs dépend de chaque type de virus (ici, 'exemple est le HPV16), mais pour I'ensemble des
types, l'usage des promoteurs est li¢ au degré de différentiation des kératinocytes. (d’apres
Stanley et al., 2007).
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Ces facteurs présentent une spécificité cellulaire ou tissulaire qui contribue au tropisme des

papillomavirus (Kanaya et al.,1997; Kisseljov, 2000; Morris et al., 1993).

La région LCR contient également des séquences spécifiques pour la fixation des
protéines virales E1 et E2 qui sont impliquées dans l'initiation de la régulation et sont connus

aussi comme des régulateurs de la transcription pour E6 et E7.

Cycle de réplication du virus HPV
Pénétration du virus :

Lors d’'une infection naturelle, les HPV pénétrent dans I'épithélium spécifiquement
au niveau des cellules basales (cellules peu différenciées en division) a la suite d'un
microtraumatisme ou d’une Iésion tissulaire. Cette zone de transformation est favorable pour
l'infection virale, car c’est une zone de fragilité a la fois mécanique et immunologique. La
faible densité des cellules de Langerhans au niveau de cet épithélium pourrait étre
responsable d’'une immunodéficience locale, permettant aux HPV d’infecter aisément cette
zone de transformation. Cependant, ces virus ne pourront pénétrer dans les cellules basales
gu'a la faveur d’'une Iésion tissulaire ou d’un microtraumatisme. Les molécules mises en jeu
lors de l'interaction avec la cellule cible sont encore peu connues. L'adsorption du virus se
ferait via une interaction avec des héparines sulfates, interaction qui serait suivie d’'une
liaison avec les « intégrines » a6 B4 permettant l'internalisation des virions par endocytose
au niveau des puits recouverts de clathrine. Une fois dans le cytoplasme, le virus migre
activement vers le noyau cellulaire grace au réseau de microtubules et de filaments d’actine
du cytosquelette (Selinka et al., 2002). Pour profiter de la machinerie cellulaire, le virus doit
alors passer la membrane nucléaire. La capside virale étant plus grande que le diameétre des
pores nucléaires, elle est démantelée (Nelson et al., 2002). La décapsidation serait facilitée
par la rupture des ponts disulfures intra-capsomeériques dans I'environnement réducteur de la
cellule, et le transport de 'ADN viral dans le noyau se fait grace aux séquences de
localisation nucléaire présentes sur les protéines L1 et L2 Une fois dans le cytoplasme, le
virus migre activement vers le noyau cellulaire grace au réseau de microtubules et de

filament d’actine du cytosquelette (Selinka et al., 2002).
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L'’ADN peut se répliquer sous forme épisomale, dans une infection productive ou
bien persister a I'état latent. Enfin, certaines parties de I'ADN viral peuvent s’intégrer au

génome de la cellule héte déclenchant une infection non productive mais pathogénique.
Infection virale productive avec ADN virale extra-c ~ hromosomique :

C’est dans les cellules basales que les genes précoces E1, E2, E6, E7 sont
exprimés (Wilson et al., 2002) et le génome viral persiste dans le noyau sous la forme
d’éléments extra-chromosomiques (50 a 100 copies par cellule). Le nombre de copies virales
peut alors étre maintenu quasi constant pendant de nombreuses années (Stubenrauch et
Laimins, 1999). Apres les divisions cellulaires, les cellules filles infectées quittent la couche
basale et entament un processus de différenciation lors de leur migration vers les régions
supra-basales. Il est important de souligner que I'expression des génes « oncogénes » E6 et
E7 de HPV est trés faible dans les cellules différenciées, car ils sont contrélés négativement
par la protéine E2 (action trans-inhibitrice de E2). Contrairement aux cellules non-infectées
ou le cycle cellulaire est arrété dés gu’elles se détachent de la lame basale, les cellules
infectées continuent leur différenciation tout en entrant dans la phase de synthése du cycle

cellulaire, ce qui permet une amplification du génome viral (Stubenrauch & Laimins, 1999).

Dans les cellules superficielles de I'épithélium, la protéine E4, bien que codée par
un géne précoce, est considérée comme une protéine tardive et exprimée le plus souvent en
parallele avec les protéines L1 et L2. La synthése des protéines de la capside permet
I'encapsidation du génome et la production des virions complets. Les HPV ont un cycle non
Iytique; les virions matures nouvellement formés sont donc libérés dans le milieu extérieur au

cours de la desquamation des cellules des couches les plus superficielles de I'épithélium.
Infection latente :

Contrairement a l'infection productive, il arrive parfois que I'’ADN viral reste a I'état
libre sous forme plasmidique dans la cellule. Une infection latente s’installe donc (Oh et al.,
2004), mais, sous [linfluence de certains facteurs exogénes ou endogénes

(immunodépression locale ou générale) I'évolution vers une infection productive est possible.
L'intégration de ’ADN viral au génome cellulaire :

L'intégration du génome viral au sein du génome de la cellule de I'h6te ne fait pas

partie du cycle normal du virus car elle empéche la production de nouveaux virions.
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H_V

LCR

Figure 4: Représentation schématique de l'intégrati  on de I'ADN virale, dans le génome
de I'hdte. L'intégration se produit dans la plupart des cellules cancéreuses et semble étre un
événement décisif pour le développement tumoral. L'ORF de E2 est scindé au cours de

l'intégration, entrainant une perte de 'ORF E4. (Adopté d'aprés: Dell et Gaston, 2001)
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L'intégration est précédée par la linéarisation du génome viral suite a une rupture
dans la région E1/E2 (Romanczuk et Howley, 1992). La rupture du gene E2 se fait de
maniere aléatoire mais certains auteurs suggerent qu'il existe des zones préférentielles
d’intégration (Hebner et Laimins, 2006). Cette étape de transformation concerne uniqguement
les HPV a "haut risque" dont le type 16. C'est un événement important de la dérégulation des
genes E6 et E7 car leur transcription n’est plus réprimée par la protéine E2, le gene E2 étant
partiellement scindé au cours de la linéarisation du génome viral (Figure 4). Les transcrits L1
et L2 commencent a disparaitre alors que les transcrits de E6 et E7 seront trés abondants.
Les protéines codées par ces deux genes possédent la propriété dinteragir avec des
produits de génes cellulaires impliqués dans le contrdle de la prolifération cellulaire. La
synthése accrue des protéines oncogenes favorise la promotion et la prolifération tumorale

(la figure 5 présente un modéle du cycle viral de HPV 16).

Pouvoirs pathogénes des HPV

Il existerait plus de 200 types d’HPV (zur Hausen, 1999). A I'heure actuelle, le
génome d’'une centaine d’entre eux a été isolé et séquencé. Les HPV infectent les cellules
épithéliales de la peau ou des muqueuses, et sont transmis par dissémination de ces
cellules lors de la desquamation. Ces infections, le plus souvent responsables de Iésions
bénignes (verrues cutanées, condylomes ano-génitaux, papillomes laryngés), sont parfois
associées a certains cancers. On distingue donc les HPV dits a "bas risque", ne générant
gue des micro-proliférations cellulaires bénignes, par opposition aux HPV a "haut risque",
associés a certaines tumeurs malignes. La plupart des HPV a tropisme cutané sont de bas-
risque. Mais, dans certains cas d'infection par les HPV5 ou HPVS8, les Iésions peuvent
évoluer en cancer de la peau au niveau des zones exposées aux UV (Majewski & Jablonska,
2003, Pfister et al., 2003).

Les HPV a tropisme génital sont transmis par voie sexuelle et sont tres fréquents
puisque plus de 80% des femmes sexuellement actives ont été ou sont infectées par un HPV
durant leur vie (Bosch, 2003). Parmi les HPV muqgueux, on distingue les HPV a "bas risque",
par exemple les types 6 et 11 responsables de verrues génitales ou condylomes acuminés,
et des HPV a "haut risque" qui sont associés aux CIN (lésions précancéreuses du col de
'utérus). Parfois, ces lésions peuvent évoluer en carcinomes in situ du col de l'utérus.
Actuellement, une quinzaine de types de HPV ont été identifiés comme agents étiologiques

du cancer du col de l'utérus les plus fréiguemment en cause étant les deux types 16 et 18
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(Munoz et al., 2006). Ces HPV oncogénes peuvent également toucher d'autres muqueuses
ano-génitales et notamment provoquer des cancers de la zone ano-génitale (vulve, pénis ou
anus) (Steenbergen et al., 2005) (Tableau 1).

Stratum

corneum H ’ ’
Stratum [— [z
granulosum |__ [ o :
Stratum ..- OO
spinosum

EEm

Stratum =

asae BE o

Derme —|

Figure 5: Modéle du cycle viral de  HPV16. L'infection se produit a la faveur de microlésions de
I'épithélium, ce qui permet au virus de pénétrer dans les cellules de la couche basale. Au cours de
la différentiation de la cellule héte, les protéines virales précoces sont exprimées et 'ADN virale
est amplifié. Ce n'est que dans les couches supérieures des kératinocytes, plus différenciées
(stratum granulosum), que les protéines de la capside L1 et L2 sont produites. Ceci conduit a
'assemblage des particules virales et ensuite les virions seront libérés au niveau de la couche

cornée.
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Type

Pathologies

HPV-2, HPV-27, HPV-57
, HPV-51, HPV-69, HPV82
, HPV-30, HPV-56,

HPV-18, HPV-39, HPV-45, HPV-68,
HPV-70

HPV-7, HPV-40, HPV-43
HPV-16, HPV-31, HPV-33, HPV-35,
HPV-52, HPV-58, HPV-67

HPV-6, HPV-11, HPV-13, HPV-44,

HPV-74

HPV-34, HPV-73

HPV-5, HPV-8, autres

HPV-4, HPV-65, autres

Verrues épidermiques classiques, verrues génitales
infantiles

Lésions malignes et bénignes des muqueuses
Lésions malignes et bénignes des muqueuses

Lésions malignes des muqueuses, principalement
dans les adénocarcinomes

Condylomes acuminés, CIN et Iésions cutanées de
bas-risque

Lésions malignes des muqueuses, principalement
dans les carcinomes squameux du col de I'utérus

Lésions bénignes des muqueuses. HPV-6 et HPV-11
dans les verrues génitales, condylomes acuminés du
col, papillomes du larynx. Certaines de ces lésions
peuvent progresser vers des cancers

Lésions des muqueuses de haut-risque

Lésions cutanées malignes et bénignes chez patients
immunodéprimés

Lésions cutanées types verrues communes

HPV-1, HPV-63 Lésions cutanées, verrues plantaires
HPV-41 Lésions cutanées (type verrues, kistes épidermiques
plantaire ou palmaire)
Type de I'HPV
Haut risque 16, 18, 31, 34, 33, 35, 45, 51, 52, 56, 58, 66, 68, 70, 73
Bas risque 6, 11, 40, 42,44, 53, 54, 55, 57, 59, 67, 69, 71, 74,

Tableau 1: Classification des principaux HPV impliqués dans des pathologies

humaines. Les HPV a haut-risque, responsables des cancers du col de l'utérus (en

rouge), et les HPV potentiellement a haut-risque (en orange) (Munoz et al., 2005;

McMurray et al., 2001).
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Histoire naturelle de l'infection a HPV lié a 'his  toire naturelle du cancer du col de

['utérus

Il est donc désormais clairement établi que le risque de développer un cancer, épidermoide
ou adénocarcinome, du col de l'utérus est étroitement lié & la présence de HPV a "haut
risque”. L'HPV de type 16 (HPV16) est le plus fréiguemment associé aux tumeurs du col de
l'utérus (53,3 %), suivi des types 18 (17,2 %), 45 (6,7 %), 33 (2,9 %) et 31 (2,6 %) (Munoz et
al., 2004) (Figure 6).

Le cancer épidermoide du col de l'utérus est la premiére tumeur solide humaine reconnue
comme étant & quasiment 100% viro-induite. Les dysplasies cervicales ou néoplasies intra-
épithéliales cervicales (CIN: Cervical Intra-epithelial Neoplasia) sont considérées comme les
précurseurs de ce type de cancer. Le degré de dysplasie se mesure d'aprés la proportion de
I'épithélium occupée par les cellules basales / parabasale. Plus la Iésion est sévere, plus la
maturation de I'épiderme devient défectueuse. On peut distinguer 3 formes de CIN codifiées
en trois stades de gravité croissante: le premier stade est I'apparition des CIN1 ou seul le
tiers inférieur de I'épithélium est modifi€, les CIN2 correspondent a des épithéliums dont les
deux tiers sont modifiés et enfin les CIN3 sont rencontrés lorsque toute la hauteur de
I'épithélium est impliquée dans ces néoplasies (Figure 7). En générale le cancer cervical
résulte d’'une progression sur plusieurs années (de 10 & 20 ans), du CIN1 au CINS puis vers

un cancer (Barron et Richart, 1968).

Cancer du col de l'utérus

Le cancer du col de l'utérus est un probleme important de santé publique, car il
représente une des principales causes de mortalité chez la femme a travers le monde. Il est
le deuxieme cancer le plus fréquent chez la femme avec prés de 500000 nouveaux cas
estimés en 2002 (Parkin et al., 2005). Le cancer du col de I'utérus a provoqué en 2005 prés
de 260 000 déceés dont prés de 95 % dans les pays en développement, pays dans lesquels
ce cancer est la premiére cause de mortalité dans la population féminine d'apres le Centre

International de Recherche sur le Cancer de 'OMS.

Il existe une grande inégalité de répartition de lincidence selon les pays, au
bénéfice des pays industrialisés, car 83 % des nouveaux cas de cancers du col de l'utérus

surviennent dans les pays en voie de développement. Le taux d’incidence standardisé varie
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Figure 6: Prévalen ce des différents types d'HPV & "haut risque " dans le

cancer du col de l'utérus. Etude a I'échelle mondiale, toutes les régions du
monde confondues (les femmes sont agées de 15 ans et plus) x : types de HPV

non caractérisés (D’aprés: Munoz et al., 2004)
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de 2,1 (en Egypte) a 47,3 (au Zimbabwe) cancers invasifs du col utérin pour 100 000
femmes selon les pays. Toujours dans les pays en voie de développement, le risque d’'étre
atteint d'un cancer du col utérin au cours de la vie est estimé a 4 % contre un risque inférieur
a 1 % dans les pays industrialisés. Ces différences sont essentiellement liées a I'absence
d’'une politique de dépistage systématique du cancer combiné a des colts excessifs pour les

programmes de prévention.

En France le cancer du col de l'utérus arrive en 8éme position de mortalité par
cancer chez la population féminine. Les tests de dépistages systématiques pratiqués dans le
pays ont eu en effet bénéfique, puisque les taux d’incidence standardisés sont passés de
15,9 pour 100000 a 8,6 pour 100000 de 1978 a 1992 (Weidmann, 1998).

Facteur étiologique principal:

Il est trés clair aujourd’hui que linfection persistante par un HPV a "haut risque"
oncogeéne est la cause principale du cancer du col utérin. Il s’agit du premier cancer a avoir
été reconnu par 'OMS comme étant attribuable a 100% a une infection virale. L’ADN de ces
HPV a été retrouvé dans 99,7% des échantillons de biopsies des carcinomes du col du

'utérus (Walboomers et al., 1999).

Face a la défense immunitaire, de I'organisme, l'infection par les HPV est transitoire
dans la majorité des cas. L’éradication requiert en général 10 a 18 mois (Franco et al., 1999;
Moscicki et al., 2001). Les anomalies cervicales survenues aprés l'infection par les HPVs
régressent spontanément dans la plupart des cas. Parfois l'infection virale peut persister et
l'intégration d’'une partie du I'ADN viral dans le génome des cellules hétes conduit au

'apparition des Iésions précancéreuses.

Plusieurs études ont montré que lintégration du génome HPV dans I'ADN
chromosomique de la cellule héte était trés souvent associée aux lésions précancéreuses et
aux cancers du col de l'utérus. L’étude des sites d’'intégration chromosomiques d’intégration
des séquences des HPV a été réalisée sur des cultures continues de kératinocytes
néoplasiques (HelLa, Caski...) et sur des cultures a court terme d’échantillon de tumeurs
génitales. Il apparait que certaines régions chromosomiques (8924.1, 12q14-q15) constituent
des sites fréquents d’intégration du génome des HPV dans les tumeurs génitales. Ces
régions chromosomiques « fragiles » ont déja été impliguées dans d’autres processus
tumoraux (Wentzensen et al., 2004 ; Couturier et al., 1991). Il apparait que l'intégration de
séquences virales adjacentes a des génes cellulaires impliqués dans le contrble de la

prolifération cellulaire peut entrainer une activation ou une inactivation des ces genes.
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Figure 7: Modele de [lhistoire naturelle d'un HPV a haut risque liée a l'histoire

naturelle du cancer du col de 'utérus. Progression en multi-étapes observées dans le

développement du cancer du col de l'utérus.
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Par exemple, I'intégration de séquences virales dans la région 2p24 au voisinage
de I'oncogéne myc, s’accompagne, dans les cancers cervicaux, d’'une expression d’'un gene
normalement réprimé dans un épithélium cervical sain (Couturier et al., 1991 ; Sastre-Garau
et al., 1995 ; Thorland et al., 2000). Cependant, il semble que le lien entre I'avénement du
processus carcinogénese avec l'intégration du génome virale dans I’ADN des cellules hétes,
soit davantage d0 a des modifications structurales du génome viral ayant pour conséquence
une dérégulation de I'expression des oncogenes viraux, plutdt qu'a la mutagenese
occasionnée par lintégration au niveau d'un locus donné (Wentzensen et al., 2004).

Toutefois, bien que linfection par les HPV a "haut risque" soit identifiée comme le

responsable direct de la maladie, il existe certains cofacteurs secondaires.
Facteurs étiologiques secondaires (cofacteurs) :

L'incidence de différents facteurs sur la fréquence de survenue des cancers du col

de l'utérus a été largement étudiée (Figure 8).

- Le comportement sexuel est considéré comme un facteur aggravant le risque de
développer un cancer du col de I'utérus. Le risque est environ trois fois supérieur chez les
femmes ayant 10 partenaires différents, comparativement a celles ayant un seul partenaire
(la charge virale est peut étre en jeu). La précocité du premier rapport sexuel entre
également en compte, les femmes ayant eu leur premier rapport sexuel avant I'age de 16
ans présentant un risque deux fois plus élevé que celles dont le premier rapport a eu lieu
aprés 20 ans. Cette augmentation est probablement dle a la plus grande sensibilité du col
utérin a l'action de différents carcinogénes pendant I'adolescence (Singer, 1975). De plus,
une association entre l'utilisation a long terme d'une contraception orale et le risque de
développer un cancer du col a été observée dans la plupart des études menées sur le sujet,
mais elle demeure tres faible. L'action des hormones contraceptives peut en partie étre
expliquée par l'existence d'éléments de réponse aux glucocorticoides et a la progestérone

au niveau de la zone de régulation du génome viral (LCR).

- L'état du systeme immunitaire au moment de linfection est tres certainement un
facteur important puisqu’il a été mis en évidence une augmentation de la persistance des
HPV et de la progression des CIN chez les femmes immunodéprimées. Chez les sujets

infectés par le VIH, la prévalence des infections a HPV est accrie et corrélée a une

augmentation du potentiel oncogéne (Matorras et al., 1991).

- Les facteurs génétiques sont aussi des cofacteurs pour le développement du

cancer du col de l'utérus. Certaines études ont porté sur l'influence du polymorphisme de la
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Figure 8: Modéle étiologique du cancer du col de I'  utérus. L’infection par un
papillomavirus humain de haut risque n’est pas forcément suffisant pour I'apparition
des lésions pré-cancéreuses du col de l'utérus. Le développement vers des
carcinomes invasifs nécessite la contribution de plusieurs cofacteurs. (D’apres:
Franco et Harper, 2005; Blachon et Demeret, 2003).
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séquence de la protéine suppresseur de tumeur p53 conduisant a la présence soit d'une

arginine (Arg) ou d'une proline (Pro) en position 72 (Matlashewski et al., 1987).

La transformation des cellules et I'induction du cancer par les HPV nécessite I'inactivation de
p53. Certains auteurs ont montré que I'expression de p53 dans sa forme p53-R72 dans des
cellules de rongeurs conduit a un effet deux fois plus efficace pour mener les cellules vers
'apoptose. (Thomas et al., 1996 ; Crook et al., 1994). Ensuite il a été démontré que la forme
p53-Arg72 était plus vulnérable a l'inactivation HPV-dépendante que la forme p53-Pro72
(Storey et al., 1998). Cependant, le rapport entre un tel génotype de p53 et la dégradation ou
l'inactivation de p53 par les protéines HPV a "haut risque" reste controversé (Koushik et al.,
2004; QOliveira et al., 2008).

D'autres prédispositions génétiques (notamment au niveau du systéme HLA)
augmenteraient le risque de développer un cancer induit par HPV. L'immunité cellulaire joue
un rbéle majeur dans le contréle de linfection a HPV et dans I'évolution des lésions
dysplasiques, en patrticulier la présence d’'une immunité spécifique vis-a-vis de la protéine E6

du HPV16 (lymphocytes T mémoire) favoriserait la clairance virale (Piersma et al., 2008).

En fin, le réle de la consommation du tabac est bien décrit comme un cofacteur
dans le processus de cancerogénes du col de l'utérus (Kjellberg et al, 2000 ; Hellberg et
Stendahl, 2005).

Dépistage, traitement et la prophylaxie

L'histoire naturelle du cancer du col de l'utérus laisse suffisamment de temps aux
méthodes de dépistage, puisque entre I'infection a HPV et le cancer invasif il s’écoule plus
d'une décennie. Le test de dépistage de référence des Iésions cancéreuses et
précancéreuses du col utérin utilisé en routine est I'examen cytologique (le frottis cervical
utérin) et des examens colposcopiques. Récemment, ce test a été complété par de
nouvelles méthodes de détection des PVH. Ces méthodes reposent essentiellement sur des
techniques d’hybridation moléculaire a l'aide de sondes et/ou amorces spécifiques
(hybridation in situ, hybridation liquide, PCR) qui permettent une détection qualitative et
méme quantitative des génomes viraux et plus récemment de leurs transcrits (PCR
guantitative). Le dépistage des Iésions précancéreuses de haut grade en particulier, permet
en principe de réduire l'incidence du développement du cancer. Cependant, le traitement
commence par la surveillance et repose sur la destruction chirurgicale ou I'exérése de la

tumeur, accompagnée d’un suivi rigoureux postopératoire.
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Il est donc clair que I'enjeu principal dans la lutte contre le cancer du col de l'utérus

pour le moment reste la prévention.

Il n'existe pas de modele animal adapté pour I'étude de l'efficacité d'un vaccin
protecteur contre les HPV, puisque l'infection est strictement spécifique a I'espece humain.
Des pseudo-particules virales contenant les protéines de capside des virions, mais ne
contenant pas le génome viral, appelées (virus like particles) (VLP) et produites par
expression et auto-assemblage des protéines constitutives du virus (Touzé et al., 1998), sont
aussi immunogenes que les virions natifs (Christensen et al., 1995). Seuls les épitopes
conformationnels spécifiques du type viral, contenu dans les VLP composées de la protéine
L1 ou L2, sont capables d'induire expérimentalement, chez Ianimal, des anticorps
neutralisants protecteurs vis-a-vis des infections a HPV de méme type. C’est ce qui a amené
la société américaine Merck a développer un vaccin prophylactique contenant les VLP-L1
des HPV de type 6, 11, 16 et 18 (Villa et al., 2005) sous le nom de Gardasil™ qui a été
commercialisé en juin 2006. Enfin, un autre vaccin (Cervarix"®, immunisant contre les
HPV 16 et 18) développé par le laboratoire britannique GlaxoSmithKline (GSK) a

été mis sur le marché un an plus tard.

Les protéines virales
La protéine L1

Le produit du géne tardif L1 est une protéine de 55 kDa, son r6le essentiel est
'encapsidation du virus. Elle est exprimée tout comme L2 par le promoteur tardif lors des
phases tardives du cycle viral au niveau du cytoplasme des cellules les plus différenciées de
I'épithélium. Ces protéines structurales possedent des signaux de localisation nucléaire
(NLS) par lesquels elles sont ensuite transférées dans le noyau ou elles s’assemblent pour
constituer la capside virale. La protéine L1 est majoritairement retrouvée dans la capside, et
est capable a elle seule de s'assembler sous forme de particules virales VLPs (virus-like
particules) (Giroglou et al., 2001; Pinto et al., 2003). La capside virale mesure environ 55 nm,
composé de 70 unités de capsomeéres arrangées sous une forme icosaédrique et résistante
a la chaleur (Bonnez et al.,, 1994). Cependant la formation d'une capside virale intacte
nécessite la participation de la protéine L2. La stoechiometrie L2/L1 est 1/30, soit 12 copies

de L2 par virion.
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La structure atomique du virion de papillomavirus n’est pas encore déterminée a
cause de la difficulté d’obtenir une quantité suffisante des particules virales pour les analyses
structurales. Cependant, par cristallographie, une structure de haute résolution 3.5 A°d’'une
petite particule contenant 12 pentaméres a été résolue. Cette structure révele les
interactions pentameére-pentamere essentielles pour I'assemblage de la particule (Chen et
al., 2000). L'assemblage expérimental in vitro montre que la partie N-terminus de L1 agit
comme un commutateur entre les 72 pentameres du VLP. Un pentamére L1 est constitué
de cing "coudes" d’environ 100 résidus dans le C-terminus, chacun des ces "coudes" se
compose de trois hélices-a (h1,h3 et h4) L'interaction entre deux pentameres voisins
implique de fortes liaisons hydrophobes entre I'hélice h4 du premier pentameére et les hélices
h2 et h3 du deuxieme (Bishop et al., 2007) (Figure 9).

Des études controversées suggerent un réle de l'intégrine a6 dans l'attachement
des particules virales sur les kératinocytes (Evander et al., 1997; Sibbet et al., 2000), mais
certains auteurs ont prouvé que des molécules d'héparine sulfate protéoglycanes (HSPGS)
sont les récepteurs pour la particule virale de HPV11 (Shafti-Keramat., 2003; Rommel et al.,
2005).

La protéine L2

C’est la protéine mineure de la capside virale (75kDa), et le composant secondaire
nécessaire pour la formation de la capside et son pouvoir infectieuse (Doorbar et Gallimore,
1987; Roden et al., 1996). Il a été proposé que L2 interagisse a la fois avec le génome viral
et avec la protéine L1, permettant 'assemblage de 'ADN épisomal dans la nouvelle capside
(ElI Mehdaoui et al., 2000; Zhou et al., 1994).

Une fois que la particule virale pénétre dans cellule, certains ont suggéré que
l'interaction de L2 avec de la B-actine pourrait participer au transport des particules virales
vers le noyau (Yang et al., 2003). De méme, il a été rapporté que les derniers 40 résidus du
C-terminus de L2 interagissent avec un réseaux de microtubules via la dynéine, (une
protéine motrice associée aux microtubules) qui pourrait transporter les particules virales

infectieuses ou bien les particules nouvellement assemblées (Florin et al., 2006).
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Figure 9: Les éléments structuraux de la protéine L1 et 'assemblage de la particule
virale. (A) Représentation schématique d'un monomeére de L1. (B) Représentation
schématique d’'un pentamére L1, montrant les projections latérales de chacun des cing
monomeres. (C) Les interactions entre deux pentaméres impliquent une hélice h4 d'un
pentameére et les deux hélices h2 de son voisin. (D) Vue rapproché des projections latérales
de deux monomeéres, montrant les positions détaillées des hélices h2, h3, h4, et h5 dans le
C-terminus de L1 (D’aprés, Chen et al., 2000; Bishop et al., 2007)
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Quelques études sur la vaccination contre les infections aux HPV, suggéerent que
l'immunisation avec les protéines L2 puisse fournir une immunité couvrant une plus large
variété des souches HPV par rapport a l'immunisation avec L1-VLPs, liée a la présence

d'épitopes fortement conservés dans les L2 de différents HPV (Alphs et al., 2008).

La protéine E1

E1l est une protéine denviron 70 kDa de taille, son niveau d’expression est
relativement bas, mais tout a fait essentiel pour la réplication virale. Cette protéine est bien
conservée entre les papillomavirus humains et les papillomavirus bovins. Par conséquence
la protéine E1 de BPV est souvent considérée comme un modeéle pour les HPV E1 (Enemark
et al., 2000). E1 présente aussi des homologies de séquences et de fonction avec la grande
protéine T-antigene de SV40 et des polyomavirus (Mansky et al.,1997; Enemark et al.,
2002; Schuck et Stenlund, 2005).

La E1 protéine joue un rdle critique dans la reconnaissance et la fixation sur l'origine
de réplication « ori » dans le généme virale et par la suite son activation. La structure
tridimensionnelle de la protéine E1 montre la présence de trois domaines fonctionnels: un
domaine N-terminal, dont la fonction reste encore peu connue, un domaine central pour la

fixation de ’ADN, et le domaine C-terminal portant la fonction hélicase/ATPase (Figure 10).

Cette fixation reste néanmoins faible et nécessite toutefois I'aide coopérative de la
protéine E2. Cette derniére s’occupe de charger la protéine E1 sur I'ADN en s'y fixant elle-
méme transitoirement. Chacune de ces protéines s’homodimérise et se fixe sur ’ADN avec
une affinité beaucoup plus importante que si E1 se fixait seule sur ces séquences. Il a été
montré que la dimérisation de E1 via son domaine de liaison & 'ADN est primordiale pour
linitiation de la réplication. Par la suite, la protéine E2 se détache rapidement aprées
hydrolyse de 'ATP et le recrutement par E1 d’autres protéines chaperonnes telle que Hsp70
et Hsp40 (Liu et al., 1998; Lin et al., 2002). E1 forme alors un hexamére sur I'ADN. Sous
cette forme, elle posséde une activité ADN-hélicase qui catalyse la séparation des deux
brins d'ADN au niveau de l'origine de réplication dans la direction a 3’ vers 5’ (Fouts et al.,
1999; White et al., 2001). L'activité ATPase a été localisée dans la région C-terminale de E1,
et fournit I'énergie nécessaire pour l'activité hélicase (Yang et al., 1993). La structure du
domaine central ou DBD (DNA binding domain) a été résolue par cristallographie. Elle
comprend 4 hélices a et une boucle bien commandé, formant un repliement en continuité sur

la surface de la protéine, mais la fixation de I'’ADN se fait séparément sur les deux brins.
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El Origine de fixation | Oligomérisation/ATPase/Hélicase

90°
ADN
: % simple brin
Canal de fixation de 'ADN
ADN
simple brin
Domaine de I'origine de fixation Domaine oligomérisation Domaine hélicase
Figure 1 0: L'architecture des domaines de la protéine E1: En haut, les modeles structuraux, (A)

Premier événement d'identification entre un dimére du domaine de fixation de 'ADN OBD (origin
binding domain) et 'ADN. Les deux sous-unités sont montrées en bleu-vert et or. (B) Modéle
montrant deux angles de vues de I'hexamére du domaine E1 oligomérisation/ATP/hélicase lorsqu’il est
lié a I'ADN simple brin. Chaque sous-unité est représentée dans une couleur différente.
Ll'oligomérisation se fait par I'intermédiaire de la région N-terminus de ce domaine. Les astérisques
rouges indiquent les endroits de fixation de I'ATP entre les sous-unités. En bas, une représentation
schématique de la protéine E1 sous forme d’hexamere lié a 'ADN simple brin. (Enemark et al., 2006;

D’apreés la revue Hegde, 2006).
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La liaison ADN-hélice a se fait seulement par des interactions non spécifiques, alors
gue la liaison ADN-boucle est celle qui dirige le contact direct avec les bases spécifiques de
fixation de E1. Les résidus qui sont impliqués dans la liaison avec I'ADN sont fortement

conserveés entre tous les PVs.

Le domaine C-terminal (les résidus 170 — 649) comporte notamment un site de
liaison a 'ATP et des domaines avec des activités ATPase-hélicase (Seo et al., 1993). La
structure tridimensionnelle du domaine fonctionnel (c'est-a-dire sous forme hexameérique) a
été résolue par cristallographie. Elle présente deux hexameres encerclent chacun un simple
brin d’ADN qui se glisse dans un canal denviron 13 A° de diamétre (Figure 10).
L'arrangement des protoméres présente une forte homologie avec la structure hexamérique
de l'antigéne-T de SV40 (Enemark et Joshua-Tor, 2006).

La protéine E2

La protéine E2 est une protéine multifonctionnelle de 50 KDa retrouvée dans le
noyau cellulaire, le plus souvent sous forme de dimere (Antson et al., 2000). C’est une
protéine dont la structure est trés conservée au sein des différents PVs. Elle est composée

de trois domaines fonctionnels distincts (Figure 11).

Le domaine N-terminal d’environ 200 résidus est responsable de linitiation de la
réplication ou de Il'activation de la transcription (McBride et al., 1989); Ce domaine est
capable d'interagir avec la protéine Brd4 (Bromodomain containing protein 4) qui s'associe
avec les chromosomes du fuseau mitotique. Ceci permet la co-localisation de E2 de BPV 1
et d’'HPV 16 avec le fuseau mitotique et I'attachement du génome viral aux chromosomes de
'h6te ce qui est indispensable au maintien des formes épisomales dans les cellules
infectées (You et al., 2004).

La structure du domaine N-terminal de transactivation TAD (transactivation domain)
révele I'existence d’'un repliement spécifique caractérisé par la présence de deux modules,
un module du N-terminal constitué par trois hélices antiparalléles tandis que I'autre module
de C-terminal apparait sous forme de trois feuillets-B. L’orientation des deux modules du E2-
TAD semble varier selon le type et la souche virale, mais en dehors de cela, la structure est
identique (Antson et al., 2000) (Figure 11). La cristallisation du domaine E2-TAD en
complexe avec le domaine hélicase de E1 a donné lieu aux six hétérodiméres a symétrie

unique.
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p=
) : Interaction E1-E2

Domaine de E1 hélicase

s Zone
') =—— dinteraction
E1-Brd4

Fixation de 'ADN

_: Interaction E2-ADN

Figure 1 1: Structure du domaine de fixation de 'ADN et le doma  ine de transactivation de la
protéine E2 en liaison avec 'ADN. Le domaine de fixation de I'ADN (DBD) forme un dimeére, les
deux sous unités sont représentées avec des couleurs différentes. L'une de sous-unités du
domaine de transactivation se lie avec le domaine hélicase de la protéine E1 (Abbate et al., 2004).
Des sites potentiels pour linteraction entre E2 et ses partenaires sont illustrés sur le modéle
structural. (D’aprés: Abbate et al., 2004; Harris et Botchan, 1999; Hegde, 2006)
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Bien que les trois hélices de E2-TAD qui font en générale des contacts de dimérisation (en
'absence de E1), conservent leurs structures dans le complexe, le potentiel de dimérisation
de cette interface semble perdu dans la structure du complexe. La structure du complexe
E2-TAD —E1/hélicase est illustrée comme la lettre « C », avec El/hélicase a l'intérieur en
contact avec une hélice et le linker reliant les modules N-terminus et C-terminus du domaine
E2-TAD qui représente le corps de la lettre « C » (Abbate et al., 2004) (Figure 12).

Le domaine central de E2, appelé aussi la région « charniéere », de séquence et
taille variable selon les types de PVs (McBride et al., 1989) comporterait une séquence du
motif PEST (riche en proline, glutamine, serine et thréonine) qui contient des sites de
phosphorylation (Penrose et McBride, 2000). La phosphorylation de I'un de ces sites dans le
motif PEST est connue pour étre un signal d’'ubiquitylation et de dégradation de la protéine
E2 par la voie de protéasome (Penrose et al., 2004). Bien que cette région soit considérée
généralement comme une région flexible non structurée, certaines études ont confirmé par
RMN et dichroisme circulaire I'existence d'une structure secondaire persistante pour une
trentaine de résidus couvrant la région PEST. Cette structure comprend une courte hélice a
suivie par une hélice polyproline dans I'état non phosphorylé (Garcia-alai et al., 2006).
Cependant, il a été montré dans cette étude que la phosphorylation du polypeptide
déstabilise les deux hélices (I'hélice-a et I'hélice polyproline) dans la structure secondaire
(Garcia-alai et al., 2006).

Le domaine C-terminal de E2 compte environ 90 résidus et assure la dimérisation
de la protéine ainsi que sa liaison a 'ADN au niveau du motif ori (McBride et al., 1988). Ce
domaine régule la réplication du génome viral en association avec E1, mais inhibe par
encombrement stérique la transcription des génes précoces E6 de HPV génitaux (Dong et
al., 1994; Demeret et al., 1997). Les protéines E2 de certaines souches non cutanées de
papillomavirus reconnaissent une séquence palindromique consensus de 12 pb
(ACCgNNNNCGGT) appelé E2 BS (E2 binding site), les nucléotides indiqués par les lettres

minuscules ne sont pas spécifiques pour l'identification du site (Hedge, 2002).

La structure 3D du domaine C-terminal de fixation de I'ADN (DBD) de E2 issu de
différents types BPV1 (Hegde et al., 1992), HPV16 (Hegde et Androphy, 1998), HPV18
(Harris et Botchan, 1999), HPV 6 (Hooley et al., 2006) et 31 (Liang et al., 1996) et son
complexe avec 'ADN présente un repliement comparable dans tous les cas. La structure
commune comporte un homodimére (deux unités) avec 8 feuillets-B antiparalleles (chaque
monomere contribue pour moitié de ces feuillets) entourés de I'extérieur de 4 hélices-a. La

topologie de chaque sous-unité est la suivante: B1-al-B2-f3-a2- 4.
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Origine de réplication/
fixation de E1 p97

35

12 39 86

Figure 12: Modeéle de la fixation de la protéine E2 dans la rég ion LCR du génome
HPV16. lllustrant, (A) Représentation schématique montrant les quatre sites de fixation
de E2 sur 'ADN, chacun des quatre sites correspond al2 pb. (B) Modéle de formation
des boucles d'ADN, montrant des interactions entre les modules d'E2NT et d'E2CT. Le
domaine E2 DBD s’associe sous forme dimérique pour lier TADN génomique (D’aprés
Antson et al., 2000).
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L'une des hélices (hélice al) est utilisée dans le contact avec 'ADN et appelée
«I’'hélice de reconnaissance d’ADN». La différence significative entre les structures
tridimensionnelles de différents domaines E2-DBD, dépend de l'orientation relative des
hélices de reconnaissance, qui varie selon la souche virale (Cicero et al., 2006; Hooley et
al., 2006).

En conclusion, la protéine E2 joue un rble essentiel dans le cycle viral en initiant la
réplication et en contrdlant la transcription des oncogenes viraux. Son inactivation est donc
une étape clé dans la transformation maligne comme mentionné dans le paragraphe de

l'intégration virale.

La protéine E4

Cette protéine de 17 kD est synthétisée par le promoteur tardif qui s’active
généralement lorsque les cellules hétes commencent a se différencier. La région qui code
pour cette protéine est 'une des plus variables au sein des PV (Doorbar et al., 1986) ; la
protéine E4 est transcrit avec les 5 acides aminés N-terminaux de la protéine E1, car elle est
exprimée sous la forme d’'une protéine de fusion E1"E4 (Chow et al., 1987; Wang et al.,
2004). Il existe deux autres formes mineures de 10 et 16 kDa qui sont obtenues par
modifications post-transcriptionnelles et par clivage protéolytique (Brown et al., 1996).
L’ARNm codant pour E4 est trés abondant lors de son expression. Il a été suggéré que la
protéine HPV1 E4 représente entre 20 et 25% de I'ensemble des protéines virales exprimés
dans la cellule hoéte (Doorbar et al., 1986). Cependant, le role de cette protéine n’est pas
encore complétement élucidé. Pour les papillomavirus a "haut risque", E4 faciliterait
'encapsidation du génome viral et a travers sa capacité de liaison a la cytokératine elle
favoriserait la déstabilisation du cytosquelette (Doorbar et al., 1991; Wang et al., 2004). E4
semble aussi étre capable d'induire un arrét du cycle cellulaire en phase G2 (Longworth et
Laimins, 2004; Knight et al., 2004).

La protéine E5

Le gene E5 de papillomavirus code pour une petite protéine hautement hydrophobe
d’environ 83 résidus (Bubb et al., 1988) localisée principalement dans la membrane des

endosomes, l'appareil de Golgi (Oetke et al., 2000) et occasionnellement dans la
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membranes plasmique (Conrad et al., 1993). La protéine E5 semble constituée de 2
domaines fonctionnels. Le domaine N-terminal est responsable de la localisation au niveau

membranaire et des compartiments cytosoliques (Schlegel et al., 1986).

Le domaine C-terminal posséde une activité transformante chez le BPV1 (Burkhardt
et al., 1987; Sparkowski et al., 1996), mais cette activité est tres faible pour la protéine E5
des HPVs.

La protéine E5 ne présente qu’une faible activité de transformation (Valle et Banks,
1995) et n'est pas nécessaire pour les ultimes étapes de la carcinogenese, parce que le
géne codant pour E5 est souvent perdu lors de l'intégration sans que cela affecte la cellule
héte. De plus, il n'existe pas d'ORF E5 dans le génome de certains papillomavirus. Toutefois,
E5 augmente la capacité proliférative des kératinocytes humains, et leur réponse au facteur
de croissance épidermique EGF (Epidermal Growth Factor). D’autres études ont montré
gu'en présence d’EGF, l'expression de E5 entraine une augmentation du niveau de
phosphorylation de son récepteur EGFR (Epidermal Growth Factor receptor) (Straight et al.,
1993). Récemment, il a été aussi démontré que les protéines E5 et E6 de HPV a "bas
risque" et a "haut risque" coopérent ensemble pour induire in vitro la formation de koilocytes
en cellules cervicales humaines. E5 et E6 induisent également la koilocytose dans des
kératinocytes humains, mais pas en cellules COS de primates. La délétion des 20 derniers
acides aminés C-terminaux de E5 inhibe completement le koilocytosis, tandis qu'une
délétion partielle de 10 résidus maintient approximativement 50% de son activité. Ces
données suggerent que les deux oncoprotéines E5 et E6 coopérent dans le cycle de vie viral
(Genther et al., 2003). De plus, la protéine E5 d’HPV16, comme celle de BPV1, joue un role
dans la diminution de la réponse immunitaire en inhibant I'expression des molécules du
CMH-I (complexe majeur d’histocompatibilité de type I). En effet, E5 inhibe l'acidification de
'appareil de Golgi, ce qui permet la séquestration des molécules du CMH de classe | et

empéche I'a présentation des épitopes viraux a la surface cellulaire (Ashrafi et al., 2006).

Les oncoprotéines E7 et E6

Le cycle de vie du HPV dépend largement de la machinerie cellulaire de I'héte pour
sa réplication. Une des « stratégies » visées par les protéines précoces est d’'assurer la
continuité de la division cellulaire. Cependant, un grand nombre des facteurs de réplication
de son héte sont sous le contrble de facteurs de transcription tels que pRB, p53, ... Les

protéines E7 et E6 interagissent avec plusieurs de ces facteurs et entrainent par la suite leur
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dégradation, déjouant le systeme de régulation et menant a l'immortalisation des cellules
infectées. Ces phénomenes sont a la base de leur pouvoir oncogene. Dans les paragraphes
suivants, je détaillerai, pour ces deux oncoprotéines, leurs caractéristiques biochimiques et

leurs rbles ainsi que leurs cibles cellulaires.

La protéine E7

La protéine E7 est codée par un OFR qui se trouve immédiatement en aval du géne
E6. Tout comme E6, E7 est capable d’'induire la transformation des lignées cellulaires de
fibroblastes de rongeurs (Vousden et al., 1988). E7 est une phosphoprotéine localisée
principalement dans le noyau cellulaire. Son action passe par la formation de complexes
avec des protéines impliquées dans la différentiation ou encore dans la prolifération comme

par exemple la pRb (Dyson et al., 1989; Phelps et al., 1992).

L'activité de E7 et ses cibles cellulaires

Il a été mentionné que E7 est capable de lier le facteur de transcription pRb par la
région CR2 qui contient le motif (LXCXE). La dérégulation du cycle cellulaire par interaction
avec pRb est une propriété commune a d’autres oncoprotéines virales telles que, E1A de
'adénovirus ou I'antigene T du virus SV40 (Munger et al., 2001) ce qui souligne I'importance
de cette interaction pour la progression du cycle viral. Il est important de rappeler brievement

le role de la protéine pRb dans le cycle cellulaire.

La protéine pRb est le produit du gene suppresseur de tumeur RB1, situé sur le
chromosome 13, et appelé le géne de susceptibilité au rétinoblastome. La pRb sous forme
hypophosphorylée se lie au facteur de transcription E2F (protéine cellulaire indispensable
sous forme active a I'entrée de la cellule en phase S et, a l'activation de certains genes
impligués dans la réplication de I'ADN), et ce pendant les phases GO et G1 du cycle
cellulaire, permettant de maintenir E2F sous forme de répresseur translationnel. Au moment
de I'entrée de la cellule en phase S, la protéine pRB est phosphorylée (au niveau de certains
résidus sérine) par les complexes cyclines-cdk, en particulier les complexes cyclines D-cdk4
et cycline E-cdk2, permettant ainsi la libération du facteur E2F qui peut alors activer les

génes nécessaires a la prolifération cellulaire (Dell et Gaston, 2001; Funk et al., 1997).
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Une fois exprimée dans la cellule de I'héte, la protéine E7 vient perturber le contrble
de E2F, cette perturbation se traduit par la liaison entre E7 et pRb qui va conduire a la
dégradation de pRb via le protéasome 26S. Le mécanisme moléculaire de cette dégradation
est controversé et peu connu. La dégradation de pRb a pour effet de libérer le domaine
d’'activation transcriptionnelle de I'hétérodimere E2F/DP (Morris et al., 1993; Melillo et al.,
1994) et par conséquence permettre I'entrée en phase S. En effet, dans la cellule,
l'interaction des « pocket domain proteins » pRB, p107 ou pl130 avec E2F/DP masque le
domaine d'activation transcriptionnel de I'nétérodimere E2F/DP ce qui bloque strictement
'entrée en phase S (Weintraub et al., 1995; McLaughlin-Drubin et al., 2008). Il a été décrit
que l'oncoprotéine E7 est responsable, en inactivant pRb, de laugmentation de la
transcription du géne codant pour un inhibiteur de cdk, p16 (inhibe particulierement cdk4 et
cdk6) impliqué dans I'arrét du cycle cellulaire en G1. (Ben-Saadon et al., 2004). Néanmoins,
les cellules continuent a proliférer malgré le niveau d’expression élevé de pl6. Les lignées
cellulaires dérivées de cancers du col de l'utérus sont résistantes aux signaux d'arrét de
croissance du TGF (Transforming Growth Factor, une cytokine, sensée limiter la croissance
des cellules épithéliales) (Polyak, 1996). Ceci suggére que la capacité de E7 a inactiver
p2
exercée par ces celles-ci sur E2F, et puisse contribuer & I'acquisition de la résistance au
TGF-B (pour revue, Munger et al., 2001).

ciP1 KIP1
1 7

et p2 (des inhibiteurs de kinases dépendantes de cyclines) leve linhibition

by

La liaison entre E7 et les protéines a "pocket domain”, pRb, p107 et p130 est
médiée par le motif LXCXE de la région CR2, mais les deux régions du N-terminus (CR1 et
CR2) sont nécessaires pour la dégradation de pRb. La protéine E7 a "haut risque" lie mieux
pRb que celle a "bas risque”. Des mutations congues dans le motif LXCXE ont affecté la
liaison de E7/p53 et le pouvoir d’'immortalisation de E7 (Flores et al., 2000). D’autre part, des
séquences supplémentaires dans la région du C-terminus de E7 sont nécessaires pour la
rupture des complexes E2F/pRb (Helt et Galloway, 2001). Des expériences de substitution
de I'extrémité C-terminale de E7 par des régions structuralement semblables provenant de
E6, montrent que les protéines E7 mutantes sont incapables de rompre les complexes
E2F/pRb mais conservent leur capacité transformante (Mavromatis et al., 1997; Braspenning
et al., 1998). Ces données suggérent que la capacité a rompre le complexe E2F/pRb et
I'activité transformante de E7 ne sont pas nécessairement liées. A l'inverse, de nombreux
mutants non transformants de HPV16 E7 conservent leur potentiel a interagir avec pRb et a
activer efficacement la transcription des promoteurs sensibles a E2F (Banks et al., 1990;
Jewers et al., 1992). Il demeure que la liaison entre E7 et les protéines a « pocket domain »

entraine la déstabilisation de ces derniéres. Etant donné que les inhibiteurs du protéasome
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S26 interférent avec la dégradation de pRb entrainée par E7, et que HPV16 E7 peut interagir
avec la sous-unité S4 du protéasome S26. Il a été proposé que E7 pouvait induire la
dégradation de pRb en le ciblant directement vers le protéasome (Berezutskaya et Bagchi,
1997), mais toutefois, un mutant de E7 déficient dans la liaison a S4 continue de déstabiliser
efficacement pRb (Gonzalez et al.,, 2001). Ceci laisse suggérer d'autres mécanismes

d’action.

Dans le cas de HPV 16, il a récemment été démontré que cette dégradation
impliquerait la formation d’'un complexe entre E7 et 'ubiquitine ligase cullin 2 (Huh et al.,
2007).

La protéine E7 peut interagir et activer le facteur de transcription induit par INF, IRF-
1 (interferon regulatory factor), le régulateur transcriptionnel de I'interféron 8 (Park et al.,
2000; Um et al., 2002). E7 interagit également avec I'histone déacétylase Mi2@, le facteur de
transcription MMP2, et AP-1 qui contribuent a la suppression de l'activité transcriptionnelle
de IRF-1 (Antinore et al., 1996; Park et al., 2000). E7 est capable également de déréguler au
niveau des cellules transformées, des voies métaboliques essentielles. Elle interagit avec
I'enzyme glycolytique pyruvate kinase (PK) M2, et I'a-glucosidase, deux enzymes impliquées
dans le métabolisme du glycogéne, ces interactions contribuent a la perte des stocks

intracellulaires de glycogéene (Zwerschke et Jansen-Durr, 2000).
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- Synthése d’ADN cyclines/cdk et de la réplication de I'ADN
- Prolifération cellulaire PCNA-dépendante

A
Inhibition de I'appoptose 1

(transformation) Levée de l'inhibition de la
croissance cellulaire due au
TGF-B8

Libération

Dégradation
viale
protéasome

A A |\

<‘CR1 )( cr2 X CR3 )

1 15 36 98
N-terminale C-terminale

Figure 13: Représentation schématique de la protéine HPV 16 E7. La protéine HPV16 E7
comprend un domaine N-terminal et un domaine C-terminal. Les régions CR1, CR2 et CR3
sont représentées sous forme de fleches (D’apres McLaughlin-Drubin et Munger, 2008). La
région CR2 comprend le motif LXCXE. Cette figure illustre également l'interaction de la
protéine E7 avec certaines de ces cibles cellulaires, ainsi que leur rbéle dans la

transformation et 'immortalisation de la cellule hoéte.
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Caractérisations biochimiques de E7

HPV E7 est un petit polypeptide plutét acide et composé d’environ 100 acides
aminés. L'oncoprotéine E7 est constituée de deux domaines principaux, le domaine N-
terminal et le domaine C-terminal. Le domaine N-terminal contient deux régions trés
conservées, CR1 et CR2, qui sont essentielles aux propriétés transformantes de E7. Le
domaine C-terminal est constitué de la région CR3 qui contient deux motifs en doigt de zinc
(Barbosa et al., 1990) impliqués dans la dimérisation/multimérisation de la protéine E7
(Clemens et al., 1995).

Le domaine N-terminal de la protéine E7 partage une petite région de similarité de
séquence avec la protéine E1A d’Adénovirus et de l'antigéne-T des polyomavirus, qui
partagent la remarquable capacité de modifier la régulation transcriptionnelle normale des
certains genes essentiels dans le cycle cellulaire (Figge et al., 1988; Phelps et al., 1988). Les
deux site de liaison au zinc se retrouvent sur le domaine C-terminal, sous la forme de deux
motifs de Cys-X-X-Cys séparés de 29 résidus (Barbosa et al., 1990). La région CR1
présente une homologie entre les HPV a "haut risque" et les HPV a "bas risque". Elle a été
identifiée comme un site de liaison de p600 (Huh et al., 2005; DeMasi et al., 2005). L'autre
région CR2, trés conservée parmi les HPV, est extrémement importante parce qu'elle
contient un motif consensus Leu-X-Cys-X-Glu (LXCXE). Il s'agit d'un motif de liaison aux
régions appelées "pocket domains" présentes dans la protéine pRb et les protéines p107 et
p130 apparentées a pRb (Dyson et al., 1989; Lee et al., 1998; Minger et al., 2001) (Figure
13). La région CR2 possede également un site de phosphorylation par la caséine kinase I,
qui est essentiel puisque de la phosphorylation d’'E7 dépend son activité transformante
(Firzlaff et al., 1989; Barbosa et al., 1990; Minger et al.,, 2001). La région CR3 de E7
intervient dans l'inactivation des inhibiteurs de kinases dépendants des cyclines (CDKI) p27
et p21. Elle interagit également avec un grand nombre de facteurs de transcription comme
Mi2 (Brehm et al., 1999) et TBP (TATA banding protein) (Massimi et al., 1997).

La structure tridimensionnelle a haute résolution de E7 a été résolue pour la région
CR3 (région structurée) par cristallographie (Lui et al., 2006) et en solution par RMN
(Ohlenschlager et al., 2006). Le domaine N-terminal, non replié, n'est pas présent dans la
structure proposée de E7. le domaine C-terminale (CR3) est un dimére obligatoire, de «
topologie » B1-B2-al-B3-02 pour chaque protomeére. La dimérisation se fait a travers les

deux hélices al/ al’ et un feuillet-B intramoléculaire (Ohlenschlager et al., 2006) (Figure 14).
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Figure 14: Alignement globale de séquences, et stru  cture de E7. (A) Alignement de la séquence de la
protéine E7 de différentes souches de HPV. Les résidus hautement conservés sont colorés en noir, les
résidus partiellement conservés sont ombrés en couleur gris. Les régions CR1 et CR2 de E7 sont indiquées
au-dessus de l'alignement, et les éléments de structure secondaire de la région CR3 (inclus dans cette
structure) sont indiqués en bleu. (B) Structure 3D du dimére C-terminale de la protéine E7, (vues
orthogonales). Chacun de deux protomeres sont colorés differemment (bleu et vert), et les atomes liant le zinc
et leurs ligands de cystéine colorés en rouge (boule) et jaune (baton), respectivement (D’'aprés Liu et al.,
2006).
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N-terminal C-terminal

Figure 15: Représentation sch ématique de la protéine HPV16 E6. Les deux domaines
liant le zinc, N-terminal (bleu) et C-terminal (orange). Les zones d’interaction avec les

principales cibles cellulaires de E6 sont également mentionnées.
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Figure 16: Alignements des séquences d e la protéine EG6 de différents types de HPV : Le
domaine C-terminal (en haut) d'E6C et le domaine N-terminal (en bas). L’alignement montre les

cystéines conservées dans tous les HPV (Nominé et al., 2006).
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La protéine E6

Le gene E6 est I'un des premiers genes exprimés lors d’une infection par HPV, et
joue un role capital dans l'immortalisation de cellules infectées. L’'oncoprotéine E6 ne
possede pas d’'activité enzymatique intrinseque mais exerce ses fonctions en interagissant
avec de nombreuses protéines cellulaires.

La protéine E6 des HPV est une petite protéine de 151 acides aminés (19kDa),
contenant deux domaines E6-N et E6-C. Les deux domaines contiennent chacun deux
motifs de cystéines hautement conservés (Cys-x-x-Cys), qui sont impliquées directement
dans la liaison du zinc (Cole et Danos, 1987; Barbosa et al., 1989; Vousden et al., 1989;
Grossman et Laimins, 1989; Kanda et al.,1991) (Figures 15, 16).

La protéine EG6, ses fonctions et ses cibles

Durant l'infection par HPV, E6 joue de multiples roles interférant avec de
nombreuses voies de signalisation cellulaire, avec pour résultat net la mise en place d'un
environnement favorable a la réplication de I'’ADN viral et la neutralisation concomittante des
contrbles de surveillance qui sont activés dans les cellules infectées, obligées de relancer la

réplication de 'ADN.

C'est au milieu des années 1980 que la protéine E6 est identifiée comme une
oncoprotéine virale, impliquée dans le processus de carcinogenése (Androphy et al., 1987;
Banks et al., 1987). E6 induit différentes modifications dans la cellule héte. En synergie avec
'oncoprotéine E7, E6 des HPV a "haut risque" est capable d'immortaliser des cellules
épithéliales et des fibroblastes humains (Munger et al., 1989; Rapp et Chen, 1998), alors que
la protéine E6 des HPV & "bas risque" n’en est pas capable. Ceci semble notamment lié a
leur différence d’affinité pour la p53, E6 des HPV a "haut risque" ayant une affinité plus
importante pour la p53 (Werness et al., 1990; Li et Coffino, 1996). E6 interagit avec un grand
nombre de protéines cellulaires. A ce jour, plus d’'une quarantaine de cibles ont été

découvertes (Figure 17).

La plus importante cible de E6, et la premiére a avoir été identifi€ée est la protéine

pro-apoptotique et suppresseur de tumeur p53.
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L’interaction E6, p53 et E6AP

La protéine p53 est une phosphoprotéine de 393 acides aminés. Codée par un gene
localisé sur le chromosome 17, elle constitue le principal obstacle a la réplication virale, elle
peut entrainer l'arrét du cycle cellulaire ou l'apoptose des cellules infectées. p53 est
constituée de 4 régions qui représentent: le domaine de transactivation transcriptionnelle, le
domaine riche en proline, le domaine central, le domaine d”oligomérisation et le domaine C-
terminal basique. Cette protéine est activée par différents stimuli (stress cellulaire, l1ésions de
'ADN, ...). L'expression de p53 a pour effet le blocage du cycle cellulaire en phase G1 et G2
permettant la réparation de I'ADN, la réparation directe de 'ADN endommagé, ou bien
linduction de Il'apoptose (mort cellulaire programmeée) lorsque la réparation n’est plus

possible.

Pour dégrader p53, E6 recrute E6AP (E6-associeted protein). E6AP est une
protéine E3 ubiquitine-ligase (Schwarz et al., 1998) qui accepte I'ubiquitine d’'une enzyme E2
de conjugaison (E2 ubiquitin-conjugating enzyme) sous la forme d’un thioester puis transfére
directement (grace a son domaine C-terminale HECT) cette ubiquitine sur p53, générant sa
poyubiquitination (Schwarz et al., 1998). La polyubiquitination de p53 semble étre la voie
principale de sa dégradation par le protéasome S26 dans les cellules exprimant E6 (Figure
18). La dégradation de p53 dépend largement de la force de linteraction E6-E6AP et

entraine bien évidemment la perte de I'activité de p53.

Cette perte d'activité de p53 a pour conséguence la perte de la capacité de la
cellule a induire l'apoptose et a réparer les lésions de I'ADN, générant une instabilité

génétique et donc une augmentation du risque de transformation maligne.

Néanmoins, dans les cellules HPV-positives exprimant E6, p53 n’est pas totalement
dégradée (Cooper et al., 1993, Lie et al., 1999), ce qui implique I'existence de mécanismes
contrblant I'activité de E6. L'une des hypothéses avancées est I'existence de polypeptides de
E6 résultant d’épissages alternatifs (E6*). Ces formes de E6 ont la capacité d’'interagir avec
le complexe E6-E6AP de la sorte qui blogue le recrutement de p53 et donc inhibe sa
dégradation (Pim et al., 1997). Outre la voie de dégradation de p53 dépendante de E6AP,
E6 peut interférer par d'autres voies avec l'activité de p53. Il a été démontré que E6
interagirait de maniére compétitive avec le coactivateur CBP/p300 (CREB Binding
Protein/p300) sur le site de liaison a p53 provocant la suppression de [lactivité

transcriptionnelle de p53 (Zimmermann et al., 1999).
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Figure 17: Protéines cellulaires, ciblée s par l'oncoprotéine HPV16 E6
(D’apres la revue, Tungteakkhun et Duerksen-Hughes, 2007).
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Les autres cibles de E6
- E6 etBak

Bak est une protéine pro-apoptotique impliguée dans un point critique du contréle
cellulaire (la mort cellulaire physiologique programmée). La protéine E6 des HPV
anogénitaux a "haut risque" est capable de lier la protéine pro-apoptotique Bak et stimule sa
dégradation par la voie de protéasome (Thomas et Banks, 1999). Il a été suggéré que
l'induction de cette dégradation passe par l'interaction E6/E6AP (Thomas et Banks, 1998).
L’interaction entre E6 et Bak indique que les HPV anogénitaux et certaines souches
cutanées sont capables d’inhiber 'apoptose par aux moins deux voies, p53-dépendante et

p53-indépendante, cette derniere impliquant le Bak (Jackson et al., 2000).
- EG6 et Paxilline

La paxilline est une protéine multi-domaines localisée dans les sites d’attachement
des cellules a la matrice extracellulaire par les adhésions focales. L'adhésion focale forme
une structure reliant la matrice extracellulaire et le cytosquelette d’actine et un important site
pour la transduction du signal. Seules les protéines E6 de BPV a "haut risque" sont capables
d’interagir avec la paxilline mais sans promouvoir sa dégradation. Cette sélectivité suggeére
une corrélation entre liaison de E6/Paxilline et le pouvoir transformant de E6 (Tong et
Howley, 1997). E6 lie la paxilline via un motif consensus (LDXLLXL). L’interaction
E6/Paxilline est responsable la rupture de cytosquelette d’actine, ce qui est critique pour les
fonctions de la cellules et caractéristique pour plusieurs cellules transformées. (Vande Pol et
al., 1998).

- EG6 etles protéines a domaines PDZ

Le domaine C-terminal de E6 a "haut risque" présente une séguence consensus
d'acides aminés X[T/S]X[L/V] trés conservé, qui semble jouer un rble important pour la
transformation des cellules (Crook et al., 1991; Kiyono et al., 1997). Cette séquence est un
motif de liaison aux protéines a domaines PDZ (Doyle et al., 1996). Ces protéines font partie
de différentes familles fonctionnelles impliquées dans la formation de canaux ioniques, la
signalisation et I'adhésion. Les domaines PDZ (Psd-95, Dlg, et ZO1) sont des régions

d’interaction protéine-protéine constituées de 80 a 90 acides aminés comprenant Six

feuillets-B et deux hélices-a, compactés en une structure globulaire.
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Figure 18: représentation schématique de la dégradation de p53 médiée par

I'oncoprotéine E6. La dégradation de p53 nécessite la formation d’'un complexe trimérique
entre E6, p53 e | l'ubiquitine ligase E6AP, qui permet la poly-ubiquitination de p53. Ce
processus fait également intervenir deux autres protéines: une protéine activatrice de
l'ubiquitine E1 et une enzyme de conjugaison de l'ubiquitine E2. La protéine p53 poly-
ubiquitinée est dégrédée par le protéasome 26s. La poly-ubiquitination de p53 ainsi que sa
dégradation sont des processus ATP-dépendantes (d'apéers Howley et al., 2006).
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Ainsi, E6 lie des domaines PDZ des protéines MUPP-1 (Lee et al., 2000), hDLG (kiyono et
al., 1997), hSCRIB (Nakagawa et Huibregtse, 2000) et MAGI-1, 2 et 3 (Thomas et al., 2002;
Zhang et al., 2007), déclenchant le plus souvent leur dégradation via le protéasome. Ces

interactions sont importantes pour la progression tumorale (Nguyen et al., 2003).
- [EG6 et E6-BP

Les E6 de HPV génitaux a "haut risque" ainsi que la E6 du BPV1 semblent
également interagir avec la protéine E6-BP (E6 binding protein) ou ERC-55 (Chen et al.,
1995). E6-BP est une protéine liant le calcium, localisée au niveau du réticulum
endoplasmique (Chen et al., 1995). La liaison E6-E6BP pourrait inhiber le stade tardif de

différentiation des cellules épithéliales (Sherman et al., 2002).
- E6etTNF-1

Le TNF (tumor necrosis factor) est capable d’induire I'apoptose dans les cellules
infectées par les virus. La protéine HPV16 E6 semble inhiber certains mécanismes de la
mort cellulaire en se fixant au niveau du TNF-R1 (récepteur pour le TNF); qui se trouve ainsi
privé de ses interactions avec ses partenaires cellulaires et cesse alors de transmettre le
signal pro-apoptique (Filippova et al., 2002). Cette interaction interfére notamment avec la
capacité de TRADD (TNT-R1l-associated death domain) d’interagir avec FADD (Fas-
associated death domain) empéchant ainsi le recrutement de la pro-caspase-8, qui
déclenche la cascade protéolytique des caspases conduisant a I'apoptose (Filippova et al.,
2009).

- E6etE6TP-1

E6 est capable dinduire la dégradation de E6TP-1 (E6 targeted protein 1 :
homologue aux protéines GAP (GTPase activating protein) de la famille Rap) inhibant ainsi
son réle de régulateur négatif sur la multiplication cellulaire. La dégradation de E6TP-1 est
E6AP-dépendante et implique le protéasome (Gao et al., 2002). Cette interaction semble

également exclusive pour les E6 a "haut risque”.
- E6 etc-Myc

Une autre cible de E6 est la protéine c-Myc, un facteur de transcription impliqué
dans la prolifération cellulaire et présentant aussi un role pro-apoptique. E6 stimule sa
dégradation via E6AP (Gross-Mesilaty et al., 1998). Or, en paralléle, E7 inhibe la régulation

transcriptonnelle négative exercée par TGF-f sur c-Myc. Les activités des deux
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oncoprotéines semblent donc entrer en contradiction. Cependant, il a été démontré par
ailleurs que la dérégulation de I'expression de c-Myc dans les cellules épithéliales
différenciées conduit vers l'apoptose (Askew et al., 1991). on peut donc penser que la
dégradation de c-Myc par E6 contribue a maintenir un équilibre entre le maintien de la

prolifération par E7 et écartement de I'apoptose par E6.
- EG6 etlatélomérase (hTERT)

La télomérase est une enzyme responsable de la réplication de télomeéres (les
éléments de I’ADN situés aux extrémités des chromosomes). Elle est composée d’'une sous-
unité d’ARN (utilisée comme matrice de réplication) et de la sous-unité protéique hTERT
(enzyme portant l'activité transcriptase reverse). Il a été démontré que E6 active la sous-
unité catalytique hTERT (Klingelhutz et al., 1996). Des mutants de E6 qui augmentent
l'activité de la télomérase sont capables d’induire I'immortalisation cellulaire, alors que les
mutants qui ne l'augmentent pas perdent la capacité d'immortaliser les cellules (Greider,
1999). Curieusement, des mutants qui ne dégradent pas p53 mais qui gardent leur capacité
d'immortalisation, agissent tout de méme sur la télomérase en augmentant son activité. Ceci
semble confirmer l'importance de l'activation de la télomérase qui apparait, de facon
générale, comme une étape clé dans la transformation des cellules malignes et le

développement du cancer chez 'homme (Holt et al., 1996; Plug-DeMaggio et al., 2004).
- EB6 et acides nucléiques: ADN (jonctions de Holliday ) et ARN (transcrits E6-E7)

En sus des nombreuses interactions engagées par E6 avec des cibles protéiques, il
a été montré que E6 est capable, dans des expériences menées in vitro, de se lier a des
motifs structuraux particuliers présents au niveau des jonctions de Holliday, ADN a quatre
brins impliqué notamment dans les processus de recombinaison génétique (Ristriani et al.,
2001). Seules les protéines E6 a "haut risques” sont capables de lier ces structures d’ADN.
Les hypothéses qui ont été avancées explicitent que les jonctions de Holliday sont des
ligands naturels de EG6 in vivo, et, que l'interaction entre les deux partenaires interfére avec
les évenements de recombinaisons dans la cellule. Contrairement aux protéines E6 a "bas
risque", les E6 a "haut risque" présentent une similarité de séquences avec des
endonucléases VII. Cette similarité suggére une ressemblance de la fonction qui pourrait
expliquer interaction E6/ADN-jonctions de Holliday (Ristriani et al., 2001, Nominé et al.,
2006).
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E7 empéche p16 d'inhiber E6

p16 neutralise E6 empéche Inhibition des
les fonctions I’'apoptose causé par fonctions de
de E6 une surexpression p16 Libération de pRB

de E7 phosphorylée.
l T Augmentation de
p16
Activités E6 @
Fonctions Apoptose Fonctions
coopérative coopérative
Activation de la Activation Activation des Inhibition
télomérase d(_as SRC cyclines A et E. de p21 et
kinases Passage en p27
| phase S
L |

v Y

Prolifération Prolifération

— @D @D
| Effets synergiques |
pour <

I'immortalisation

Figure 19: Fonctions des oncoprotéines E6 et E7 et leurs contribution dans les étapes

conduisant a la transformation et I'immortalisation . E6 active la télomérase et les SRC
kinases et inhibe p53 et BAK. E7 inhibe pRb qui libere E2F dans les cellules hétes
permettant 'augmentation de I'expression de p16. E7 inhibe également I'activité de pl16. E7
semble activer les cyclines A et E et inhiber les CKI p21 et p27. E6 et E7 agissent en

synergie pour 'immortalisation et la transformation (d’aprés zur Hausen, 2002).
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Il a été réecemment démontré que E6 interagit in vitro avec des transcrits de E6-E7
issues de HPV16 (HPV16 E6-E7 pré-ARNmM), et que cette interaction pourrait jouer un role
dans la régulation post-transcriptionnel durant l'infection virale (Bodaghi et al., 2009). La
délétion d’'une partie N-terminale (102 résidus) n'affecte pas l'interaction E6/ARN, alors que
le domaine N-terminal seul est déficient pour cette interaction. Ce qui prouve que les 48
résidus C-terminaux de E6 sont responsables de I'interaction protéine/ARNm (Bodaghi et al.,
2009). Cette localisation correle avec ce qui a été attribué pour l'interaction E6/ADN-

jonctions de Holliday (Nominé et al., 2003; Nominé et al., 2006).

Conclusion sur les fonctions complémentaires des on coprotéines E6 et E7

Plusieurs fonctions ont été décrites pour E6 et E7. La protéine E6 dégrade p53 et
Bak pour procurer la résistance a l'apoptose et augmente aussi l'instabilité chromosomique.
En outre, l'activation de la télomérase et l'inhibition de la dégradation des kinases de famille
SRC par E6 semblent accomplir des fonctions importantes dans la stimulation de croissance.
En effet, les deux oncoprotéines E6 et E7 sont capables indépendamment d’'immortaliser
des cellules humaines, mais, leur expression combinée conduit a des effets
complémentaires et synergétiques qui augmentent leur efficacité de transformation. Ceci
peut étre expliqué par le suivant: E6 semble étre altéré par p16, tandis que E7 inhibe I'action
de p16 en activant directement les cyclins A et E. En contre partie, E6, empéche I'apoptose

induit par E7 en dégradant les protéines p53 et Bak (zur hausen, 2002) (Figure 19).

Caractérisations biochimiques de E6

Dans les cellules, la protéine E6 est retrouvée majoritairement dans le noyau, mais
elle se localise aussi dans le cytoplasme (Masson et al., 2003). Il a été démontré chez
certaines souches de HPV a "haut risque" la présence d’'un isoforme de E6 résultant d’'un
épissage alternatif de 'ARNm (Doorbar et al., 1990). Cette chimere appelée E6* est une E6
tronquée qui code pour les résidus 1 — 43 dans le cas de HPV-18 (Pim et Banks, 1999). Elle
est capable de lier le complexe E6-EGAP et ainsi bloquer I'interaction avec p53 (Pim et al.,
1997) et donc la dégradation de p53.

La séquence de E6 était connue depuis les années 1980, mais la caractérisation
biochimique de la protéine restait trés difficile. Or, les études poursuivies ces vingt derniéres

49



INTRODUCTION

années ont permis progressivement d’élucider ce vaste champ de recherche en allant de la

production vers la description structurale de la protéine.

Production et Purification de E6

Echecs et tentatives d’expression de la protéine

Cette petite protéine avait longtemps posé de sérieux problemes d'expression et de
purification. E6 était en effet systématiquement insoluble ou hautement agrégée,
indépendamment du systeme d'expression utilisé (Imai et al., 1989; Androphy et al., 1987;

Grossman et al., 1989).

Les premiers essais ont commencé en 1987. Certains auteurs avaient testé
l'expression de la protéine E6 de HPV16 (recombinante) dans des souches
thermorésistantes d’Escherichia coli (induites & 42C9. Les agrégats insolubles de la protéine
étaient extraits en milieu dénaturant en présence d’'urée (Androphy et al., 1987). Les mémes
résultats ont été observés suite a I'expression de E6 en utilisant le systeme d’expression de
baculovirus infectant des cellules d’insectes. En effet, la protéine a été également associée a
la fraction insoluble dans les cellules (Grossman et al., 1989). Exprimée en bactérie (E. coli),
la protéine E6 a été isolée a partir des débris cellulaires sous forme de corps d'inclusions
insolubles. Dans certains cas, l'utilisation des agents dénaturants (guanidine-HCL, Urée) a
été la seule solution pour solubiliser la protéine, mettant en doute certaines analyses
fonctionnelles effectuées avec ces échantillons (Imai et al., 1989). Plusieurs approches
similaires ont été ensuite testées pour I'expression et la purification de la protéine E6 (Stacey
et al., 1992; Park et al.,1993). Mais la protéine E6 restait impurifiable sous forme soluble.
Cependant, la production de E6 en fusion avec des autres protéines telles que la GST
(Glutathion S-Transferase) et la MBP (Maltose Binding Protein), connues pour leurs effets
stabilisants (Kapust et Waugh, 1999; Fox et al., 2000), constitua une ouverture remarquable.
La fusion GST-E6 exprimée dans des bactéries (E. coli), a pu étre produite aprés des cycles
de dénaturation/renaturation sous forme stable avec concentration relativement importante
(0,03 — 1 mg/ml). Toutefois, le clivage entre les deux protéines conduisait a la précipitation

immédiate de E6 (Lechner et Laimins, 1994).

Des échantillons de protéine HPV16 E6 munie d'un his-tag ont également pu étre
purifiés a partir des cultures bactériennes sous forme soluble et active biologiquement, sans

avoir recours aux méthodes de dénaturation/renaturation. Ce résultat apparaissait comme un
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succés, mais curieusement, les méthodes et protocoles utilisés pour cette purification n'ont
pas été détaillés (Daniels et al.,, 1997), et ces travaux n'ont apparemment donné lieu a

aucune suite.
La purification de E6 HPV16 soluble:

Le terme « corps d'inclusions solubles » a été introduit par notre laboratoire lorsque
des constructions de E6 en fusion avec GST ou MBP, couplés avec l'optimisation des
conditions pour I'expression et la purification ont permis de solubiliser la protéine E6 (Nominé
et al., 2001a). Toutefois, les préparations de protéines de fusion MBP-E6 contenaient une
majorité d'agrégats solubles, de taille relativement homogene et contenant des agglomérats
de protéines E6 biologiquement inactives solubilisés par MBP (les "corps d’inclusions
solubles" ), et une partie monodisperse contenant des protéines E6 bien repliées (Nominé et
al., 2001a).

Ensuite, notre laboratoire a montré que la présence de nombreux résidus cystéines
dans la protéine E6 (14 cystéines pour HPV16) pourrait conduire a la formation de ponts
disulfures intermoléculaires (Ristriani et al., 2000). L’'analyse et I'alignement des séquences
pour les différentes protéines HPV ont révélé que la protéine E6 du HPV16 contient six
cystéines non conservés (Figure 16). Ces six cystéines ont été substituées par des résidus
serines, donnant lieu & un nouveau mutant de E6 actif biologiquement et soluble jusqu'a une
concentration-limite d’environ 20 uM (Nominé et al., 2001b; Nominé et al., 2003). Au-dessus
de cette concentration, I'agrégation de la protéine (mutée, nommée E6 6C/6S), conduisait
lentement vers la formation de structures en formes de fibres (Zanier et al., données non

publiées).

Les mémes auteurs ont montré que les deux domaines de E6 (E6-N et E6-C) sont
capables de se replier séparément (Nominé et al., 2003). Le domaine C-terminal nommé E6-
C 4C/4S (moitié C-terminale de E6 4C/4S) a été purifié avec succes sous forme de
monomere stable & une concentration trés élevée (1 mM). Sa structure en solution a été
résolue par la RMN (Résonance Magnétique Nucléaire) (Nominé et al., 2003; Nominé et al.,
2005). Au contraire, le domaine E6-N 2C/2S précipitait au cours de différentes étapes de

purification, et ne supportait pas les hautes concentrations (Nominé et al., 2005).

En parallele, I'équipe de Michael Cordingley (Boehringer-Ingelheim, Canada), a
également mené des travaux importants sur la caractérisation biochimique de la protéine E6.
Cette équipe a isolé un mutant de la protéine E6 (A143-151) qui conservait sa capacité de

dégradation de p53 et était purifiable a I'état monomére a basse concentration (Lipari et al.,
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2001). Cette construction exprimée en fusion avec la GST gardait la solubilité apres clivage
de la GST sur une résine de glutathion (Lipari et al., 2001). Cette équipe est également
parvenue a isoler et purifier des échantillons largement solubles d’'un domaine N-terminal de
E6 (2-77 acides aminés). Ce domaine N-terminal concentré (> 100 uM) apparaissait sous
forme d’'un dimére (avec un constante de dissociation de 'ordre de 0,11 mM a 0,1 M NacCl).
La structure secondaire de chaque construction a été calculée par des mesures de
dichroisme circulaire montrant: 26% des hélices-a et 27% de feuillets-f pour la E6
(A143-151) et 25% hélices-a et 29% de feuillets-B pour le domaine E6 N-terminal (2 — 77)
(Lipari et al., 2001).

La prédiction de la structure secondaire des protéi nes E6

En I'absence de données structurales sur les protéines E6, en 1996, une prédiction
de la structure secondaire de deux oncoprotéines E6 et E7 a été proposée. Des logiciels
d'alignement de séquences ainsi que les méthodes communément utilisées pour la
prédiction des structures (Chou-Fasman, SAPIENS, PHD et GOR | et Il) ont été utilisés pour
analyser et valider la prédiction sur 'ensemble de 57 protéines E6. Les résultats obtenus

étaient les suivants :

- 32 résidus de E6 hautement conservés dans les deux domaines présentaient

un pourcentage de 90% de conservation.

- Une similarité de séquence entre les deux domaines E6-N et E6-C, certains
résidus conservant leurs positions dans les deux domaines, en particulier les cystéines

impliguées dans la liaison du zinc.

- La premiere région N-terminale de E6 présentait un motif de a/B/a/B, (al-B1-
02—B2), et un motif similaire était prédit pour la région C-terminale (a3—34—a4—835). Un

feuillet-B (B3) reliait les deux motifs.

- Chaque région (ou domaines) était initiée par les premiéres hélices-a (al et
a3), alors que les deux feuillets-B (31 et B4) se localisaient sur le premier motif (Cys-x-x-
Cys). La deuxiéme paire a-§ suivait la méme localisation pour le deuxieme motif liant le zinc
de chaque domaine (Ullman et al., 1996). Certains auteurs ont prétendu avoir
expérimentalement obtenu des résultats confirmant cette prédiction (Lipari et al., 2001).
Mais, de récents travaux ayant mené a la résolution de la structure du domaine E6-C de la
protéine HPV16 E6, ont montré que chaque domaine présentait une autre représentation

des éléments de la structure secondaires (B1-al—a2—32 —33) (Nominé et al., 2006).
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Structure de la protéine E6

A ce jour, la seule structure connue pour la protéine E6 est celle d'un mutant du
domaine C-terminal de HPV 16 E6 (E6-C 4C/4S), résolue par notre laboratoire. Sur la base
de 'homologie entre le domaine E6-C et le domaine E6-N, un modéle a été proposé pour la
protéine entiére sous forme d'un pseudo-dimere de E6-N/E6-C (Nominé et al., 2006). La
région repliée du domaine E6-C 4C/4S commence par le résidu tyrosine 81 et termine avec
larginine 141 (Nominé et al., 2003). La structure tridimensionnelle du domaine révéle la
présence de 3 feuillets-B en paralléles (S1, S2, S3) avec deux hélices-a courtes (H1, H2). Le
site de fixation du zinc est entouré d’'un coté d’'une longue boucle (L1) reliant H1 a H2, et de
l'autre coté d’'une courte hélice-a en C-terminal du domaine (Figure 20). L’attachement du
zinc vers le noyau principal du repliement est soutenu par plusieurs résidus enfouis dans le
repliement: isoleucine 101, lysine 115, leucine 110, et l'argininel35. Les quatre cystéines
conservées 103, 106, 136 et 139 sont impliquées directement dans la liaison aux ions du
zinc (Zn?") (la structure est accessible dans la banque de données PDB sous la référence:
2FK4) (Nominé et al., 2006).

En se basant sur les données structurales du domaine E6-C, un modele probable
du repliement de E6-N a été proposé, dans lequel les résidus prévus pour étre enfouis au
cceur du repliement représentent des hydrophobes strictement conserveés. Les domaines E6-
N et E6-C présentent une certaine homologie malgré de légéres différences. Certains
résidus hydrophobes exposés sur la surface de E6-C sont conservés dans les deux
domaines. L’hypothése plausible avancée par Nominé et al. (2006) suggére que cette région
hydrophobe représente l'interface d’interaction entre les deux domaines. Cette surface serait
moins exposée dans le contexte de la protéine compléte. Les auteurs proposaient donc un
modele représentant un arrangement possible des deux domaines dans la protéine E6
entiere, basé sur I'enfouissement des surfaces hydrophobes des deux domaines ainsi que la
complémentarité de leurs structures secondaires. Ces deux criteres n’était remplis que dans
le cas ou les deux domaines étaient placés symétriguement d’'une facon pseudodimérique
(Nominé et al., 2006). Dans ce modele, les deux feuillets-B S1 de E6-N et de E6C, sont
arrangés d’'une fagcon antiparalléle donnant lieu aux six feuillets-p avec les deux hélices H1
enveloppant les feuillets. Les sites de fixation du zinc sont localisés dans les deux cotés

opposés du pseudo-dimere (Nominé et al., 2006) (Figure 21).
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Figure 20: Structure 3D du domaine C-terminal (aa 87 -141) de la pr otéine HPV16 E6.
Les feuillets-B (S1, S2, S3), les deux hélix-a (H1, H2), la liaison avec le zinc implique une
boucle trés longue (L2) qui relie H1 et H2 a un court hélix-a (H3) dans I'extrémité C-
terminale (C-ter) (Nominé et al., 2006).
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Figure 21: Modele pseudo dimérique de E6: (A) Modéle de E6-N et structure du E6-C,
les faces hydrophobes sont situées dans linterface. (B) Modéle de I'arrangement du

pseudodimére entre les deux domaines EN-N et E6C. (C) Carte détaillant les résidus

hydrophobes de la région de l'interface entre les deux domaines (Nominé et al., 2006).

54



Présentation du projet de recherche

Les principaux enjeux de mon travail de these se résument en I'optimisation et la
production déchantillons de la protéine E6 de différents types de papillomavirus pour
permettre la résolution de la structure tridimensionnelle de ces protéines. Dans ce travalil,
des analyses fonctionnelles focalisées avec les différentes constructions de E6 se sont

également proposées.

La premiére partie consiste a compléter I'étude structurale de I'oncoprotéine E6 de
HPV16. J'ai commencé d’abord a travailler sur les conditions d’expression et de purification
afin d’adopter des protocoles optimisés pour la production de E6. Ensuite, j'ai cloné et purifié
des constructions de domaines de E6 fusionnées avec MBP, aussi bien que la protéine
entiere. Ces constructions étaient congues sur la base de mutagenéses dirigées contre des
résidus responsables de I'agrégation, la dimérisation du domaine N-terminal ou bien des
résidus impliqués dans la liaison E6/E6AP. Les démarches de purification m’ont permis de
juger la qualité des échantillons du point de vue biochimique, mais les analyses
biophysiques telles que la RMN qui a été réalisée par la spéctroscopiste de I'équipe, Katia
Zanier, nous ont permis de vérifier le repliement des polypeptides produits. Par RMN, nous
avons également effectué des expériences de titration afin de cartographier les résidus de la
protéine qui sont impligués dans la dimérisation ou la liaison E6/E6AP. D’'autre part,
Charlotte Boulade-Ladame, doctorante dans I'équipe, a fait les tests in vitro et in vivo

(dégradation de p53, interaction E6 avec E6AP) pour certains mutants que j'ai produits.

Dans la deuxiéme partie, notre étude s’est consacrée a la protéine E6 de
papillomavirus bovin (BPV-1 6). Jai utilisé les mémes protocoles d’expression et de
purification, ainsi que les méthodes biophysiques que nous avons décrites dans la premiére
partie. A cela s’ajoute I'étude de laffinité entre BPV-1 E6 et son principal ligand (la paxilline)
gue j'ai étudié par Biacore. Le résultat de Biacore m’a permis de constater une forte affinité
entre les deux partenaires, et de développer par la suite différentes approches de co-

expression et co-purification visant a solubiliser la protéine BPV-1 E6.

La troisieme partie du travail concerne lidentification de nouvelles protéines
précoces E6, E7 et E9 issues d'un nouveau papillomavirus aviaire (FIPV). Jai cloné les
séquences ORF codantes pour ces protéines dans des vecteurs d'expression chez E. coli.
J'ai purifié aussi la protéine E6 "monodomaine” de FIPV ainsi que la partie repliée et

structurée de la protéine E7. Ensuite, j'ai cloné les trois protéines dans des vecteurs
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eucaryotes en fusion avec des tags permettant leur localisation cellulaire. En collaboration
avec Francois Deryckere, les trois protéines E6, E7 et E9 ont été exprimées dans différentes

souches cellulaires, ce qui a permis de vérifier leur localisation cellulaire.
Enfin, une derniére partie est consacrée a I'étude de I'oligomérisation et I'agrégation
des protéines E6 de différents types de HPV ainsi que la protéine E6 de BPV-1. Ma

participation dans cette partie se limite & la production des échantillons.

Ces quatre parties sont présentées successivement sous la forme de chapitres

indépendants dans la section résultats.
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Premiere partie : Production et caractérisation de la protéine E6 de HPV 16

La purification du domaine E6-N hautement soluble

Notre équipe avait précédemment tenté de produire une forme du domaine HPV16
E6N comportant deux cystéines mutées en sérine (E6-N 2C/2S), qui s'était avérée
insuffisamment soluble. Au cours de ma thése, nous avons pu montrer que le domaine E6-N
"sauvage" présentait une meilleure solubilité.

Le domaine E6-N (E6-N "sauvage") est exprimé en fusion avec l'extrémité C-
terminale de la protéine MBP (comme protéine porteuse). Les conditions de I'expression et
la purification ont fait I'objet de multiples améliorations et d’optimisations (voir la section:
matériels et méthodes). Nous avons purifié la fusion MBP-E6-N sous forme majoritairement
monodisperse. Apres une longue étape d'ultracentrifugation (15 heures a 38000 rpm), nous
avons remarqué que la précipitation de la protéine est négligeable par rapport & ce que nous
observions d’habitude pour nos échantillons de E6 6C/6S et E6-N 2C/2S. Le surnageant
d'ultracentrifugation est soumis a la digestion par la protéase TEV pour séparer MBP de EG6-
N. Ensuite I'échantillon est injecté sur une colonne de gel-filtration; les deux composantes
(MBP et E6) sont séparées selon leurs tailles. Enfin, les fractions correspondantes au
domaine E6-N sont collectées. Le domaine E6-N "sauvage" purifié est trés soluble, et nous
avons vu qu’il supporte des concentrations de l'ordre de 300 puM, relativement élevées
pendant quelques semaines (& 8 C) sans détecter au cun signe de précipitation. Les étapes
de cette purification sont analysées sur un gel de Tris-Tricine-SDS utilisé pour séparer les
protéines de petite taille (Figure: 22 — A).

Aprés avoir surmonté la difficulté de produire des échantillons solubles de E6-N,
nous avons ensuite exprimé la fusion MBP-E6-N dans un milieu minimum (M9) permettant le
marquage isotopique des protéines recombinantes, destinées a des études de RMN. Par
conséquent, nous avons réussi a obtenir d’excellents échantillons marqués (*°N et *°C)

suffisamment concentrés (300 uM) pour I'étude RMN (Figure: 22 — B).

58



RESULTATS

ppm
A — 105 ¢
2 3 4 5 110
-E6-N  °N e
MBP 115 . '..*5” #
. ¢ O o
* o
a"s g .
el % & *
120 0 : @, ©
[ ] e [~
—— e <4 E6-N Y "ﬁ
voo% 4 P
125 ¢ AR Y
o " e
®
o
130 ° . .
'
g 1354 . . : |
10 9 8 1H 7 & ppm
[ppm] | -
105 -
110 |
15 ]
N @ C[M]"" ||
115 S84 f“ 08 d
‘ 07
120 06 1
] 0.5
1 04 ]
125
] 031
] 02 ]
130 -
. 011
: 0 LA L L L L L LI L T T
135 1000 2000 3000 4000

Masse molaire [Da]

Figure 22. Purification et caractérisation du domain e E6-N: (A) gel Trice-Tricine montrant les principales
étapes de purification. 1: MBP-E6 exprimée chez E. coli (BL21) est passée sur une colonne d’amylose. 2:
I'élution de MBP-E6. 3: le surnageant de I'élution apres ultracentrifigation. 4: coupure avec la TEV. 5: le
domaine E6-N purifié et isolé aprés une gel-filtration. (B) le spectre RMN-HSQC (*°N, *H) d’un échantillon de
E6-N (300 puM), le nombre de pics correspond au nombre exacte des résidus du domaine (a I'exception de 3
prolines présents dans la séquence). (C) des variations de fréquences (15N, lH) liges a la différence de
concentration, la superposition de deux spectres HSQC du domaine E6-N (en rouge E6-N 25 uM et en bleu
E6-N 300 pM). (D) le profil de sédimentation d'un échantillon de E6-N analysé par ultracentrifigation
analytique, le domaine forme un dimére transitoire. m: monomere, d: dimére.
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Toutes les expériences RMN permettant I'attribution des fréquences 1H, 13C et 15N
ainsi que la collecte des NOEs interprotons ont pu étre effectuées et exploitées, aboutissant

a la résolution de la structure du domaine E6-N (Zanier et al., en préparation).

Identification d’'une interface de dimérisation dans le domaine E6-N

Le spectre HSQC du domaine E6-N est d'une bonne qualité, montrant que le
domaine isolé est stable et replié. Cependant, nous avons observé par RMN des variations
de fréquence (*H, °N) dépendantes de la concentration des échantillons (de 25 uM a 300
HM). Ces effets, qui concernent seulement quelques résidus regroupés sur une surface bien
délimitée, mettent en évidence l'interface probable de dimérisation du domaine (Figure: 22 —
C). La dimérisation du domaine E6-N a déja été rapporté dans la littérature (Lipari et al.,
2001).

Pour approfondir la connaissance sur ce phénomene, nous avons analysé
'échantillon de E6-N par ultracentrifugation analytique. Ces mesures révelent que le
domaine E6-N forme un dimere transitoire avec une constante de dissociation (Kd) estimée
a 34 uM (Figure: 22 — D). En plus des résultats obtenus par la RMN, nous nous sommes
intéressés a la corrélation entre le phénomene de dimérisation et la présence de certains
résidus initialement définis comme surface probable de dimérisation de E6-N. L’'état actuel
de Il'attribution des séquences de E6-N a permis de repérer ces résidus, qui se sont avéres
conservés dans les HPV génitaux a "haut risque". Les résidus concernés sont les suivants:
H24, E41, Y43, D44, F47, R48.

Nous avons effectué une série de mutations dirigées sur les résidus de cette région
dans le contexte du domaine E6-N de HPV16. Les résidus sont mutés ponctuellement pour
analyser leurs contributions individuelles a la formation du dimére. Nous avons donc produit,
sous forme de fusions a la MBP, puis purifié I'ensemble de ces mutants donnant les
constructions:

- E6-N H24R, E41R, Y43R, FA7R, FATE, R48A, F47E-Y43R, F47R-
Y43E

Certains mutants semblent perdre la solubilité et précipitent lorsqu'ils sont séparés
de la protéine solubilisante MBP. C'est par exemple le cas de E6-N E41R, ce qui suggére
gue le résidu E41, situé au début d'une hélice, est important pour le repliement du domaine.
Les autres mutants de E6-N présentent un comportement similaire a celui de E6-N
« sauvage » durant la purification. Parfois, la solubilité de E6-N est clairement augmentée,
par exemple pour le mutant E6-N F47R. Le repliement de chaque mutant (de E6-N) est
confirmé par leur spectre RMN HSQC. Nous avons ensuite vérifié par RMN une éventuelle

variation de fréquences (*H, *°N) liée & la dimérisation de I'échantillon.
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Figure 23. Des mutants monomeéres du domaine E6
spectres HSQC montrant les variations de fréquences (*°N, *H) liées a la différence de concentration
(en rouge E6-N 25 uM et en bleu E6-N 300 uM) pour chaque mutant. (A .2, B .2 et C.2) les profils de
sédimentation des mutants analysés par ultracentrifigation analytique. m: monomere, d: dimere.

-N: (A .1, B .1 et C .1) La superposition des
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Les mesures réalisées avec deux concentrations: 25 pM et 300 pM. La
superposition des spectres obtenus pour chaque concentration révéle que:

- les mutants E6-N F47R, E6-N D44R et E6-N H24R présentent les
mémes spectres indépendamment de la concentration (Figure: 23 — A.1 et B.1).

- remarquablement le mutant E6-N R48A présente une large différence
entre ses deux spectres (Figure: 23 — C.1).

De plus, les profils de sédimentation, obtenus par l'ultracentrifugation analytique,
montrent que certaines mutations favorisent un état monomérique de E6-N. Ces résultats
sont concordants avec ceux obtenus par RMN. lls montrent sans ambiguité que les mutants
E6-N FA7R, E6-N D44R et E6-N H24R sont monomeériques alors que le mutant E6-N R48A
forme un dimére renforcé par rapport au domaine sauvage (Figure: 23 — A.2, B.2, C.2).

Les résultats qui vont suivre suggérent que la dimérisation du domaine E6-N serait

I'un des facteurs induisant I'agrégation de la protéine entiére.

Production et caractérisation du domaine C-terminal de HPV E6

La structure du domaine C-terminal de HPV E6 avait été publiée en 2003 par notre
laboratoire. Cependant, cette structure était celle du domaine E6-C 4C/4S comportant quatre
mutations de cystéines non conservées en sérine. Le mutant E6-C 4C/4S était uniquement
la seule forme soluble du domaine. Bien que la substitution de quatre cystéines non
conservées dans l'extrémité C-terminal n'affecte pas la fonction de la protéine E6 compléete
(Nominé et al., 2006), nous avons cherché a limiter le nombre des mutations dans la
construction finale du domaine.

En optimisant les protocoles d’expression et de purification, nous avons réussi a
obtenir des échantillons trés solubles et trés concentrés du domaine E6-C sous sa forme
sauvage, exempte de mutations. Nous avons obtenu un spectre HSQC d’'un échantillon
monomerique de E6-C (300 uM) qui présente une dispersion homogene des pics,
comparable a celle observée pour le spectre E6-C 4C/4S (Figure: 24).

Alors que les deux domaines sauvages (E6-N et E6-C) sont séparément trés
solubles, quand ils sont combinés dans la protéine entiere, la protéine E6 sauvage est

completement agrégée et difficile a produire.

62



RESULTATS

Ppm

105+

15N
110
115

120

125

130

1354

A RMN-HSQC EB6 4C/4S E RMN-HSQC E6 4C/4S F47R
o ppm
@ e . o L4
105
15N
oant . b
¢, wbeds L e gh
vt le b o R PN
wt® g o 115-] % t‘ .
wﬁ"’ ﬁ%w ’ w‘. et %
. o 0 ¥ ° . "’. '
¢ ; T3 - 120 » e ““Q' °
N @,%rﬁ‘ . ' . L 0? o
* - > ° . " é. '...
e Voo 125 . - Q .
[ [ ® R L) w & * ™ '
2 . ! 130-| L LI
1o s 1H s 7 5 pEm 10 > 1H 8 7 s FEm

Figure 25. Les premiers spectres RMN -HSQC de la protéine E6 entiére. (A) HSQC (*°N, *H) de la
protéine E6 4C/4S (50 uM), les pics qui se répartissent sont rares. Le regroupement des pics au milieu
du spectre signifie un mauvais repliement. (B) HSQC (**N, *H) de la protéine E6 4C/4S FA7R (350 puM),
une meilleure distribution des pics représentant les aminoacides au sein du spectre. Quelques pics ont
les mémes fréquences dans les deux spectres de E6-N et E6-C 4C/4S. Vu la qualité du spectre et la
concentration relativement importante des échantillons E6 4C/4S FA7R, cette construction ouvre la voie
vers plus de mesures RMN conduisant a la résolution de la structure de E6.
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Figure 26 . La solubilité de différentes construction de E6: Les échantillons sont obtenus aprés une
mini-purification en batch de MBP-E6. Les surnageants de la lyse des culots bactériens de 20 ml, sont
incubés avec une résine amylose (300 pl), I'élution de MBP-E6 est digéré par la protéase TEV. Les
concentrations de différents échantillons sont ajustées, et les produits de digestion de la TEV sont
remis a une température de 8 T pendant 15h. Ensuite les échantillons sont centrifugés pendant 30
min (13000 rpm) pour séparer les agrégats et les parties solubles. Les fractions (surnageant (S) et
culot (C)) ainsi que la fusion MBP-E6 non digérée (fraction totale (T)) sont déposées et migrées sur un
gel SDS-PAGE 15%. La fraction (T) représente I'élution de MBP-E6 non digérée. (S) le surnageant du
produit de digestion contenant la partie soluble de E6. (C) le culot composé essentiellement des
agrégats de E6. La comparaison entre les fractions solubles de E6 de différentes constructions, est
significative d’'une amélioration de la solubilité de E6. Le mutant E6 4C/4S F47R est le plus soluble
parmi les autres constructions de E6 « sauvage », E6 6C/6S et E6 4C/4S.

63




RESULTATS

Production et caractérisation de mutants hautement solubles de HPV EB6 entiere

La solubilité de la protéine E6 entiere constituait le probléeme majeur limitant la
caractérisation biophysique de la protéine. Le mutant E6 6C/6S a été purifié dans notre
laboratoire, mais les échantillons les plus solubles commencaient a s’agréger a partir d’'un
certain seuil de concentration situé aux alentours de 10 a 20 puM. Ce seuil de concentration
est inférieur a celui nécessaire pour I'étude par RMN.

Pour remédier a ce probléeme, nous avons d’abord construit un premier mutant
combinant la forme "sauvage" du domaine N-terminal avec un domaine C-terminal 4C/4S.
Ce mutant, nommé E6 4C/4S, présente une solubilité améliorée par rapport aux autres
mutants précédents de E6. Le seuil de concentrabilité est repoussé (50 a 100 uM).
Cependant, un premier spectre HSQC a montré que la qualité d'échantillon n’était pas
optimale pour continuer avec les autres mesures nécessaires pour I'étude de la structure
(Figure: 25 — A).

Dans un deuxiéme temps, nous avons congu une série de nouvelles constructions
de E6 combinant la forme 4C/4S du domaine C-terminal avec des formes du domaine N-
terminal mutées ponctuellement dans la région de dimérisation. Plusieurs de ces mutants se
sont avérés hautement solubles. Particulierement, le mutant E6 4C/4S FA7R obtenu a été le
meilleur candidat a la résolution de structure 3D de E6 entiére. Nous en avons obtenu un
échantillon suffisamment concentré (350 uM). Par des expériences de RMN-HSQC, nous
avons veérifié que tous les mutants conservent le repliement correct de la protéine.

Le spectre HSQC du mutant E6 4C/4S FA7R est le meilleur spectre enregistré pour
une protéine E6 complete. Les pics dénombrés correspondent quasiment au nombre
d'aminoacides dans la protéine (Figure: 25 — B).

La figure 26 montre un test comparatif de solubilité pour quelques constructions qui
ont constituées les étapes clés vers une meilleure construction en termes de solubilité. Les
protéines E6 fusionnées avec MBP sont obtenues par mini-purification en batch sur une
résine amylose (voir matériels et méthodes). Les échantillons sont restés pendant 15 heures
a 8 T en présence de la TEV, ensuite centrifugés p our séparer les deux parties agrégée et
soluble. Les fractions (totale, surnageant et culot) sont déposées et migrées sur un gel SDS-
PAGE 15%. La comparaison entre les fractions solubles de E6 (surnageant) de différentes
constructions, révele clairement que le mutant E6 4C/4S F47R est le plus soluble parmi les
autres constructions antérieurs (E6 « sauvage », E6 6C/6S et E6 4C/4S) (Figure: 26).

Le nombre de cystéines mutées restant important dans cette nouvelle construction
(E6 4C/4S FA7R), nous avons cherché a le réduire au minimum. Nous avons construit les
différents mutants possibles, contenant des combinaisons allant d'une simple mutation (Cys

— Ser) a un triplet de cystéines mutées.
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Figure 24. Le spectre RMN -HSQC (*°N, *H) du domaine E6 -C de HPV16: & gauche le spectre de E6-C
« sauvage » comparé avec celui de E6-C 4C/4S (a droite). Les deux spectres sont superposables.

E6 F47R C97S C111S C140S C80/97S C80/111S C80/140S

T S C T S C T S C T S C T S C T S C T S C

83 gt i e g !
42 e D.-'.-'.-'.- <« MBP

kD 30 -—— - B v e o

20
R, Y pp—— h--—.q--....---.d—".¢E6

14

C97/111S C97/140S C80/97/140S C80/111/140S C97/111/140S E6 4C/4S F4ATR
T S C T S C T S C T S C T S cC C S T
— 3 A s s e rr e
T -enay P."Q"’ —- MBP
— —— - —

Figure 27 . Tests de solubilité de différe nts mutants incluant un nombre minimum de cystéines
mutées comparés avec la construction de E6 4C/4S: Les échantillons sont obtenus aprés une mini-
purification en batch de MBP-E6. Révélation sur un gel SDS-PAGE 15%. L'expression de MBP-E6 (20 ml) a
été faite dans les bactéries BL21, aprées induction, les cultures sont incubées a 20 C pendant 13 heure s. Les
constructions sont mini-purifiées dans un petit volume d’'une résine amylose. La fusion MBP-E6 ainsi éluée,
est soumise a un clivage par la protéase TEV. Aprés la mise a niveau de la concentration de chaque
échantillon, les produits de digestion de la TEV sont remis a une température de 8 C pendant 15h. Ensuite
les échantillons sont centrifugés pendant 30 min (13000 rpm) pour séparer les parties agrégées et solubles.
Les fractions (totale (T), surnageant (S) et culot (C)) sont déposées et migrées sur le gel. La fraction (T)
représente le produit de digestion qui contient en plus de la MBP, la fraction totale de E6 (agrégée et
soluble). (S) le surnageant contenant la partie soluble de E6. (C) le culot composé essentiellement des
agrégats de E6. La comparaison entre les fractions solubles de E6 de différentes constructions, indique que
la mutation des quatre cystéines (4C/4S) procure I'effet le plus important en terme de solubilité de E6.
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Figure 28. Les résidus potentiellement impliqués dans d'interaction entre E6 et le motif
LXXLL: (A) les résidus identifiés par titration RMN-HSQC sont représentés sur le modéle de E6. (B)
tests de solubilité des différents mutants issus d'une série de mutagénese dirigée sur ces résidus.
Les mini-purifications et procédures utilisés dans les tests sont déja décrits (figure 26). Les
mutations ponctuelles sont introduites dans le contexte du mutant E6 4C/4S connu pour sa
solubilité. Les deux premiers échantillons (E64C/AS et E6 4C/4S FA47R) sont utilisés comme
témoins, pour comparer les solubilités des mutants.
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Les positions des résidus cystéines mutées sont les suivantes: Cys 80, Cys 97, Cys 111 et
Cys 140. La méthode de crible que nous avons utilisé est un test de solubilité sur des mini-
purifications. Le méme test décrit dans le paragraphe précédent, montre que les différents
mutants quelque soit le nombre ou les positions de cystéines mutées apparaissent moins
soluble que E6 4C/4S F47R. A la lumiere de ce résultat nous considérons qu'il est

nécessaire de garder les quatre mutations de cystéines (Figure: 27).

Interaction de HPV16 E6 avec l'ubiquitine ligase E6  -AP

Des mesures RMN-HSQC de titration du mutant E6 4C/4S avec un peptide
(ESSENTLQELLGEER) provenant de E6-AP (qui contient le motif consensus LXXLL)
montrent que certains résidus voient leur environnement chimique changer en présence du
peptide. Sur la base des variations des fréquences (*H, *°N) observées, une série de résidus
de E6 possiblement impliqgués dans l'interaction est identifiée (Figure: 28 — A). Nous avons
ensuite procédé par mutagénese dirigée au changement ponctuel de chacun de ces résidus.
Dans premier temps une vérification de la solubilité des mutants était primordiale avant
d’entamer une étude fonctionnelle. Les tests de solubilité sur des protéines E6 mini-purifiées
(E6 4C/4S K11E, E6 4C/4S E29A, E6 4C/4S L38E, E6 4C/4S L50E, E6 4C/4S V53E, E6
4C/4S D64A, E6 4C/4S D68A, E6 4C/4S H128E et E6 R131E) révelent que les différents
mutants gardent plus ou moins la solubilité du mutant de départ E6 4C/4S (Figure: 28 — B).

HPV16 E6, liaison E6-AP et dégradation de p53

A lissue de ces études structurales, nous avons élargi notre étude afin d’étudier les
particularités fonctionnelles des différentes constructions que nous avons congues dans le
contexte de E6 complete. Ce volet fonctionnel a été réalisé en collaboration avec une
doctorante de notre équipe, Charlotte Boulade-Ladame. Le but était de tester la capacité de
'ensemble des mutants a interagir avec le motif LXXLL, avec E6AP entiere ainsi que
limplication de chaque mutant dans le phénoméne de dégradation de p53. Nous avons
utilisé les deux types de mutants:

- ceux résultant de la substitution des résidus de la région responsable
de la dimérisation du domaine N-terminal.
- lautre série de mutants visant la région «cible » d'interaction

potentielle avec les motifs LXXLL précédemment identifiée par titration RMN-HSQC.
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Figure 29. Etude fonctionnelle de deux types de mutants de E6: GST-pull down pour
I'interaction in vitro entre E6 et E6AP. Les mutants E64C/4S L50, V53 et 1128 (encadrées rouges) ne
lient pas le peptide qui contient le motif LXXLL (B) ni la protéine EGAP entiére (B).
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Pour les premiers mutants, nous montrons par des expériences GST pull-down, que
certaines mutations dirigés sur F47, sur F47 et Y43 (FATE, FATR, FATR-YA3E et F47E-
Y43R), n'altérent pas l'affinité et 'interaction in vitro entre E6 et son ligand E6AP ; bien que
ces mutations abrogent la dégradation de p53 in vitro et in vivo (Figure: 29, 30). L'interaction
E6/E6GAP a eu lieu de la méme facon si on utilise le GST-peptide LXXLL ou bien la GST-
E6AP (Figure: 29).

Pour la deuxieme série de mutants, les mutations L50E, V53E et I128E empéchent
l'interaction E6/E6AP, et ne dégradent pas p53 in vitro, mais curieusement n’affectent pas la
capacité de E6 a dégrader p53 in vivo. Le mutant E6 4C/4S K11E a un comportement
similaire aux mutants de F47: il ne dégrade pas p53 in vitro ni in vivo, tout en restant capable
de lier EGAP (Figure: 29, 30).
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Figure 30. Eude fonctionnelle de deux types de mutants de E6: (A) tests in vitro de la

dégradation de p53 par la protéine E6 dans les lysats de réticulocytes de lapin. Les mutants
encadrés en rouge affectent la dégradation de p53. (B) dégradation de p53 in vivo par la
protéine E6 dans les cellules HPV négative (C33A). (+) dégradation de p53, (-) absence de
dégradation de p53.
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Deuxieme partie : Caractérisation biophysique de la protéine E6 de BPV

Manuscrit 1 :

Biophysical characterisation of Bovine Papillomavir us E6 oncoprotein and its interaction

with a LXXLL motif derived from paxillin.

Dans le présent article, sont présentés nos résultats sur la protéine E6 issue du
papillomavirus bovin BPV1. Cette protéine contient deux domaines a zinc et posséde des
activités oncogéniques a l'instar des protéines E6 de HPV a haut risques. Pour explorer des
conditions permettant I'étude structurale de cette protéine, nous nous sommes inspirés de
stratégies déja utilisées pour HPV E6 et nous avons également développé de nouvelles
approches. Différentes formes (sauvage, mutée ou fusionnée a un peptide ligand) de BE6 ont
été clonées en fusion avec l'extrémité N-terminale de la protéine MBP ou la GST. Depuis
I'expression jusqu’a la derniére étape de purification, des précautions particulieres se sont
également avérées nécessaires pour remédier aux différents problémes de solubilité et
d’'agrégation.

Tout au début, nous avons constaté que la protéine MBP-BE6 (forme sauvage) formait
majoritairement des agrégats solubles qui précipitaient lors de I'étape d'ultracentrifugation de
longue durée que nous appliquons systématiquement aux protéines de fusion purifiées pour
I'étude structurale. Cependant, nous parvenions a isoler une fraction minoritaire de MBP-E6
monomeérique. Toutefois, la récupération de protéine BE6 a I'état monomerique apres le clivage
par la protéase TEV, suivi d'un passage sur colonne de chromatographie d’exclusion de taille,
est conditionnée par la concentration de I'échantillon. En effet, la protéine BE6 est soluble a des
basses concentrations (5 — 10 uM), mais une fois que cet intervalle soit dépassé, I'agrégation
de la protéine est immédiate, empéchant l'obtention d'échantillons aptes a I'étude structurale.

Les deux domaines de BE6 ont été également étudiés. La frontiere entre les deux
domaines a été définie sur la base d'alignements de séquence avec les protéines HPV EG6. Le
domaine N-terminal BE6-N était trés soluble contrairement au domaine BE6-C. Ceci peut étre
dd au grand nombre de cystéines présentes dans ce domaine, qui pourraient s’oxyder durant la
purification. Alternativement, on peut imaginer que le repliement du domaine BE6C sous forme
isolée est insuffisamment stable, et ne se stabilise qu'en présence du domaine BE6N. Nous
avons obtenu des données structurales sur la partie BE6-N que nous produisons en échantillons

suffisamment concentrés pour des mesures de RMN. Le spectre HSQC du domaine BE6-N (300
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UM) démontre une bonne qualité du repliement, alors que seul, le domaine BE6-C riche en
résidus cystéines non conservées ne supporte pas les concentrations nécessaires pour les
mesures RMN. Nous avons effectué plusieurs mutations visant les cystéines non conservées du
domaine BE6-C, mais ces mutations n'ont pas aidé a amélioré la qualité des échantillons
contrairement a ce que nous avons auparavant obtenu avec le HPV E6-C.

En quéte de nouvelles stratégies alternatives, des expériences de phage display
effectuées par nos collaborateurs américains dans ce projet (équipe de Scott Vande Pol) ont
montré que la protéine BEG lie préférentiellement une protéine cellulaire appelée la paxilline. La
liaison se fait via une séquence de motif consensus LXXLL se trouvant dans séquence de la
paxilline et d'autres protéines cellulaires ciblées par E6. Nous avons par la suite montré que
I'affinité de l'interaction BE6-LXXLL est relativement forte pour une interaction protéine-peptide
(Kd = 0,1uM). Sur cette base, nous avons, en concertation avec nos collaborateurs, cherché a
mettre a profit cette interaction pour la production et la purification de la protéine.

Nous avons effectué différentes tentatives de co-expression et/ou co-purification des
deux partenaires. Tout d'abord la protéine BE6 sauvage, produite sans fusion, a été co-
exprimée avec son ligand peptidique minimal issu de la paxilline ("peptide paxilline") fusionné au
C-terminus de la GST (Gluthatione-S-Transférase). La co-existence des deux vecteurs dans une
méme cellule bactérienne augmente le niveau d'expression de BE6. Nous avons ensuite
cherché a co-purifier le complexe GST-peptide / BE6. Cette stratégie a fonctionné mais les
rendements sont restés insatisfaisants pour la production en vue d'études structurales. Une
approche voisine a été tentée, consistant a produire la fusion GST-peptide et la protéine MBP-
E6 dans des bactéries séparées, et de mélanger les deux expressions dés le début de la
purification, lors de I'étape de sonication. Nous avons effectivement réussi a co-purifier des
complexes GST-peptide / MBP-E6, mais en quantité insuffisante, probablement parce que les
protéines MBP-BE6 sont majoritairement produites sous formes d'agrégats solubles inactifs
pour la liaison au peptide.

Nous nous sommes alors opté pour une autre approche consistant a produire une
chimére covalente ou le peptide paxilline est fusionné a la protéine BE6 par l'intermédiaire d'un
"linker" de trois résidus, le tout étant produit sous forme de protéine de fusion a la MBP. Cette
approche a amené a une amélioration impressionnante sur le plan qualitatif et quantitatif. Les
agrégats solubles, majoritaires pour la forme MBP-E6, sont pratiquement inexistants pour la
forme MBP-peptide-BE6. De plus, la protéine chimérique peptide-BES6, une fois séparée de MBP
par protéolyse spécifique, peut étre isolée sous la forme d'un monomére hautement soluble.

Nous en avons obtenu des échantillons marqués °N suffisamment concentrés pour les mesures
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RMN. Néanmoins, a haute concentration (600 pM), les spectres HSQC ont montré des
phénoménes d’élargissement de raies qui pourraient étre imputables a un début d'agrégation, et
des spectres effectués a des concentrations plus basses révélent des phénoménes d'échange
qui pourraient étre induits par la fusion covalente de la protéine avec son peptide ligand.

Enfin, I'analyse comparée des deux approches (co-purification et fusion covalente)
nous a permis d'imaginer une troisieme voie cumulant les avantages de I'une et 'autre. Dans
cette nouvelle approche, la protéine BEG6 est fusionnée avec le peptide LXXLL lui-méme placé
au C-terminus de la protéine de fusion (MBP ou GST). La séquence sensible a la protéase TEV,
qui se trouvait entre la MBP (ou GST) et le peptide dans la construction précédente est
désormais placée dans la région séparant le peptide et BE6. L'expression et le repliement
restent ainsi optimaux lors de la production bactérienne grace a la présence stabilisatrice du
peptide. Lors de la purification sur une colonne d'affinité BE6 est séparée du peptide qui reste
cependant lié de fagon non covalente a la protéine MBP-peptide (ou GST-peptide selon la
nature de la protéine de fusion). Lors de cette étape cruciale, nous ajoutons un excés de la
forme synthétique du peptide LXXLL, qui vient s'échanger avec le peptide de fusion tout en
préservant la stabilité et la solubilité de la protéine BE6. Nulle perte n'est remarquée aprés une
longue étape d'ultracentrifugation; la solubilité et la concentrabilité du complexe non covalent
purifié restent identiques sinon meilleurs que ce qui était observé pour le complexe covalent. A
l'issu de cette étude, nous disposons désormais d'un protocole et de données biophysiques
préliminaires permettant d'aborder I'étude structurale de la protéine BE6 complexée avec son
principal ligand. De plus les approches innovantes que nous avons utilisées pourraient étre

adaptables pour étudier la biochimie et la biophysique d'autres protéines difficiles.
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Running title: Biophysical Characterisation of BPV E6 protein

SUMMARY

E6 is a small oncoprotein involved in tumorigenasduced by papillomaviruses (PVs). E6
binds and often targets to proteasomal degradatiomerous target cell proteins acting in key cetlula
pathways such as apoptosis, cell cycle controhstmaptional control and cellular adhesion. E6 ofte
recognises its targets by binding to short motifsspnting the consensus LXXLL. E6 proteins from
Human Papillomaviruses (HPVs) have long resistadiral analysis. Here, we explored the suitabilit
of the E6 oncoprotein of Bovine Papillomavirus (BEfhd its isolated N-terminal (BE6N) and C-
terminal (BE6C) zinc-binding domains for biophydi@nd structural analysis. Whereas the BE6N
domain was highly soluble, the BE6C domain as vesll full-length BE6 protein, were prone to
aggregation. Phage display experiments and BlAaoedysis demonstrated that full-length BE6 bound
to the LXXLL motif of paxillin and homologous pegdés with high affinity, suggesting that the motif
might stabilize the protein. Indeed, the preserfdbe LXXLL motif, either fused to the N-terminu$ o
BE6 or non-covalently bound to it, permitted theesition of highly soluble constructs of BE6 suitabl
for NMR analysis. Samples of BE6N, BE6 non-covdiehbund to LXXLL motif, and BE6 covalently
fused to the LXXLL motif, were (15N, 13C)-labelladd multidimensional NMR spectra were recorded.
These data open the way to the first novel strattand functional analysis studies of full-lengté E
oncoprotein, in complex with its preferential targeotif.
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INTRODUCTION

Papillomaviruses (PV) are small DNA viruses thdedh epithelial tissues within mammals and
birds. Almost 200 PV types have been identified Vilker et al.,2004). PVs display distinct tropisms
for different body sites (skin, mouth and genifpia well as distinct levels of pathogenicity. ktfens
by “high-risk” PVs can progress into cancer. In lmmncervical cancers are caused by infection di-hig
risk genital Human Papillomaviruses (HPVS) (zur ey 1999). HPV 16 is the most common high-risk
genital type, followed by HPV 18, 45, 31, 33, 521&8 (Bosch, 2003). The high-risk cutaneous HPV
types 5 and 8 have been instead associated tactlierence of squamous cutaneous carcinoma (SCC)
linked to the genetic diseasepidermodysplasia verruciformidEV) (Pfister, 2003). Among
papillomaviruses infecting other animals, the higi- bovine papillomavirus (BPV) has also been
extensively studied because of its strong transfugrproperties.

PV tumorogenesis is mainly supported by the a@iof two oncoproteins, E6 and E7. E6
proteins from high-risk genital HPVs form a trimeedomplex with the tumor suppressor p53 and the
ubiquitin ligase E6-associated protein (E6AP) ($ciee et al., 1993), which leads to ubiquitin—
mediated degradation of p53. High-risk genital HE¥ also target many other cellular proteins to
degradation (reviewed in (Chakrabarti & Krishan®03), including the MAGI family of PDzZ-
containing proteins (Glaunsinget al., 2000; Thomast al., 2002) which recognise BEda their short
motif at the extreme C-terminus of E6 () multiplBZ2 domains. In contrast, little is known about the
targets of the High-risk cutaneous HPV EG6 proteivtsch might carry out their functionga alternative
mechanisms. For instance, E6 from HPV 5 and 8 ddamget p53 to degradation, but they promote the
degradation of the Bak pro-apoptotic protein, whihormally induced after UV irradiation of theirsk
we.

HPV16 EG6 binds several of its targets proteinduliog E6AP (Huibregtset al.,1993), E6BP
(Chenet al.,1998), IRF-3 (Roncet al.,1998), and possibly p300/CBP (Pa€hl.,1999; Zimmermann
et al., 1999) via “charged leucine” motifs, also called “LXXLL" md&. These motifs contain the
consensus LxxLsh sequence, where L indicates omtbdeucine residues, is an hydrophobic residue
(usually a leucine), h is an amino acid residuéhwitside chain capable of accepting hydrogen bonds
(Asp, Glu, Asn, or GIn), s represents a small anaicid residue (Gly or Ala) and xx is a dipeptidesnen
one of the residues is Asp, Asn, Glu or GIn (Ckeéml., 1998; Vande Pokt al., 1998; Elstoret al.,
1998). The bovine papillomavirus E6 (BPV E6) alsteiacts with the LXXLL motif of EGAP, as well
as LXXLL motifs found on the focal adhesion protgiaxillin and possibly the AP1 adapter complex
(Dascet al., 2000; Tonget al., 1997, Vande Poét al., 1998). This interaction is required for cellular
transformation by BPV E6 (BoMt al., 2000; Vande Poét al., 1998). Finally, recent data also suggest
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that the low risk genital HPV-11 also interactshwihe LXXLL motif of E6AP (Brimeret al., 2007)
suggesting that binding to LXXLL motives may becsrmenon feature of most, if not all, E6 proteins.

Most mammalian PV E6 proteins are cysteine-richlsprateins of about 150 amino acids,
which consist of two zinc-binding domains, E6-N &6-C (Lipariet al., 2001) Nominéet al., 2003).
We recently solved the a solution structure of dahmutant of HPV16 E6-C domain with four cystein
residues changed to serines to limitate oxidatggregation, and proposed a model for the strucifire
the full-length protein (Nominé et al., 2006). Wtae high-resolution tridimensional structure of the
entire E6 protein has not been solved yet, duéfficudties in its recombinant production. Attempts
produce the native full-length protein B coli have mainly focussed on E6 from HPV 16 {{6
(Danielset al., 1997; Lipariet al., 2001; Nominéet al., 2001; Degenkolbet al., 2003). Recently, we
also explored the behaviour of several E6 protefrither HPV types, including major high-risk gexit
HPV 18, 33, 45, 52, 58, low-risk genital HPV 11 dmngh-risk cutaneous HPV 5 (Zanier al., 2007).
None of the HPV EG6 proteins investigated raisedmesmamenable to structural analysis.

In the present work, we explored the suitabilitytbé BPV E6 protein for biophysical and
structural analysis, as an alternative to E6 pnetéiom Human papillomaviruses. On the one hand, we
show by phage-display and BlAcore that the BPV Eftgin binds LXXLL motifs with high affinity
and selectivity. On the other hand, we have obthistable (15N, 13C)-labelled samples of both an
isolated BPV-E6N domain and full-length construtB&V-E6. Bearing a LXXLL motif from paxillin
fused at its N-terminus, and the first 2D- and 3BHRI spectra have been recorded. Remarkably, the
presence of the fused LXXLL motif, covalently omocovalently bound to the protein, was required for
the obtention of a stable construct of full-lenBiRV E6 suitable for NMR analysis. Moreover, we have
also produced double-labelled samples of a constoesponding to the N-terminal zinc-binding
domain of BPV E6. This domain also gave raise toRN&pectra of excellent quality. These data open
the way to the first structural analysis of fulitgh E6 oncoprotein, in complex with its preferahti

target motif within cellular proteins.
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MATERIAL AND METHODS

Expression constructs

The DNAs encoding full-length BPV1 E6 (BE6) (13&irckues), and its isolated domains BE6-N and
BEG6-C (66 and 71 residues respectively) were aragliby PCR and cloned into the pETM41 vector
(generous gift from Gunter Stier, EMBL-Heidelbeadfpwing production of the protein of interest fdse
to the C-terminus of 6His-tagged maltose bindingtgin (MBP)via a linker sensitive to TEV protease.
These three plasmids allow the production of 6HBRVTevSite-BE6N, 6His-MBP-TevSite-BE6C, and
6His-MBP-TevSite-BE6 constructs, respectively. Amtconstruct consisting in the 12 amino acids E6-
binding LXXLL motif of paxillin fused to the N-termus of full-length BE6 via a short linker of 3
glycine residues was also cloned into the pETM4étore allowing the expression of a 6His-MBP-
TevSite-LXXLL-BE6 construct. Finally, a last constt was designed, in which we fused directly the
LXXLL motif to the C-terminus of 6his-MBP without &EV-sensitive linker, and introduced the TEV
sensitive linker at the junction between the LXXIohotif and the full-length BE6 sequence. This
plasmid allowed the expression of a 6His-MBP-LXXIkevSite-BE6 construct.

The full-length sequence of BE6 was also cloned ithte expression vector pACYC-11b carrying
chloramphenicol resistance and a p15A origin oficafion which permits co-expression with a second
protein expressed in a classical PET vector (Roetiat., 2006). Co-expression of protein complexes in
prokaryotic and eukaryotic hosts: experimental pdores, database tracking and case studies. Acta
Cryst. D62, 1232-1242).

DNA oligomers coding for the negative control pdptiGSNSGNGNS), the paxillin-derived peptide
(DDLDALLADKE) and the E6AP peptide (ESSELTLQELLGERRvere cloned into the Ncol/Kpnl
sites of the pETM-30 expression vector containiniy-terminal His6-GST tag and a TEV protease
cleavage site. pETM-vectors (Nomirgt al., 2003) were kindly provided by G. Stier, EMBL,
Heidelberg. All clones were verified by DNA sequieigc

Expression and purification procedures

The vectors were transformed into either BL21(DBBY BL21(DE3) pLys<E. coli competent cells
according to standard procedures. For a precuttéirO ml LB medium containing kanamycin (15
ug/mL), kanamycin and chloramphenicol (3g/mL) for the strains carrying a chloramphenicol-
resistant plasmid (pLysS). Expression culturesQff Bl were grown at 37 °C until an @pof 0.6 was
reached, induced with a final concentration of @8 IPTG and further grown overnight at 15 °C in
either LB medium or labelled M9 medium cultures. peession cultures were harvested by
centrifugation at 4000 rpm and 4 °C for 20 min.

For purification, the pellet was resuspended imb®uffer containing 2..g/ml DNase | and 2.5g/ml
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RNase I. Anti-protease cocktail (EDTA-free; Rochpphed Science) was added at the concentration
recommended by manufacturer. Initial buffer wasféruf (Tris 50 mM pH 6.8, NaCl 400 mM, and
DTT 2 mM). All purifications buffers were extenslyadegassed then bubbled with Argon. Cells were
broken by sonication on ice and then centrifuge®@8&6000 rpm for 1h at 4 °C. The supernatant was
filtered (Millipore 0.22um) and loaded on the affinity amylase resin colufdew England Biolabs)
equilibrated with the same buffer. The column washed with three volumes of buffer A. The protein
fusion was then eluted from resin by using 2 volwhbuffer A containing 20 mM maltose. The eluate
was ultracentrifuged overnight at 160,000g and 4irf@ SW41 rotor (Beckman). Subsequently, the
MBP moiety was removed by adding pl0of TEV protease and performing an over night dtge at 8

°C. The digested product was concentrated to 2smiguivaspin 15 filter devices with a MWCO of 5
kDa (Vivascience) and loaded on a HiLoad 16/60 8ige 75 pg (3x1dx 7x10 Da) gel filtration
column (Amersham Biosciences) previously equilibdatvith 240 ml buffer of (Sodium Phosphate
20 mM pH 6.8, NaCl 200 mM, and DTT 2 mM). Finaltiie fractions corresponding to the recombinant
protein were collected, and the concentration vgtisnated by absorption spectroscopy at 280 nm.

Synthetic peptides
The exact sequence of the synthetic peptides uwmethé co-expression and co-purification is:
EFTMDDLDALLADKE

Phage display experiments.

We performed phage display selection experimentts an M13 phage display library displaying
a random 12 residue peptide fused to the gen@#t protein (Smith, 1991). BPV EG6 protein as wsll a
a panel of other E6 proteins from HPV 1, 5 ,11,ah@ rabbit CRPV-1 were expressed in mammalian
cells by vaccinia virus expression as a fusionitittee GST or a chitin binding domain (CBD) followed
by a TEV protease cleavage site and finally E6. TBD-TEV-E6 and GST-E6 fusion proteins were
expressed in CV1 cells, purified on chitin beads] & g was then incubated with'ipfu of the phage
library (2X10 complexity). Unbound phage were removed by extensiashing, bound phage released
by TEV protease cleavage, followed by amplificationE. coli. For each E6 protein, CBD fusion
selection was followed by GST fusion selectiontefAb rounds of selection and amplification of bdun
phage, a final round was performed using an inp@xd0" input phage selected and amplified. The

amounts bound and released phages were titereglagenplification cycle.
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Bl Acore experiments,

Surface Plasmon Resonance (SPR) experiments weigrped on a BlAcore 2000 machine and by
using an assay based on antibody-mediated captuez@mbinant peptides fused to the C-terminus of
GST, as described in our previous studies (Zastieal., 2005). The recombinant GST-fused peptides
were LXXL peptides derived from paxillin or EGAPRs well as a control irrelevant peptide (GST-none).
We used as an analyte monomeric MBP-E6 fusionsatestl by gel-filtration. We previously
demonstrated (Zaniet al.,2005) that the MBP tag does not significantly rmalttimding properties of E6
proteins to their target peptide while permittihg fpreservation of the E6 as a soluble monomeaand
increase of the Surface Plasmon Resonance (SPRifismegnal. The HBS buffer usually used for
standard BIAcore experiments contains the zinc atbelEDTA, which is incompatible with sinc-
binding proteins such as E6, and it does not comtducing agents, which are particularly requiced
stability of E6 proteins. Therefore, the HBF buffeas replaced by a running buffer without EDTA,
including supplementary reducing agent dithiotlmiefDTT, 2 mM), and the concentration of salt was
adjusted to 200 mM (50 mM Tris (pH 6.8), 200mM NaZimM DTT, 0.005% P20). The recombinant
gel filtrated MBP-BEG6 was diluted in this buffersjubefore the start of the measurements to avoigtlo
time storage at this relatively low salt concembrat The use of this optimised running buffer
considerably improved data quality. Injecting thé8RABE6 analyte within one to five hours after
dilution in running buffer yielded reproducible vits, verifying that the solubility and monodispigyc

of analyte did not vary during the time requiregbwform a set of measurements.

RESULTS

Sequence alignments suggest that BE6 possesses two zinc-binding domains comparable to
those of HPV EB6.

A sequence alignment of BPV E6 versus E6 protaios fa representative set of HPV species
(Figure 1) reveals that BPV E6 probably containse &inc-binding domains adopting a similar fold.
Zinc-binding cystein residues as well as most of keiried hydrophobic positions appear to be
conserved in the Bovine E6 protein. The bordersE6N and E6C structural domains seem also

conserved across human and bovine papillomaviresian

Recombinant BE6N domain is highly soluble and amenable to structural analysisin contrast

to full-length BE6 and the BE6GC, which are proneto aggregation.
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Preliminary experiments using partially purified\BE6 (Vande Pol, unpublished data) suggested
that this protein might be more soluble than HPV Hte wild-type sequence of BPV1a E6 was fused to
the C-terminus of Maltose Binding Protein (MBP) w@dinker sensitive to TEV protease. The resulting
MBP-fusion (called MBP-tevs-BE6) was precipitateatidg the steps of purification.

According to our results from previous work on HR¥-E6, the isolation of two production of
isolated zinc-binding domains of the BPV E6 mighkt lielp to better understanding may be a useful
approach for the biophysical characterisationshefE6 proteins. Therefore, residues 1- 6G0M---
RRLWge) were fused to the C-terminus of MBP via a lingensitive to TEV protease (Figure 2 A). The
purified BE6-N sample (called MBP-tevs-BEG) was pbetely soluble and could be concentrated up to
600 uM without undergoing any detectable aggregatio

By contrast, when the C-terminal domain called BE@esidues 67 — 137) (QVP---SKYP37)
was cloned and expressed according the same amdlitised in a similar manner as for BE6-N, it
cannot raise samples amenable be obtained with recentration enough for to biophysical
characterisation. Once separated from the MBPtl@gdomain aggregates during the purificationssstep
and finally the separated sample form diluted ant®wi monomeric domain (5 - 10 uM) could be
isolated by gel-filtration column (5 - 10 M) is able to concentrate (Figure 2 B) but they couldb®o
concentrated further, due to precipitation andntie on the concentration membrane.

To try to circumvent this problem, we have produd#ferent mutants of the domain BE6-C.
Sequence explorations of the BE6 showed that thaeesee contains a several non-conserved cisterns
residues at the moiety C-terminus of the proteinstly, we have generated a longer construct that
include and three additional residues of BE6-Na Myterminus (63 — 137) of BE6-C, therefore
spanning residues 63 — 137, but that not give tbetsults for the domain. Also we have also neatat
two non-conserved cystein residues at the posil@#kS and C128S ("2C/2S" mutants) in the context
of both the BE6-C long (63 — 137) and the BE6-C {6637) short and longer version of BE6C. The
three resulting constructs (BE6-C (63—-137), BE6E@I2E (63-137), and BE6-C 2C/2S (66—137)) the
same phenomena of aggregation have observed amdpr@ne to aggregation and precipitated upon

concentration in a manner comparable to the BE66=X37) construct initially examined.

Initial NMR analysis of (*°N)-labeled samples of the N-terminal zinc-binding domain of BPV
E6.

The purified samples dfN-labelled BE6-N behaved as a monomer could belyeashcentrated
up to 500 uM to the requirements of allowing NMRigmsis. PreliminaryH,"N-HSQC spectra indicate
a folded domain in which all amides peaks can hentam (Figure 3). The high quality of these initial
NMR spectra together with the small size of the BEBomain make it a very promising target for fast
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solution structure determination using standardhods. Obviously, we could not obtained spectra for
the samples of BE6 and the domain BE6-C, becausecthcentrations required of NMR are not
reached. Analytical ultracentrifugation measurememerformed on a fraction of the NMR sample

indicated that BE6N was monomeric in these conditi@ata not shown).

Recombinant full-length BE6 displays high affinity for the LXXLL motif of paxillin and
homol ogous peptides.

O Phage display experiments

In an alternative search, the Charlottesville téavastigated the peptide-binding properties of mgbaf
recombinant E6 proteins from various papillomawsisWe hypothesized that the E6 protein type that
upon overexpression best bound its optimal pes#piencén vitro would represent the type that best
folded in vitro. Since we do not know the optirhiXIXLL peptide binding sequence for E6 from most
papillomavirus types. To investigate peptidic birsdef BPV E6, we performed a phage display
selection experiment with an M13 phage displayaliprdisplaying a random 12 residue peptide fused to
the gene lll coat protein (Smith, 1991). Each BE®/protein as well as a control panel of E6 praein
from other papillomaviruses was expressed and pemtiin mammalian CV1 cells by vaccinia virus
expression as a fusion to either GST or a chitmdlibig domain (CBD) followed by a linker sensitive t
TEV protease cleavage site and finally E6. ThefiedrCBD-TEVtevs-E6 or corresponandding GST
fusion protein-tevs-E6 fusion proteins are, stilhehed to their cognate affinity resins, expresaegivl
cells, purified on chitin beads, and 1 g was thesubated with 18 pfu of the phage library (2X20
complexity). Unbound phage was removed by extenswashing, bound phage released by TEV
protease cleavage, followed by amplificatiorEincoli. For each E6 protein, CBD fusion selection was
followed by GST fusion selection and were alterdati® avoid the amplification of CBD-binding or
GST-binding sequences. After 5 6 rounds of salaciind amplification of bound phage, a final round
was performed using an input of 3Xitput phage selected and amplified by each E6. typete that
each E6 type was used to select its own optimaigepequence. The bound and released phage were
titered with the results shown in (Table 1). Ofthé E6 types (HPV types 1, 5, 11, 16, BE6 antboet
tailed rabbit papillomavirus (CRPV EG6)) only 16EBLE6 and BE6 selected a significant amount of
phage-peptides that bound greater than 10 fold thae beads alone without E6. Since each EG6 type
had the opportunity to select its optimal peptidguence, it seems likely that the control E6 pnatei
when overexpressed as fusions and purified infdskion are were not folded in a conformation that
can bind to a phage-displayed peptide. In strikiogtrast, BE6 was able to bind almost the entipeit

of the fifth round selected phage, and bound alrh060 times more of its selected input phage timgn a
other E6 protein (Table 1). We picked 6 individpiques from the BE6 bound phage and sequenced
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them to determine if a consensus sequence wasnpregéh the results shown in (Figure 4). Each
plague contained a unique consensus sequence dpelge resemblance to the LXXLL sequences of
EBAP and paxillin. This demonstrates that overesped fusions of BE6 fold properly in order to bind
in vitro peptides similar to peptides found on associatetems isolatedn vivo. In contrast, peptide
sequences bound by 11E6 and 16&6vitro from their respective phage display experimentsewe
divergent from the LXXLL sequence of E6AP (data sbbwn). This indicates that while HPV E6
proteins prepared in this fashion did not selegtides wellin vitro (confirming the solubility problems
of HPV EB6 proteins independently observed by thhasBourg group), BE6 fusions folded appropriately
and may be suited for initial structural E6 studiest examine the interaction of E6 with LXXLL.

O Preliminary Analysis of the Interactions of BE6 with the paxillin using surface plasmon
resonance

The Surface Plasmon Resonance experiments arampedas described in our previous studies
(Zanieret al., 2005). We use an analyte BE6 in fusion with MBR¢our the benefice role of MBP in
high- yielded protein solubility in order to prevethe misfolidig of BE6. Especially the HBS buffer
usually used for standard BlAcore experiments dostthe zinc chelator EDTA and does not contain
any reducing agent was replaced by a running buffdrout EDTA, including supplementary reducing
agent dithiothreitol (DTT, 2 mM), and the concetima of salt was adjusted to 200 mM. The
recombinanate gel filtrated MBP-BE6 was dilutedhis buffer just before the start of the measurdmen
to avoid long-time storage at this relatively loaltsconcentration. The use of this optimised rugnin
buffer considerably improved data quality. We injte MBP-BE6 analyte within one to five hours
after dilution in running buffer yielded reprodulgbresults, verifying that the solubility and
monodispercity of analyte are unvarying duringtihee required to perform a set of measurements.

The immobilisation of antibody at the chip surfagas performed in the same modified buffer,
and the initial signal detected is about 1000 rasoe units (RU). After immobilisation of the solute
corresponding to diluted purified GST-LXXLL (E6-liimg LXXLL motif of paxillin fused to the N-
terminus of glutathione S-transferase (GST)) or &®T-none (as control) the real response signal
reached to 100 RU.

Finally, the injection of a panel of low concenimas of the MBP-BE6 has permitted to collect the
corresponding signals according the high or lovindff between the solute (GST- peptide) and the
analyte (MBP-BEG6). These measurements are repiogucbserved to avoid a possibly artefacts of
Biacore instruments and aggregation problem ofiipdrMBP-BESG.

We previously analysed by Surface Plasmon ResonéBléecore instrumentation) the kinetic and
equilibrium constants of binding of a soluble matahHPV16 E6 to a peptide containing the consensus

82



RESULTATS

sequence LXXLL and derived from the E6AP ubiquiigese (Zanieret al., 2005). These data were
obtained using an experimental setup based on tdnamt peptides fused to the C-terminus of the
Gluthatione-S-transferase (GST). Here we decidedstothe same experimental setup to analyse the
interaction of BPV E6 with a minimal E6-binding semqce derived from paxilline (REF), which also
contains the LXXLL consensus motif. The GST-fuseakilin peptide (the ligand) was immuno-
captured via anti-GST antibody on the sensor serfand put in contact with variable concentratiohs
purified monomeric MBP-tevs-BE6 fusion (the analytd dose-dependent specific response was
observed (Figure 5). Although the preliminary segeams shown here do not allow accurate analysis of
the kinetics of interaction, the analysis of theseladependent response indicated an approximate
dissociation constant (Kd) of 0.1 M. Noteworthy eghb, the dissociation phase was remarkably slow.
The half-life of the complexes, estimated from tissociation profiles, approximated 600 s. In
comparison, the half-life of the complex formedvietn HPV16 6C6S mutant and its cognate E6AP-
derived LXXLL peptide was approximately 6 s (Zangral., 2005), for a dissociation constant of 2.6
M. Remarkably, SPR analysis of MBP-BE6 analyte wer6 ST-EGAP peptide as well as MBP-16E6
6C6S analyte versus GST-paxillin peptide showedose-dependent signal (data not shown), indicating
that the interactions of BE6 and 16E6 with thedpective LXXLL peptides are highly selective.

We have remarked the high affinity between the MBES and the GST-LXXLL (Figure 5), this affinity

is predicted by the slowly dissociation time (ab600 minutes) and the estimated dissociation cohsta
(Kd = 0.1 M). This constant of dissociation is tilaly important if we compare it with the Kd = 22

M) that we have obtained for the interaction betwéd’V16 E6 and the GST fused to the LXXLL
peptide from E6AP (Zaniest al.,2005).

Co-expression with the GST-fused L XXLL motif of paxillin increases solubility and permits
small-scale purification of full-length BESG.

Based on the high affinity and specificity displdyby BE6 towards LXXLL peptides, we
explored strategies aimed at stabilizing the BEfigin by means of its target LXXLL peptide.

First, the paxillin peptide fused to the C-termirafsGST (GST-LXXLL) and the BE6 protein
fused to the C-terminus of MBP (MBP-BE6) were inglegently expressed in separate bacterial
cultures. The cell pellets were mixed and sonicswgether, and affinity purification of the compdesx
was attempted on either amylose (MBP-binding) attgltione (GST-binding) resins. This approach
yielded very little amounts of complexes, most jiallp because MBP-BEG6 aggregates pre-formed upon
bacterial expression were not proficient for bigdin the peptide (data not shown).

A related approach, consisting in adding an exoésynthetic paxillin-derived LXXLL peptide
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to the solution used for breaking MBP-E6 expresgielfets, was also unsuccessful (data not shown).

Finally, we attempted to co-express, within the edracterial cells, the genuine untagged BE6
protein and the GST-Paxillin peptide fusion.

We have expressed the BE6 cloned into the co-esipresector of pACYC-11lin aim to exploit
the part of the interaction proved above betweenpiptide contains a motiXXLL from paxillin and
the protein by the coexpression experiments. Thel lef expression of the protein BE6 wild-type as
non-tagged protein is increased when we upon cessgprit with the GST-paxillin peptide (Figure 6.A,
and 6.B). Also, the Gluthatione affinity co-purdiiion assays demonstrated co-purification of th&-GS
paxillin peptide with the BE6 protein with GST-phixi peptide, suggesting that the two co-expressed
proteins had formed a stable complex given rise parified BE6 and increases its solubility (Fig6r€
and 6.D). However, the levels of soluble BE6 protpurified by this approach remained modest,
prompting us to investigate alternative approadbegroducing high amounts of pure BE6 required for

biophysical and structural studies.

Fusing the LXXLL motif of paxillin to the N-terminus of BE6 prevents its self-association

and dramatically increasesits solubility.

According our results from the phage display, biacand the co-purification, Next we tried an
approach with a longer construct tethered peptigé Bision, called LXXLL-BE®6, which consists of the
E6-binding LXXLL motif of paxillin fused to the Nerminus of full-length wild-type BPV1a E6 via a
short three-residue glycine linker (called in thaper MBP-LXXLL-BEG). This construct was fused to
the C-terminus of Maltose Binding Protein (MBP) \@aaTEV-sensitive site, yielding the following
fusion protein: MBP- TEV site - paxillin peptideBE6 (MBP-tevs-LXXLL-BE6). The fusion protein
was and expressed and purified as described abo®PV E6 (Figure 7.A). The affinity purificatiomo
amylose resin raised amounts of soluble MBP-tev¥ILIXBE6 fusion equivalent to the amounts of
soluble MBP-tevs-BEG6 previously obtained. Howevke, long ultracentrifugation step that we routinely
use for probing the quality of MBP-E6 fusions (Zameét al., Prep 2006) indicated that the MBP-tevs-
LXXLL-BE6 preparations contained very little amosiraf soluble aggregates as compared to MBP-
tevs-BE6 preparations. TEV digestion of the MBPstéXXLL-BE6 fusion was unusually slow,
suggesting that the conformation of the LXXLL-BE@&nstruct hindered accessibility of the proteolytic
site. By contrast to what was previously obsenadtifie MBP-tevs-BE6 construct, the LXXLL-BE6
moiety released by TEV proteolysis did not undegpgecipitation neither during the proteolysis reawcti
nor during the subsequent concentration step. iBedtion also raised large amounts of monomeric
LXXLL-BE6 (Figure 7.B). By contrast to unfused BP¥6, this monomeric sample could be
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concentrated up to 300 M without undergoing angctable aggregation.

Purified BPV E6 undergoes time-dependent organised self-association into fibrous
structureswhereas L XXLL-fused BPV E6 does not.

We have also recently found that purified, iniflathonomeric HPV E6 proteins slowly self-
associate into organised fibrous structures (Zafieat al., manuscript in preparation). We invesstigl
whether BPV E6 would form such structures. Gefdiltd samples of either unfused BPV E6 or
LXXLL-BE6 fusion protein were stored at 4°C for omeeek and were subsequently adjusted to a
concentration of 30 ng/ul, deposited on a carbaterb grid and negatively stained using a uranyl
acetate solution. The BPV E6 preparations presamenous fiber-like structures while the LXXLL-BE6
fusion preparations do not present such structliiesse data confirm that the presence of the tther

LXXLL peptide efficiently prevents the self-assdaa of BE6 protein (data not shown).

An alternative strategy for obtention of concentrated samples of BE6 non-covalently bound
tothe LXXLL peptide.

We searched for an alternative approach, which avallbw us to obtain large amounts of folded
soluble BEG6 protein non-covalently bound to its matg peptide. However, we also wanted to keep
taking advantage of the solubilising effects oftbibte Maltose Binding protein and the LXXLL paxilli
peptide. To this aim alternatively, we have madit lam expression vector a new construction, which
consists allowing to express the following chimepiotein: of the MBP (or GST) complex with-
paxillin peptide - TEV site - the E6-binding LXXLmotif of paxillin BE6 (MBP-LXXLL-tevs-BEG6).
Fused to the N-terminus of full-length wild-type BEa E6 via a linker TEV protease sensitive (called
MBP-LXXLL-TEV-BES®). This fusion protein was highlgxpressed as a soluble form. By contrast to
MBP-tevs-BE6 construct, and in agreement with thBPMevs-LXXLL-BE6 construct, the amylose
preparations of MBP-LXXLL-tevs-BE6 contained onlyinor amounts of aggregated material when
submitted to overnight ultracentrifugation. Thissige permits the obtention of BE6 non-covalently
bound after TEV digestion, but at high concentrati@cause we used a chemical synthetic peptide of
E6-binding LXXLL motif of paxillin to optimise theurification of the protein.

The small-scale mini-copurification of BE6 on thetgthione resin permits to obtain the protein
BEG as a pure form after elution, but we have oleka better output if we use the amylase resithior
co-purification (Figure 6 (C and D)).

For the purification, the samples are purified Hindy on MBP- amylose resin, then the MBP-
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LXXLL-tevs-BE6 preparation was eluted complex sabjel to TEV digestion simultaneously with
addition of a four-fold stoichiometric excess o tthemical synthetic LXXLL paxillin peptide in exxe
(for times of concentration). Allowing the relead®@H6 moieties to be displaced from the MBP-fused
LXXLL peptides to the small synthetic peptides. TBieV E6 moiety, supposedly bound to the target
peptide, was then separated from MBP-paxillin peapand TEV by gel-filtration. Non-covalently
complex of the gel-filtrated sample BPV E6 with fide from paxillin was eluted and can be could be
concentrated up to 300 uM as well as just likedinealent the covalentlyLXXLL-BE6 fusion complex
of the same partners described above, but in strikbntrast with the unfused and non-complexed BE6
protein, which was always recovered in low amouintsn gel-filtration and did not stand being
concentrated above 50 uM.

We also constructed a GST-LXXLL-tevs-BE6 constithett we attempted to produce in a similar
manner (data not shown). However, the solubilitghié construct was poor as compared to that of the
MBP-LXXLL-tevs-BE6. This suggests that the MaltoBinding Protein acts in synergy with the
LXXLL peptide for increasing the soluble amountB&6 protein during the bacterial production step.

Production of (**N, **C)-labelled samples and NMR analysis of BE6 covalently or non-
covalently bound to the LXXLL peptide.

The expression of both the MBP-tevs-LXXLL-BE6 an®@RLXXLL-tevs-BE6 fusion constructs
was then reproduced in appropriate minimal medidang rise to™N- and {*N, **C)-labeled samples
that were subsequently purified, concentrated B UM and submitted to standard multidimensional
NMR measurements. Thed, ®N-HSQC spectrum of the covalent LXXLL-BE6 fusionigére 8)
displays a very good quality and is typical foraddéd protein. Approximately 147 amide resonances
can be counted in the HSQC spectrum. This numbepge to that predicted from the sequence of the
LXXLL-BE6 construct (consisting of 155 amino acidswhich 6 are proline residues). The, **N-
HSQC spectrum of the non-covalent complex of BE&wion-labelled synthetic LXXLL peptide
(Figure 9) also displays a good quality. We hage atproduced the construct MBP-LXXLL-TEV-BE6
in minimal media®N, and we obtained a godd, *®N-HSQC spectrum. The superimposition of the two
spectra shows the absence of about 10-15 peaks inan-covalent complex, which must account for
the fact that the which represent only the amideskp of the protein BE6 in complex with the non-
labelled synthetic LXXLL peptide is non-labelledd&re 10).
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DISCUSSION

Papillomavirus E6 proteins are notoriously diffictd express and purify. Unfused E6 proteins
form insoluble aggregates upon bacterial overespas Usual purification tags such as the 6hisaiag
the Gluthatione-S-Transferase (GST) generate nbttler solubilization of E6 (Kapust et al. ). By
contrast, fusion to the Maltose-Binding Protein (R)Bis particularly efficient in solubilising E6
proteins. However, a large fraction of the soludiBP-E6 proteins may exist as soluble aggregates in
which the E6 moieties are self-associated underobbdically inactive form. We have previously
developed various assays to detect these solubgtegates and used ultra-centrifugation approaahes t
eliminate them (Nominét al., 2001a; Nominéet al., 2001b; Zanieet al., 2007). However, the folded
E6 proteins obtained by these procedures generaigain prone to self-association at high
concentration (Zanier et al., manuscript submittedpublication), hindering their biophysical and
structural analysis.

The BPV1a EG6 protein (BE6) studied in this work giatly behaves in a manner very comparable
to that of the E6 proteins studied to date. GST-BEtons are poorly soluble (data not shown) wherea
MBP-BES6 fusions are soluble but largely under threnf of soluble aggregates. These aggregates can be
cleared by ultracentrifugation, allowing one tolae diluted amounts of monomeric BE6 after
proteolytic removal of the MBP tag. However, the@B&amples obtained in this manner do not stand the
concentration steps required for biophysical analys

To turn around this problem, we have searched feaima of improving the solubility of BPV-1a
E6. The phage display studies revealed a strorfgrprece of BEG6 for peptides containing the LXXLL
consensus, whereas BlAcore indicated that BE6 fdreetrong, slowly dissociating complex with a
LXXLL peptide derived from paxillin. In addition,revious studies had shown that a construct of BE6
fused to the C-terminus of the same paxillin-dafivexXLL peptide was inactivated, in vivo, for
biological functions requiring interactions with rpgers possessing a LXXLL E6-binding motif,
suggesting that the fused peptide was efficientyching the LXXLL-binding site of BE6. The
conserved leucine residues of the LXXLL motif akelly to interact with a hydrophobic patch exposed
on the surface of BE6, which may promote aggregatiothe unbound protein. We therefore reasoned
that BE6 solubility might be improved in the presenof its cognate peptide. We tested several
alternative strategies. On the one hand, approamhsisting in stabilising BE6 via an intermolecula
interaction with the cognate peptide (based eithrerco-expression or mixing at the early steps of
purification) were unsuccessful or yielded insuéfit amounts of complexes. On the other hand,

approaches consisting in stabilising BE6 via amamblecular interaction with its cognate peptide,
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provided immediately at the protein synthesis lettehed out to be remarkably successful, asatnadtl
the obtention of high yields of soluble and nonraggted material.

To purify highly concentrated materials out of MpBptide-BEG6 fusions, we used two alternative
strategies, which were equally successful. Oneegtya based on the MBP-tevs-LXXLL-BE6 construct,
led to the obtention of a covalent peptide-BE6 dostonstruct, which proved highly soluble at high
concentrations and amenable to biophysical anabysiSMR. The second strategy, based on the MBP-
LXXLL-tevs-BE6 construct, led to the obtention ofnan-covalent BE6-peptide complex, which was
equally soluble at high concentrations and is @s®nable to NMR studies. The failure of all our
alternative attempts to isolate BE6 in the abseotdts cognate peptide indicates the absolute
requirement of the peptidic ligand for solubilizatiof BE6.

In a parallel work, we have tested the same aphesto try to stabilise the HPV 16 E6 (16E6)
protein via its cognate peptide derived from theAE@ubiquitin ligase (data not shown). The use of
MBP-tevs-LXXLL-16E6 and MBP-LXXLL-tevs-16E6 fusionsonstructs, as well as GST-peptide /
16E6 co-expression or co-purification strategiesrenall unsuccessful in stabilizing efficiently thé
E6 protein. This may be related to differences fiimity and more specifically to the differences in
kinetic off-rates of the complexes. Preliminary S&falysis of the BE6-paxillin peptide complex (Fig.
5) showed that this complex displays a much slosferate as compared to the 16E6-E6AP peptide
complex (Zanieret al., 2005). Consequently, the BE6-paxillin peptide ctarps strong enough to
survive purification steps and to prevent self-agg@n of the protein at high concentration. Ie th
covalent tethered peptide fusions, the low affirityd rapid off-rate of the 16E6-peptide complex may
result in a rapid-exchanging close-open form whighy undergo aggregation via either intermolecular
E6-protein interactions or self-association of loyghobic surfaces of 16E6 not fully protected by the
peptide. By the contrast, the strong affinity ao loff-rate of the BE6-peptide complex may favour
intramolecular versus intermolecular E6-peptideermttions and ensure a better protection of
hydrophobic surfaces of BE6, thereby preventingeggtion at high concentration.

In our previous work, we have shown that mutageneshnon-conserved cysteins to the isosteric
non-oxidable residue serine notably increased thndfigability and concentrability of recombinant
HPV16 E6 protein (Nominé et al., 2001). We havedtito reproduce this approach by producing various
mutants of BPV E6 in which all or some of the namserved cysteins were mutated to serins. None of
these mutants displayed improved solubility as cameg to the wild-type BPV E6 protein (data not
shown). Therefore, a similar problem (aggregatidnpmtein upon expression and concentration)
occurring for two proteins belonging to the sammifa (papillomavirus E6 proteins) had to be treated
by two different approaches (cystein mutagenesisstabilisation by peptidic ligand for HPV E6 and
BPV EB6, respectively), and each of these approasheseeded for one protein but failed for the other
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one. This shows that, even for closely related ginst there are no definite standard recipes for
enhancing sample solubility.

SPR analysis (this paper and previous data by EZanial., 2005) has shown that BE6 and 16 E6
both bind to peptides possessing the consensus LXKowever, we observed (data not shown) that
16E6 does not recognize the paxillin-derived peptidhereas BE6 does not interact with the EGAP-
derived peptide. This confirms previous functiodata suggesting that 16E6 does not target paxzitith
that BE6 does not target E6AP. In addition, thi®aluggests that the structural determinants dE€e
LXXLL interaction must possess distinctive traits)ich result in the observed difference in selegtiv

We also observed that BE6 interacts stronger itsticognate motif within paxillin, than 16 E6
does with the equivalent motif within E6AP. Thisyrtaave functional implications. The BEG6-paxillin
complex may exist permanently in BPV-infected gelihereas the E6-E6AP complex may be more
transient, allowing for the formation of alterna&igomplexes.

Here we have shown that, like human papillomavit6sthe E6 protein of Bovine Papillomavirus
is prone to aggregation, hindering its biophysaadlysis. However, the protein becomes highly delub
and amenable to biophysical analysis provided ithatcomplexed, covalently or non-covalently, with
its main peptidic ligand. This finding opens theywa novel structural and functional studies ofthi
potent mammalian oncoprotein. In addition, theiadfapproaches that we have developed in this work
might be applicable to other cases of proteinschviaire only stable and/or soluble in the presefiee o

peptidic partner.
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FIGURESLEGENDS

Figurel

Alignment of E6 sequences (upper half E6N and lohalf E6C) from the BPV and HPV species.
Residues are numbered as in the shorter transafriptPV 16 E6 (151 residues). Positions exhibiting
conserved physicochemical characteristics are edlas follows: magenta, hydrophobic (W, F, Y, V|,
M); green, basic (K, R, H); red, acidic (E, D); oge, polar (Q, N, T, S); brown, cystein (C); cyamall
(G, A, P).

Figure2

(A) The resulting MBP-fusion (called MBP-tevs-BE6) wagrexpressed (lane 1), purified by affinity on
MBP-specific amylose resin (lanes 2-3-4), ultrad&rgated for eliminating large soluble aggregdtaese

4), then and subjected to TEV digestion vyieldingl@ kDa protein corresponding to MBP and an
approximatively 20 kDa protein corresponding to BE& (lane 5).

(B) Gel filtration profiles of BEGN and BE6C prepacats after separation from the MBP tag. Affinity-
purified MBP-E6 domain preparations were clearennfrsoluble aggregates by ultracentrifugation and
digested using TEV protease. Subsequently, 2 méwgected on a Superdex75 16/60 column. Peaks

corresponding to the two domains are indicated.

Figure3
'H-"N HSQC spectrum of the BPV E6-N construct recoratgoH 6.8 and 298 K.

Figure4

Translated DNA sequences of Phage Peptides Isdigt&inhding to BE6. Six plaques selected aftee fiv
rounds of phage display selection were sequenagedsathe M13 gene lll-random peptide junction. Heac
plague contained a unique sequence conformingetoXiXLL motifs of EGAP and paxillin.
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Figure5
Analysis of the interaction of MBP-BE6 with GST-LXX. The Figure illustrates concentration-
dependent binding of BE6 to GST-LXXLL ligand. Thisgbciation phase is remarkably slow, the half-life

of the complexes, estimated from the dissociatiofilps, approximated 600 s.

Figure6

(A) The BE6 was produced and micropurified on affimégin. The sample (lane 1) was centrifuged and
both pellet and supernatant resuspended in equaimes and subsequently analyzed by SDS-PAGE.
Lane 2: supernatant, line 3: pellet. The BE6 was)qmressed with the GST-LXXLL from Paxillin, Lane
4: mini co-purified BE6/GST-LXXLL, Lane 5: superaat, lane 6: the pellet{B) The co-purification of

the produced unfused BE6 with the produced exprassi GST-LXXLL. Lane 1: mixture of pellets, lane
2, 3: incubation of the samples with gluthatiorgnelane 4 co-elution of the BE6 with the GST-LXIXL

C andD: mini co-expression and mini co-purification oketlinfused sequence of BE6 with the MBP-
LXLL or GST-LXXLL respectively. Pellets of BL21 CadiPlus bacteria expressing the constructs (lane
1) were sonicated and then ultracentrifuged. Thareld supernatant (lane 2) was incubated with the
amylose resirf{C), or gluthatione resifD). Lane 3: wash, lane 4: the elution, line 5: thendas was

subjected to proteolytic cleavage on resin givisg to elute the unfused BESG.

Figure?7

(A) The purification of the construct of MBP- TEV siepaxillin peptide - BE6 (MBP-tevs-LXXLL-
BEG6). The construct was overexpressed (lane 1parifled by affinity on MBP- amylose resin (lang 2)
then The MBP-tevs-LXXLL-BE6 preparation was ultratduged (lane 3) and then subjected to TEV
digestion (lane 4) followed by a gel-filtration seation of BE6 from MBP (lane 5).

(B) Thegel filtration profiles of LXXLL-BE6 and the unfudeBE6 preparations after separation from the

MBP. Peaks corresponding to the two constructingieated.

Figure8
TheH-""N HSQC spectrum of the LXXLL-tevs-BE6 fusion coustr.

Figure9
The'H-"*"N HSQC spectrum dfN labelled BPV E6 bound to unlabelled LXXLL peptide

Figure 10
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Superposition ofH-">N HSQC spectra dfN labelled LXXLL-BPV E6 fusion (black) and &N labelled
BPV EG6 bound to unlabelled LXXLL peptide (red).

Tablel
Titers of bound and released phage after 5 roufidelection of phage displayed random peptides.
3X10" input phage were bound to 1 ug immobilized CBD-TE& immobilized on chitin beads. After

washing away unbound phage, bound phage were eelégsTEV protease and titered.
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BPV1-nt
HPV16Rnt
HPV18Rnt
HPV34nt
HPV26nt
HPV53nt
HPV40nt
HPV27nt
HPV11Rnt
HPV72nt
HPV1Ont
HPV32nt
HPV12nt
HPV20nt
HPV17nt
HPV23nt
HPV1Ant
HPV48nt

BPV1-ct
HPV16Rct
HPV18Rct
HPV34ct
HPV26ct
HPV53ct
HPV40ct
HPV27ct
HPV11Rct
HPV72ct
HPV10ct
HPV32ct
HPV12ct
HPV20ct
HPV17ct
HPV23ct
HPV1Act
HPV48ct

MDLKPFARTNPFSGLDCLWCREPLTEVDAFRCMVKDFHVVIR.
dPQERPRKLPQLCTELQTTIHDIILECVYCKQQLLRREVYDFAFRDLCIVYR.
dPTRRPYKLPDLCTELNTSLQDIEITCVYCKTVLELTEVFEFAFKDLFVVYR.

nPEERPYKLPALCEEVNISIHEIELDCVYCERQLYRCEVYDFIFRDLCVVYR

rCGSQARTLYELCDQCNITLPTLQIDCVFCKTVLKTAEVLAFAFRELYVVWR

dASTSATSIDQLCKTFNLSLHTLQIQCVFCRNALTTAEIYAYAYKNLKVVWR

sASSQPSTLYQLCKDFGLTLRNLQICCIWCKNHLTSAEAYAYHFKDLHVVWK

lEPPLPATICGLAKLLEIPLDDCLIPCNFCGNFLTHLEVCEFDEKKLTLIWK

EGCRYGACTICLENCLATERRLWQ
DGNPYAVCDKCLKFYSKISEYRHY
DSIPHAACHKCIDFYSRIRELRHY

.KGKPLGVCQPCLLFYSKVRQYRRY
dPRERPRTLHELCESLNTTLQNLQVQCVYCKETLQWADVYNFAICDLRVVYR.
NnTEERPRTLHQLCEVVNKPLLELQLGCVFCKKALTASEVYNFAYTDLRVVYR.

DRSPYAACKRCVIFYSKITEYRRY
DGYPYGVCKFCLLFYSKVRKLRYY

.DDFPHAACPRCLDLHGKVNQYRNF
eENPCPRNIFLLCKQYGLELEDLRLLCVYCRRALSDADVLAFATIKELSVVWR.

KGFPFGACGKCLIAAGKLRQYRHW

.DNFPFAACACCLELQGKINQYRHF
MGLHNPTNIWLLCKEIEVDLEDLRITCIFCKNELTTEELLAIAIKELQIVWR.
MGAQEPRNILLLCRNCGIPLEDLRLCCIFCTKQLTAAELAAFALRELYLVWR.

DNWPFGVCAPCLARATKVRELRYW
AGVPYGACARCLLLQGIVRRLKYW

.KGFPYAACAFCLEFYSKVCALRHY
sTPELPTTIKELADLLDIPLVDCLVPCNFCGKFLDFLEVCDFDKKQLTLIWK.

GHFVTACCRSCCAATAIYEFNEFY

.DHLVFACCRVCCSATATYEFNQFY

MDRPKPQTVRELADTLCIPLVDILLPCRFCNRFLAYIELVAFDLKGLQLIWTEEDFVFACCSSCAYATAQYEFSKFY
MDSTRPLTVQQLSDKLTVPVVDLLLPCRFCSRFLTYLELREFDYKHLQLIWTEEDFVFACCSGCAYASAQFEIQQFY

.MATPIRTVRQLSESLCIPYIDVLLPCNFCNYFLSNAEKLLFDHFDLHLVWR

MEPQFPTDLDSYCKYFNISFFDLVLKCIFCKFSVSIVDLASFHNKRLSVIWR.

DNLVFGCCQGCARTVSLLEFVLYY
DNTPFACCTKCLRLTALYEKDNFF

GVPVTGEEAELLHGKTLDRLCIRCCYCGGKLTKNEKHRHVLFNEPFCKTRANIIRGRCYDCCRHGSRSKYP

CYSLYGTTLEQQYNKPLCDLLIRCINCQKPLCPEEKQRHLDKKQRFHNTI.
SDSVYGDTLEKLTNTGLYNLLIRCLRCQKPLNPAEKLRHLNEKRRFHNTI .
NQSVYGRTLENLTNKQLCNILIRCGKCQKPLCPLEKQRHVDENKRFHQI .
TCSVYGATLEALTKKSLCNLLIRCHRCQMPLGPEEKQRIVDEKRRFHEI.
NCSVYGASLEALTKKKLSDLSIRCYRCQHPLTPEEKQLHCDYKKRFHKI .
RYAAYAPTVEEETGLTILQVRIRCCKCHKPLSPVEKTNHIVKKTQFFKL.
HYSCYGDTVETETGIPIPQLFMRCYICHKPLSWEEKEALLVGNKRFHNI.
NYAAYAPTVEEETNEDILKVLIRCYLCHKPLCEIEKLKHILGKARFIKL.
TYSGYGPTVEQETGKSLAELYIRCHACCKPLSCQEKEYQVQTGIHFHKI.
DYSYYVEGVEEETKQSIYTQLIRCYMCHKPLVREEKDRHRNERRRLHKI .
DRSAFWHTVEQETGLLLEEQITRCAICQKPLSPSEKDHHIYNGRHFRFI.
QQTVLGRDIELATGKSIFDLKIRCQTCLSFLDTIEKLDSCGRGLPFHKV.
ESTVLGRDIEQVTGKSVFDIDVRCYTCMKFLDSIEKLDICGRKRPFYLV.
EQSVSGRELEEIEHKPIGEIPIRCKFCLKKLDLLEKLDTCYRHQQFHKV.
QLTVYGREIEQEEQRPIGQICIRCQYCLKSLDLIEKLDICSFNQPFHKV.
QESYEVPEIEEILDRPLLQIELRCVTCIKKLSVAEKLEVVSNGERVHRV.
VCTAKSHLLTGLVKKELSDINIRCQHCYSFLDYLEKLYHLYNDVDFLLI.

Figure: 1
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E6 on Beads Released Phage Titer X 10°

BE6 270000

CRPV E6 1.0

1E6 36

5E6 61

11E6 800

16E6 150

Chitin Beads alone 2.9

Table: 1
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RESULTATS

Troisieme partie : Identification et caractérisatio n des protéines précoces EB6,

E7 et E9 issues de papillomavirus aviaires.

Manuscrit 2:

Identification of unusual E6 and E7 proteins within avian papillomaviruses: cellular

localization, biophysical characterization and phyl ogenetic analysis

Accepté dans Journal of Virology.

L'étude présentée dans cet article concerne un travail fondateur sur les papillomavirus
aviaires, qui ont tres peu été explorés jusqu'a présent. Un nouveau papillomavirus aviaire est
identifié, et pour la premiere fois une étude de biochimie, de structure et localisation de
protéines des papillomavirus aviaires est initi€ée. En outre, les données exposées dans cet
article viennent proposer un nouveau regard sur la phylogénie des PVs.

Les génes de E6 aviaires codent pour une petite protéine (83 et 85 résidus pour FIPV-1 et
FPV respectivement). Cette protéine présente une particularité atypique parce qu'il ne
contient qu’un seul domaine capable de lier le zinc. Les séquences de deux protéines E6 de
FIPV-1 et FPV sont identique & 39%. L'alignement des séquences de deux protéines avec
les domaines N-terminal (E6-N) et C-terminal (E6-C) de HPV16 E6 révele I'existence des
résidus conservés qui jouent un réle important dans la conformation structurale de la
protéine. Les quatre cystéines impliqguées dans la liaison de zinc sont strictement conservees
ainsi que quelques résidus qui se trouvent a l'intérieur du repliement de E6-N et E6-C. Ceci
laisse émerger la théorie selon laquelle une forme ancestrale de E6 existait il y a longtemps
et s'est transformée avec I'évolution des PVs.

La protéine E7 aviaire est quand a elle plus typique par rapport a ses orthologues
mammiferes. Elle comprend environ 60 a 100 résidus selon le codon d'initiation utilisé
comme départ et elle contient deux domaines: le domaine N-terminal, prédit comme non
structuré, et comprenant le motif consensus LXCXE largement conservé dans les E7 de PVs
et important dans la liaison avec pRb; et le domaine C-terminal, avec les deux motifs CxxC
liant le zinc retrouvés dans tous les autres domaines C-terminaux de E7 des PVs. Nous
avons également révélé I'existence d’'une nouveau cadre de lecture (ORF) (couramment
désigné ORFx) qui code pour une protéine précoce nommeée E9. Les résultats obtenus sur
cette derniére ne sont pas inclus dans l'article mais trouveront place dans une publication

ultérieure.
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Aprées avoir recu les génomes viraux de la part de nos collaborateurs, nous avons clonés les
séquences qui correspondent aux ORFs des protéines E6, E7 et E9 dans des vecteurs
d’expression de protéines recombinantes (pETM-41) permettant a la protéine d'intérét d’étre
fusionnée a une autre protéine MBP par un “linker" sensible a la protéase TEV. Les mémes
séquences de E6, de E9 ainsi que de E7 ont été également clonées dans des vecteurs
d’expression eucaryotes permettant d’ajouter une séquence GFP ou myc en amont du N-
terminus ou bien un signal myc en aval du C-terminus la protéine.

Nous avons adopté des protocoles optimisés pour la purification de ces protéines
recombinantes. Ceci a eu un effet trés positif puisque nous avons dépassé aisément le seuil
critique d’agrégation des échantillons E6, et avons obtenu des échantillons trés concentrés
(plus de 300 uM pour E6 et E7 de FIPV). La protéine E6 du FPV (l'autre papillomavirus
aviaire abordé dans cet article) est peu soluble et commence a s’agréger durant les étapes
de la purification. L'explication plausible mise en exergue dans l'article est le grand nombre
d'acides aminés hydrophobes dans la séquence de FPV E6, et en particulier sur des
positions prévues pour étre exposées a sa surface.

La gel-filtration analytique a montré que la protéine E6 FIPV (9,5 kDa) est éluée a un volume
correspondant a un monomere de 9,2 kDa. Ceci est dailleurs confirmé par
l'ultracentrifugation analytique qui exclut la présence d'oligoméres. Par contre, la partie C-
terminale de E7 FIPV se comporte comme un dimere stable de 13 kDa alors que le poids
moléculaire attendu d’'un protomére est 6,5 kDa. Enfin, la protéine E9 recombinante ne
supporte pas I'étape de concentration une fois séparée de MBP et commence a s’agréger et
précipite dans la colonne de gel filtration.

Les deux protéines E6 et E7 de FIPV ont ensuite été exprimées dans un milieu marqué (M9,
®N). Ces échantillons marqués atteignent également sans difficulté des concentrations de
300 puM. Les mesures RMN bidimensionnelles (*H, **N) de E6 FIPV ont montré un spectre
typique d'une protéine repliée non agrégée. L'ensemble des résidus sont représentés par
des taches (pics) dans ce spectre homogeéene. Pour la région C-terminale de E7 FIPV, le
spectre HSQC démontre la bonne qualité et le repliement de la protéine. Nous avons
constaté la présence des pics homogenes (entre 35 et 40) voisinant avec d’autres pics non
homogenes centrés au milieu du spectre. Un tel profil a été observé précédemment pour la
protéine E7 du HPV 45 et il a pu étre interprété comme résultant de la présence d'un
domaine C-terminal structuré liant le zinc, flanqué d'une région N-terminale non structurée
(Ohlenschlager et al., 2006).

Un deuxieme volet dans cet article montre des résultats préliminaires sur la biologie
cellulaire de ces protéines. Les vecteurs d’expression eucaryotigues contenant les génes
codant pour E6, E7 et E9 ont été transfectés dans des lignées de cellules aviaires (cellules

SP6 de cailles) et de cellules humaines (HeLa et HaCat) en utilisant le réactif jetPEI. Les
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cellules infectées ont été ensuite soumises apres 24 heures d’incubation a des méthodes de
détection de localisation via les signaux (GFP et myc) fusionnés aux protéines.

Les constructions GFP-E6, E6-myc et GFP-E7 sont localisés a part égale dans le
cytoplasme et le noyau, tandis que la construction E7-myc se localise peut étre un peu plus
préférentiellement dans le noyau, avec toutefois un signal résiduel dans le cytoplasme.
Remarquablement, la localisation des constructions GFP-E9 et E9-myc rappelle celle d'une
protéine mitochondriale. Certains programmes bioinformatiques en ligne prédisent un signal
d’'import mitochondrial dans la séquence de la protéine, avec un score largement informatif,
mais une confirmation expérimentale serait requise.

Au terme de ces expériences, nous avons constaté que la localisation des protéines E6, E7
et E9 ne dépend pas de la nature (myc, GFP) ni la position de la fusion. La distribution
homogene des signaux suggeére l'absence de formes agrégées des protéines dans les
cellules, et aussi d’'une facon surprenante la méme localisation dans les deux souches
cellulaire humaine utilisées et aviaire; ce qui laisse présupposer un réle biologique pour ces

protéines dans l'infection et le cycle viral des papillomavirus aviaires.
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Quatrieme partie: 'auto-association des protéines E6

Manuscrit 3:

Natively folded Papillomavirus E6 proteins form bio logically active oligomers

and spontaneously assemble into multimeric ribbon-I ike structures

Dans cet article nous étudions I'oligomérisation des protéines E6 provenant de
différentes souches de HPV (HPV 5, 11, 16, 18, 33, 45, 52, et 58) et la protéine E6 de
BPV 1. Nous avons analysé les différentes protéines par le biais de plusieurs
méthodes biochimiques et biophysiques incluant la gelfiltration analytique,
microscopie électronique, I'ultracentrifugation analytique, Biacore et FTIR (La
Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier). Afin d’augmenter la solubilité des
préparations, nous avons produit les protéines E6 en fusion avec la protéine MBP.
Ceci permet davantage de ralentir la formation de formes multimériques lors de
I'oligomérisation spontanée de E6. Nous avons remarqué que la proportion de
solubilité de chaque oligomeére varie selon la souche virale. Les protéines E6 a haut
risque s’oligomérisent sous formes repliées capables de lier TE6GAP et conservent la
capacité de dégradation de p53. Nous montrons que la protéine E6, bien que de petite
taille, elle est capable de s’assembler et s'organiser sous forme de structures
semblables aux fibres. Cette conformation est accompagnée par un changement au
niveau de la structure secondaire de la protéine E6. Nous avons également démontré
par des expériences de co-localisation de la protéine E6 dans la cellule que I'auto-
association est un événement qui se produit in vivo. Les résultats que nous avons
obtenus suggeérent que l'auto-association de la protéine E6 semble étre une activité

naturelle de E6 et pourrait ensuite avoir des répercussions fonctionnelles.
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ABSTRACT

Papillomavirus (PV) E6 oncoproteins bind and offeavoke the degradation of many
cellular proteins important for the control of celfoliferation and/or cell death. Structural
studies on E6 proteins have long been hindered hay difficulties of obtaining highly
concentrated samples of recombinant E6. Here, we $hat E6 proteins from eight human PV
strains (HPV 5, 11, 16, 18, 33, 45, 52, and 58) @mel bovine papillomavirus (BPV 1) exist as
oligomeric as well as multimeric species. In thisrkwve have analyzed E6 preparations using a
variety of biochemical and biophysical techniquesluding analytical gel filtration, activity
assays, SPR, EM, FTIR. The characterization of Ig®mers is facilitated by the fusion to the
maltose binding protein (MBP), which slows down tf@mation of even higher-order
multimeric species. Oligomers of high-risk mucost#?V E6 proteins appear to consist of
folded E6 units, which retain binding to the ubtguligase E6AP and the capacity to degrade
the pro-apoptotic protein p53. The proportion amabisity of each oligomeric form vary
depending on the viral strain considered. In additio the small-size oligomers, E6 proteins
spontaneously assemble into large organized muigmstructures, a process which is
accompanied by significant changes at the levalegbndary structure. Finally, co-localisation
experiments using E6 equipped with different tagBdate that E6 self-association also occurs
in vivo. The ensemble of these data suggest that seltiaisa is a general activity of E6

proteins which occurs both vitro andin vivo and might therefore be functionally relevant.

Key words HPV, EB, cervical cancer, self-association, oligomerization, ordered

aggregation.

Abbreviations M BP, maltose binding protein; HPV, human papillomavirus; BPV,
bovine papillomavirus; TEV, tobacco etch virus; SPR, surface plasmon resonance;
RU, resonance units; EM, electron microscopy; FTIR, Fourier Transform
Infrared Spectroscopy;
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INTRODUCTION

Papillomaviruses (PV) are small DNA viruses thatduce squamous epithelial
neoplasia. They are classified into phylogenetaupgs with distinct tropisms for different body
sites (skin, mouth and genitalia) and are divided flow-risk” and “high-risk” types according
to their carcinogenic potential. There are neafl9 #dlifferent Human papillomaviruses (HPV)
so far identified. Cervical carcinomas are indubgdigh-risk genital HPVs and represent one
of the main causes of cancer-related death for woig HPV16 is the most common
oncogenic strain associated with 50% of the cehaacers, followed by HPV18 covering 14%
of the cancers?j. HPV types 5 and 8 are associated with squamousesa carcinomas)
Among the PV types infecting other animals, boviagpillomaviruses (BPV) have also been
extensively studied due to their strong transfogmproperties4).

In anogenital cancers caused by high-risk HPVs, tmooproteins, E6 and E7, are
expressed. E6 proteins from “high-risk” genital HP&e thought to promote tumorogenesis by
binding and often provoking the degradation of ambar of proteins involved in cell
proliferation and cell death contrdb)( In particular, E6 forms a complex with the ubtou
ligase E6-associated protein (E6AB), which in turn is able to target the tumor sugpoe p53
(7), leading to ubiquitin—mediated degradation of .pABother group of EG6 targets include the
tumour suppressor human discs large hO8p dnd the MAGI family of proteins9(, 10.
However E6 proteins from other HPV species mayycaut their functionsvia alternative
mechanisms. For instance, high-risk cutaneous HBN® 8 E6 proteins do not appear to
degrade p53, but promote the degradation of the @alapoptotic protein, which is induced
after UV irradiation of the skinll). BPV1 E6 interacts with the focal adhesion proteaxillin
and the AP-1 adaptin complex and these interacton®late with cellular transformatiofd,
13).

Papillomavirus E6 proteins are rather small in geeout 150 amino acids). Most of
them share a common architecture consisting of Zimo-binding domains (E6-N and E6-C)
(14). While the structure of the E6-C domain has rdgdmeen solved in our laboratorg5),
structures of full-length E6 proteins have not beeported yet, due to the difficulties
encountered in the preparation of highly conceattadnd monodisperse samples of these
proteins. Most attempts to produce the recombifidhtength protein inE. coli have focussed
on the main oncogenic HPV16 variant and mutantdisf protein {6-18. Recently, we have
also explored E6 proteins issued from other HP\ésysuch as high-risk genital HPV18, 33,
45, 52, 58, low-risk HPV11 and high-risk cutanebli®/5. We found that all these E6 proteins
form large soluble aggregates upon fusion to theergrotein MBPFin vivo during biosynthesis
in bacteria {6, 19. Other authors have also observed multimericctiras in HPV16 and
HPV18 EG6 preparations obtained using refolding riegles.
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In the present work we focus on E6 self-assoaiatiod show that this property is shared
among E6 proteins issued from different phylogenetiral groups. We identify and
characterize both oligomeric and multimeric E6 sgethat exisin vitro. In addition, we detect
E6 self-association in eukaryotic cells using nacjgoplasmic indirect transport techniques.
The conservation of self-association within thef&®ily suggests that such mechanisms may

have a functional role.

RESULTS

E6 proteins self-associate into oligomeric species

We examined the oligomeric status of a panel opeins issued from seven different
HPV strains (i.e. types 5, 11, 16, 18, 33, 52 a)damd from BPV1. E6 constructs from HPV5,
11, 16, 33 and 52 are mutated on non-conserveeiogstin order to reduce intermolecular
disulfide bridge formation as previously descril§g€). For clarity reasons, throughout the text,
the terms HPV5, 11, 16, 33 and 52 E6 desighate thedbilised cysteine mutants. By contrast,
E6 constructs from HPV18 and BPV1 correspond tovité-type sequence2(). MBP-fused
E6 proteins were purified by amylose affinity amelaced from the high molecular weight MBP-
E6 aggregates by ultracentrifugation as describ€tld). Sample concentrations of all MBP-E6
fusions were adjusted to 2.5 pM and analysed by axclusion chromatography. The elution
profiles indicate multiple oligomeric species in shof the preparations (Figure 1). For MBP-
fused HPV18 EG6, two peaks of similar intensity esponding to monomeric and dimeric forms
are detected, whereas for HPV11l monomeric, dimand trimeric forms of MBP-E6 are
observed. On the other hand, the monomer is tha amsndant form for MBP-fused E6
proteins from HPV5, 16, 52 as well as BPV1. Fososs of practicality, from here onwards we
focus our studies on a diverse subset of E6 pmtaéicluding most of the times HPV11, 16 and
18 E6, which belong to different phylogenetic greupf the Papillomavirus family and are
amenable to purification.

To further confirm the gel filtration data we parfeed analytical ultracentrifugation
sedimentation velocity experiments on HPV11, 16 38dVMBP-E6 preparations. Fitting of the
sedimentation profiles points to the existence picges with molecular sizes consistent with
those of monomeric, dimeric and trimeric MBP-E6g(ife 2). Although the polydispersity of
the system does not allow for a precise extrappiadf molecular weights, these results support
the findings of analytical size exclusion chromagqdny described above.

We proceeded to separate E6 from the MBP tag by piieolysis and analyzed the
digestion products by gel filtration chromatographythe case of HPV11 E6 (Figure 3A) the

elution profile contains three separate peaksigtl® and 12.0 ml. SDS-PAGE analysis shows
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that elution peaks at 9.1 and 12 ml contain predantly E6, while the peak at 10 ml contains
both of E6 and the MBP tag (Figure 3B). Hence Efiesl at three distinct volumes, which are
expected for trimeric, dimeric and monomeric E6 oadmg to the column’s calibration,
showing that self-association is mediated by ressdn the E6 protein rather than by the MBP
carrier protein.

Noteworthy, all E6 proteins analysed in this stuhg prone to precipitation once
separated from their MBP carrier. However, the eom@tion threshold for precipitation varies
for each E6 protein. HPV18 E6 and BPV1 E6 predpitenmediately upon TEV cleavage, so
that they cannot even be analysed by gel-filtratfon the other hand, monomeric and trimeric
HPV11 E6 can be separated from MBP by analyticéifigeation, but cannot be further
concentrated due to adsorption onto the membrahéseoconcentrating devices. Indeed, the
previously described HPV16 E6 6C/6S constr(bf) remains the most soluble with a
precipitation threshold of about p/.

Stability of E6 oligomers upon dilution and conceation.

Next we investigated the influence of dilution dre tstability of the E6 oligomers.
MBP-E6 proteins from HPV11l and 18 were affinity4bed, cleared from high-molecular
weight aggregates by ultracentrifugation, appliedooa Superdex 200 10/30 gel filtration
column and fractionated to the different oligomesiecies. Protein concentrations in fractions
corresponding to the isolated monomeric, dimerit imeric species were adjusted by dilution
to either 6uM or 0.8uM for HPV11 and to either M or 0.4uM for HPV18 EG6. After about
two hours of incubation at room temperature, aligual these diluted samples were re-loaded
individually for a second time on the same coluifime resulting elution profiles are reported in
Figures 4 and 5 for HPV11l and 18, respectively.oRdihg of monomer fractions of both
HPV11l and 18 MBP-E6 generates elution profiles wédsentially only monomer peaks
(Figures 4B and 5B). When reloading the oligomdractions instead we observe different
behaviours for the HPV18 and 11 strains. HPV11 iated fractions give rise to monomers and
trimer forms (Figure 4C). Most probably this isateld to the resolution of the first gel filtration
column where dimer populations cannot be fullyasafied from other forms . Instead HPV 11
E6 trimeric fractions give rise to a prominent mows peak (Figure 4D), which points to the
weak stability of HPV11 trimers dissociating int@nomers. On the other hand, the HPV18 E6
dimer form strongly persists in the second getdtlbn column (Figure 5C) with only a minor
monomer peak for the lowest concentration (accagntor about 10% of the total protein
according to peak area integration values). Thisrlaesult highlights the higher stability of the
HPV18 dimeric species compared to HPV11l oligom&snomer and dimer fractions of
HPV18 MBP-E6were analyzed by SDS-PAGE in the presence andenatisence of the

reducing agenf3-mercaptoethanol. We could not detect any band atilgr at molecular
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weights higher than that corresponding to an MBPraghomer (i.e. 60 kDa) ruling out the
possibility that E6 18 dimer stability arises fraiisulfide cross-bridging (Figure 5D).

We also investigated E6 oligomerization upon cotregion. A preparation of affinity-
purified HPV18 MBP-E6 cleared from soluble aggregatvas analyzed by gel filtration before
and after 5-fold concentration (Figure 6). For ttemcentrated sample, we observe a large
increase of higher-order oligomers eluting at theimn’s void volume in addition to a small
increase of the MBP-E6 dimer peak. This shows MiP-E6 oligomers further assemble into

larger species upon concentration.

Oligomers possess native-like E6 in vitro activitie

Next, we characterized the zinc coordination prigernof the different E6 forms. Zinc
concentrations were measured in gel filtrationtfoas of monomeric and oligomeric MBP-E6
from strains 11 and 18 using the selective fluoaosphlrSQ L7). For all samples we observed a
nearly perfect 2:1 Zii:E6 stoichiometry which is expected from the comracchitecture of E6
proteins consisting of two zinc-binding domainst{leal). These data indicate that the E6 self-
association into small oligomers is not relatetbss of metal ion coordination.

Monomeric and dimeric species of the high-risk HB\WMBP-E6 were also tested for
their p53 degradation activities immediately afterctionation on the gel filtration column.
Radiolabelled®S p53 was incubated with varying concentrationsnohomeric and dimeric
MBP-EB6, corresponding to 400, 200, 100 and 50 nMLfbour at 29C. Given the observations
on HPV18 E6 dimer stability reported above, itikely that the dimer persists at least for the
highest concentrations (i.e. 400 and 200 nM). Eselts clearly show very similar degradation
profiles for monomeric and dimeric HPV18 E6 atahcentrations tested (Figure 7A).

Subsequently, we investigated the binding actieftdimeric HPV18 MBP-E6 to a 15-
mer peptide containing the Lx#.sh motif of EGAP using Biacore technology. For lsuc
purpose we followed the protocols described inevipus reportZ1), where we carried out an
extensive analysis of the interactions of differem@nomeric E6 proteins to the same peptide.
Dimer fractions of HPV18 MBP-E6 were injected ahcentrations ranging from 1.6 to ~0.2
MM on a surface capturing GST-E6AP peptide fusiofise resulting sensorgrams show
concentration dependent binding (Figure 7B). Uniaately, like in the case of monomeric
HPV18 EG6, extrapolation of precise kinetic and/ffindy parameters for this interaction is
difficult. Kinetic analysis of these sensorgrammshampered by the fast dissociation rates and
the slight biphasic profiles, while equilibrium dyss requires sampling of high analyte
concentrations that, in the case of E6 proteinempte aggregation processes (s28 for
further discussion). However the magnitudes of inigdesponses are comparable for dimeric
HPV18 MBP-E6 and the monomeric HPV18 MBP-E6 formalgred in 21). This suggests that
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the monomeric and dimeric forms have similar affids for the cognate peptide corresponding
to a Ky of approximately 3QuM as estimated ir2().

Likewise, we also tested preparations containimger and dimer forms of “low-risk”
HPV11 MBP-E6. As in the case of monomeric HPV11 MB® we could not observe any
significant activity of these samples both withpest to p53 degradation and E6AP binding
(data not shown Overall these observations indicate that the HBVE6 dimer is an active
species with respect to p53 degradation and E6ARBirg. Together with the finding of a 2:1
Zn*": protein stoichiometry our results suggest tha E6-N and E6-C domains possess a

native-like fold within the oligomeric E6 species.

Monomeric E6 proteins spontaneously assemble ingwge organized multimeric
structures.

In our laboratory we have repeatedly experienced tuf activity (both EGAP peptide
binding and p53 degradation activities) in sampmé&secombinant E6 upon storage during
several weekgdata not shown)We thus wondered what are the physical procdsseing to
inactive E6 and investigated them by different biggical methods. We initially selected
HPV16 E6, which, in our hands, displays the higlemsicentration threshold of aggregation
once separated from the MBP tag (50 pddta not shownand thus is the E6 protein most
amenable to purification. Monomeric folded HPV16 \&&s isolated by gel-filtration, adjusted
to a concentration of 40M and incubated at 20 °C for one week. During gasod, freshly
prepared DTT was added to the sample every 24 Hounsaintain reducing conditions and
avoid disulfide cross-bridging. Aliquots were takantime intervals of 0, 1/2, 3 and 7 days,
deposited on a carbon coated grid and stained wsinganyl acetate solution for direct EM
observation. Figure 8A shows patrtial field imagetha different time points. Immediately after
purification (t = 0) we can detect mostly low nmléar weight particles, likely to correspond to
the monomeric protein, and small spherical deposgits an approximate diameter of 4 nm.
After 12 hours (t = 12 hours) larger structureenalsling a collection of spherical particles are
visible in some parts of the grid. At day 3 (t =d8ys) we can instead observe well-defined
ribbon-like structures with widths varying betwe2 and 30 nm and measuring several
hundreds of nanometers in length. After one weekXtweek) bundles of fibrous filaments are
visible with an overall less regular morphologyrihihe structures observed at day 3. Formation
of the structures similar to those reported in FBgBA was also detected in preparations of
monomeric E6 incubated at either low temperatuse®Q) or at lower salt concentration (150
mM NaCl instead of 400 mM)déata not shown Similar results were also obtained with
monomeric MBP-E6 fusions of HPV16 EB6, indicatingttlthe presence of the MBP tag does
not hinder the fiber assembly process. This Iditeting allowed us to investigate other E6

proteins, which require fusion to MBP for the id@ma of their monomeric form. We purified
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monomeric MBP-E6 proteins issued from HPV11, HPVA®& the phylogenetically more
distant BPV1 virus and incubated them as indicatealve. EM images taken immediately after
purification show that all MBP-E6 proteins are h@apeus preparations of low molecular
weight particles (Fig. S1A-C). As the incubatioméi increases we detect formation of similar
structures as those formed by HPV16 E6. Imagesgn8B-8D show that all MBP-E6 proteins
analyzed develop fiber bundles and ribbon-likecttmes after one week of incubation. Hence,
the ensemble of these data show that spontanediiasseciation into large multimeric
structures is a property shared by distantly rdl&® proteins.

At this stage we wondered what would be the ewotutof the soluble MBP-E6
aggregates described ih9 upon incubation. HPV16 MBP-E6 samples were &ffipiurified
as described in1Q). Immediately after purification these preparasimontain the well-defined
spherical structures previously described. Aftev tiays of incubation they also develop fiber
bundles although with an overall less regular molgdyy as the structures shown in Fig. 8 (Fig.
S1D). Remarkably, when incubation is performedoat temperature (5 °C) to slow down the
kinetics of self-assembly, we clearly observe sridlfilaments growing from the spherical
aggregates (indicated by an arrow in Fig. 8E), eatigg that soluble MBP-E6 spherical

structures can also act as nuclei for fiber foromati

Secondary structure changes implicated in E6 sedsambly.

In an attempt to further characterize the structfr&6 multimers, we monitored the
changes in Thioflavin-T fluorescence in preparatiohmonomeric HPV16 E6. We detected no
significant differences in the intensity of the dtévin-T emission signal at the different time
points of E6 incubationd@ta not showy suggesting that E6 multimers do not contain the
cross-beta structures typical of amyloid aggregat{@2). In addition, far UV Circular
Dichroism (CD) experiments failed to provide corste results, mainly due to the difficulties
imposed by sample precipitation upon incubation lagit scattering during the measurements.
We therefore opted for FTIR spectroscopy, whichbésg to overcome these problems.
Experiments were performed on gM monomeric HPV16 E6 preparations incubated at0 °
in buffer containing either 150 or 400 mM NaCl (ddaterials and Methods). E6 samples did
not show any evolution in the amide | region (sp@atange 1700/1600 c¢h during the first
week of measurement. However a significant changthé bandwith of the amide | band is
observed starting from the second week of incubatibich terminates after one month (Fig.
9A and B), Similar changes were also observed BV E6 samples which have been
dialyzed against buffer containing 98% D20 immealiatafter purification (Figure S2A).
Overall it appears that salt concentration hasigoificant effect on the time-evolution of E6

samples.
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Secondary structure analysis was carried out oAthiele | band of spectra of the E6 protein in
150 mM NaCl (Table 2 and Fig. S2). For monomeric &6=0 we obtained the following
estimation: 30%@-sheet, 28%&-helix, 24%B-turn and 13% random coil. These results are in
agreement with what has been previously reported.ipgri and coworkers on the HPV16
E6(A143-151) construct which lacks the last 8 unfol@etérminal residues (27%-sheet, 26%
a-helix, 24%p3-turn) (23).

On the other hand, for the E6 sample incubate®®odays we obtain a significantly different
profile with 38%(3-sheet, 17%-helix, 27%p-turn and 10% random coil. It therefore seems
that there is a significant increasefirsheet structure (8%), which is paralleled by arelese in

a-helix.

E6 self-association occurs in vivo in transiengxpressed eukaryotic cells.

Nucleo-cytoplasmic delocalization techniques allodetection of protein-protein
interactions in transiently co-transfected eukdcyotlls @4). This assay requires one of the
proteins to be fused to either a nuclear locabisatir a nuclear export sequence (NLS or NES) .
As a result of protein-protein binding the inteagtpartner becomes targeted to either the
nucleus or the cytoplasm.

Here we used nucleo-cytoplasmic delocalizatioimtestigate E6 self-associationvivo.
We selected HPV18 E6 based on its ability to fotable dimmersn vitro. We cloned fusion
constructs containing the wild-type HPV 18 E6 sempeeN-terminally fused to either a Flag or
a cMyc tag to allow for immunodetection. The cMy8-€onstructs were additionally appended
with either the SV40 T-antigen based-NLS sequemce leucine-rich NES sequence at the N-
terminus (NLS-cMyc-E6 and NES-cMyc-EB6).

When transfected in Hela cells, Flag-E6 localgegerentially in the nucleus due to the
fact that wild-type E6 is naturally equipped witttrinsic NLS sequences (Fig. 10A). When an
excess of NLS-Myc-E6 is co-transfected with Flag-B& NLS-Myc-E6 exhibits a strong
nuclear signal. Remarkably, co-transfected Flagi€E@revalently nuclear with cytoplasmic
expression levels close to the background (Fig.)1@® the other hand, when an excess of
NES-cMyc-E6 is co-transfected with Flag-E6, NES-MB@& displays an even distribution
between nucleus and cytoplasm. Indeed, a simikargn distribution is observed also for the
co-transfected Flag-E6, which contrasts with thefgrential nuclear staining observed for Flag-
E6 alone (Fig. 10C). Therefore the distribution Fiag-E6 is strongly modified by co-
transfection with an excess of cMyc-E6 equippedh\witalisation signals. These data indicate
that differentially tagged E6 monomers interactwaach other inside the cells, suggesting that

E6 proteins self-associate in their natumalivo environment.
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DISCUSSION

E6 proteins share a common domain architecturehéwe variable surface properties
(15). We have previously described soluble aggregatssessing miscellar structure that are
formed upon biosynthesis by PV E6 proteins upoifuso MBP (6, 19. Besides us, other
authors reported on the existence of oligomeriddéts of HPV16 and 18 EGA{, 18, 2%. In
this work we find that distantly related E6 progesuch as HPV16 E6 and BPV1 E6 form both
soluble oligomers and multimeric ordered ribboreliktructuresin vitro, which clearly
highlights a conservation of self-association im B6 protein family.

We found that E6 oligomers hawe vitro properties very similar to the monomeric
counterparts. E6 monomers, dimers and trimers als@ss a native 2:1 Zmprotein
stoichiometry expected from the E6 domain architestindicating that E6 oligomerization is
not caused by loss of metal ion coordination. Iditaah, we found no detectable difference in
the p53 degradation and E6AP binding activitiesrminomeric and dimeric HPV18 E6. We
also observed that the MBP-E6 oligomers can readiate, though with different rates
depending on the E6 type, into the monomeric foporudilution. The ensemble of these
observations suggest that the small-size oligoraeesformed by natively folded monomers
engaging in reversible non-covalent interactiondctvhdo not alter the structural features
required for their activities.

In this study we also observe that monomeric EGeme from different PV strains
purified in native conditions can spontaneousleagse into large organized ribbon structures
upon incubation at 20 °C for several days. FTIR eexpents have shown that E6 self-
association into these large multimers is accongzhhy secondary structure changes involving
a significant increase in thg-sheet content. However, the absence of thiofldvibinding,
which is in agreement with the findings &5 on spheroid multimers of HPV18 and HPV16
E6 refolded in acidic conditions, suggests thatritimers do not possess amyloid structure.At
present we do not know whether the conformatiohainge related to the increasepisheet
takes place at the level of E6 oligomerization gromu formation of larger multimers.
Unfortunately we cannot measure FTIR spectra owliffierent oligomers of HPV11 and 18 ES6,
since these species can only be purified as MBRJUEi®ns and cannot be separated from the
MBP tag that would dominate the spectra.

Whatever the structure of the E6 oligomers, theseiss might still act as intermediates
in the pathways leading to larger multimers, asyeated by the observation, reported in this
work, that concentration of E6 oligomers leads twtHfer assembly into larger species.
Remarkably, we have found evidence that MBP-E6ldelaggregates purified from bacterial
extracts can also serve as nuclei for the formatbrsmall protofilaments. In a previous

publication (9 we have proposed that E6 moieties in MBP-E6 delalggregates possess a
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native-like structure based on the observatiomaodxpected 2:1 zinc:protein stoichiometry. It is
therefore possible that MBP-E6 soluble aggregatdsiae small oligomers described here share
the same zinc-binding domain structure and pattiéintermolecular interactions. However, at
present we cannot exclude that the mechanisms as&&mbly into larger multimeric structures
are distinct from those leading to small size ailigos, involving, for example, covalent
interactions such as disulfide bridging and/or mmmlecular cross-linkingvia zinc ions.
Interestingly, we also observed fibrous structunepreparations of the isolated HPV16 E6-N
and E6-C domainsdata not showpn albeit at higher protein concentrations (3AD1),
suggesting that the sequence and/or structureresnents for self-association are located on
both of the E6 domains.

In this work we show that E6 self-association tafkace in transiently expressed Hela
cells in its naturain vivo environment. The assay used relies on the indmedeo-cytoplasmic
delocalization of E6 as a result of associatiorhwaibother E6 molecule equipped with either a
nuclear localization or export signal peptide.WbgkGarcia-Alai et al., which uses antibodies
raised against soluble E6 oligomers obtained bwldafg techniques, suggests that E6
oligomers occuin vivo in HPV-positive Hela and CaSki cell line®5. Hence, what could be
the functional role of E6 self-association? Here st®w that p53 degradation and EG6AP
binding activity profiles are similar for monomerad oligomeric E6 forms. On the other hand
we have repeatedly observed a loss of both E6ARdeepinding and p53 degradation activity
in recombinant E6 samples that were stored forraéweeeks data not showy which is likely
to be related to the formation of larger E6 multimdt would be interesting to understand what
are the physical events leading to activity lodsether it is simple steric hindrance in the larger
complexes or real conformational changes which o@umore advanced stages of self-
association. It is possible that binding to certbgands may promote E6 self-association.
Results by Medcaf and coworkers have shown thaptsas of HPV16 E6 and p53 consist of
p53 tetramers and E6 dimdg6). One intriguing hypothesis for the functionale@f active E6
oligomers could be the simultaneous targeting oftipla cellular proteins, resulting in the
coordination of various virus-host interaction pedlys. For example, it is well known that E6
binds to several host proteins and targets thetdetpadation47, 2§. The best characterized
E6-mediated degradation pathway is the one ocguvianthe 26S proteasome, which requires
ubiquitination of the substrate by the E6AP liga&esingle oligomer could bind at the same
time to different cellular proteins which targetheir the same or different E6 sites (such as
cellular proteins containing the Lx).sh motif 29) or PDZ domains30)). Consequently a
single ubiquitination event on any of the substateuld be sufficient to target all these
proteins simultaneously to the 26S proteasome. wathanism would increase the efficiency

of the E6 proteins and therefore enhance their ggmeo potential.
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MATERIALSAND METHODS

Expression and purification of HPV E6 proteins.

E6 constructs from HPV 5, 11, 16, 33 and 52 areatadtin non-conserved cysteines in
order to limit intermolecular disulfide bridge foation as previously described4 19, 3}.
Throughout the text, for reasons of clarity, thegsteine mutated constructs will be referred to
by their strain names, omitting their full nomeruala designating the mutations. By contrast,
E6 constructs from HPV 18 and BPVA0J correspond to the wild-type sequences.

The expression vectors for the HPV E6 proteins Haaen previously described9).
Similarly to the other E6 constructs, the wild typeV1 E6 protein were cloned in the Ncol and
Kpnl sites of the pETM-41 vector (kindly provided &. Stier, EMBL, Heidelberg, Germany).

MBP-E6 and E6 proteins used in this work were aspressed ifc. Coli BL21 DE3
by low temperature induction at A5 for 17 hours. MBP-E6 fusion proteins were pudfiesing
amylose affinity chromatography and separated freoluble aggregates by extensive
ultracentrifugation as described it9f. Buffer A (50 mM Tris pH 6.8, 400 mM NaCl and 2 mM
DTT) was used throughout the purification. Preparst of monomeric MPB-E6 and E6 were
obtained by further fractionation on a Superdex1BH0 gel filtration column equilibrated in
buffer A. The individual oligomeric forms of MBP-EB@ere instead obtained from fractionation
on a Superdex 200 16/60 column equilibrated indyuff as described in the text.

Concentrations were determined by absorbance atnP8ased on the calculated

extinction coefficient of the monomeric form of theotein.
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Analytical gel filtration chromatographySample volumes of 100 or 5Q4d were
injected on Superdex200 10/30 and/or Superdex731cBlumns equilibrated in buffer A. The
experiments were performed using an AKTA Purifigst8m (GE Healthcare) maintained at 10
°C.

Analytical ultracentrifugationSedimentation velocity experiments were done a&€4
using 2-channel charcoal centerpices and speed086rfim in a Beckman Optima XL-A
centrifuge fitted with a four-hole AN-60 rotor. Sembntation velocity profiles were collected
by monitoring the absorbance signal at 280 nm iffebtA. Sedimentation coefficient and
molecular weight distributions were analysed by @(s) method implemented in the Sedfit
software package3p). Buffer density and viscosity corrections weredmaaccording to
published data3Q).

Determination of ZH content (TSQ assayXn® concentrations in E6 samples were
determined monitoring changes in fluorescence efzimc selective fluorophore TSQN(G-
methoxy-8-quinolyl)p-toluenesulfonamide) (Molecular Probes, Eugene, @Rgording to

published protocolsl) with minor modifications described in detail 9.

p53 degradation assaypb3 degradation assays were carried out as Hedcin 34).
Briefly, p53 proteins were synthesizad vitro using the TNT T7/SP6 reticulocyte lysate
transcription/translation system (Promega). The p@8slation product was incubated with
MBP-E6 or E6 proteins at concentrations betweenat@25 nM in 25 mM Tris-HCI pH 7.5,
100 mM NaCl and 2 mM DTT, at 22 for 1 hour. Control reactions were made by raptac
the MBP-E6 proteins with equivalent volumes of RBufA. Reactions were stopped by addition
of SDS-loading buffer, subjected to SDS-PAGE aralysed by autoradiography.

BlAcore experimentsExperiments were performed at 2& on a Biacore 2000
instrument (Biacore). All experiments were carrged using the protocols described #1). In
brief, the minimal E6 binding site of EGAP (i.e. L. TLQELLGEER) was expressed fused to
GST and captured onto the Biacore’s surfdee polyclonal anti-GST antibody. Subsequently,
the analyte E6 protein was injected and the intemaavith the E6AP peptide monitored. A
negative control GST-fusion peptide (peptide seqeeGNSGNSGNS) was used to correct the

binding sensorgrams for buffer effects and non-ifipdainding.
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Electron microscopyAliquots from MBP-E6 and E6 preparations were @itlto a
final concentration of 30 ngl in buffer A. 5ul were deposited on an air glovsaharged
carbon-coated grid. After 2 min adsorption samplese negatively stained with a 2% (w/v)
uranyl acetate solution. Images were acquired oRh#ips CM120 transmission electron
microscope operating at 100 kV with a LaB6 filamexreas covered with individual molecules
were recorded under low dose condition, at a maguidbn of x 45.000 on a Pelletier cooled
CCD camera (Model 794, Gatan, Pleasanton, CA).

FT-IR. 40 uM preparations of monomeric HPV16 E6 in 20 mM phagp buffer (pH
6.8), 400 NaCl (unless otherwise stated), 2 mM VEFe incubated at 2@ for a period of up
to 30 days. Middle infrared measurements wereedout at room temperature on a Vertex 70
(Bruker) Fourier transform spectrometer equippedhwa globar source, a LN-MCT
Photovoltaic detector, a KBr beam splitter and arRAcell (Harrick) fitted with a diamond
crystal (6 mrf) as the reflecting element. The spectrometer comgats were purged with dry
air to reduce interference with,@8 and CQ. At the different time points, 2-8I of sample
solution were deposited on the ATR crystal andvadld to dry at room temperature for 10
minutes. For each spectrum, a resolution of 2 wras chosen and 256 scans were accumulated.
Residual water in the gas phase was subtractedlbsiectra were smoothed with 9 points. The
data are presented in terms of arbitrary units.n&tced that sample concentration decreases
during incubation due to adherence to the eppeisdeills. However the relative ratio of each
structural element is unaffected and secondargtstrel analysis was performed on the Amide |
band (spectral range 1700/1600 Ynusing PeakFit software for deconvolution. Théirfi

procedure performed has an error of some percent.

Cell transfections and immunofluorescence asséled.a cells were maintained in
Dulbecco’s minimal essential medium (pH 7.2), sepmnted with 10% foetal calf serum.
Exponentially growing cells were transfected byctah phosphate co-precipitatior85)
with the different plasmids. The following trangdieas were performed : i) 08g of Flag-18
E6; ii) 3 ug of Flag-18 E6; iii) 3ug of NLS-Myc-18 E6 and 0.8g of Flag-18 E6; vi) 31g of
NES-Myc-18 E6 and 0.fg of Flag-18 E6. Each transfection was complete@.3qg of final
quantity of plasmids using plasmid BlueSkript K$ransfected cells were let grow for 24
hours. Hence cells were washed with PBS, fixedomled methanol for 10 minutes at —20°C
and then in cooled acetone for 1 minute at —20%@rfixation, the cells were incubated with
the anti-FLAG rabbit polyclonal antibody F7425 (®@) diluted in PBS for 1 hour at room
temperature, then with the anti-Myc mouse monodlangibody 9E10 (kindly provided by Dr.
M. Oulad, IGBMC, Strasbourg) subsequently with AdXuor 568-conjugated anti-rabbit goat
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immunoglobulin and Alexa Fluor 488-conjugated antiuse goat immunoglobulin (Invitrogen)
and finally with DAPI (Sigma). After extensive was@ with PBS, cells were dried and
mounted with Fluoromount (Southern Biotech) onidesIThe cells were then examined with a
Zeiss Axioplan Fluorescence microscope equippeth @it Olympus DP50 camera. Images
were collected with Zeiss 63X plan-neofluar objeesi and processed using Adobe-Photoshop

5.5.
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Table

Sample

ZA": protein stoichiometry

HPV 11 (MBP-E6)
HPV 11 (MBP-E6)
HPV 11 (MBP-E6)
HPV 16 (MBP-E6)
HPV 18 (MBP-E6)

HPV 18 (MBP-E6)

2.30 + 0.33
1.90 + 0.03
210+ 0.11
197 + 0.24
1.70 + 0.09

2.00 + 0.04
1

Experimentally derived Ziprotein stoichiometries for MBP-E6 samples fromVHRrains 11,
16 and 18. Monomer, dimer and trimer species aleated as (MBP-E6,)(MBP-E6 ) and

(MBP-EG6 ) respectively. Zinc concentrations were measureth®&y SQ assay and calculated

relative to ZnSQ@standards.

[B-sheet
a-helix
B-turn

random coill

HPV 16 E6 (t=0)

HPV 16 E6 (=30 days)

Position (crit) % ss Position (c/ % ss
1623, 1631, 1639, 1690 30 1625, 1637, 1685, 1695 38
1657 28 1653 17
1669, 1679 24 1663, 1674 27
1647 13 1654 10

Table 2. Secondary structure content (expressed as % sg)rmmeric HPV16 E6 immediately

after purification (t=0) and after 30 days of inatibn (t = 30 days). Secondary structure

analysis was carried out by deconvolution of sgeofr E6 in 20 mM sodium phosphate (pH
6.8), 150 mM NaCl, 2 mM DTT (Figure 9A, 9C). Theduency assignments are based3ah
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Analytical gel filtration chromatography of MBP-E&eparations. Affinity-purified
E6 samples were cleared from soluble aggregatadtiacentrifugation. Concentrations were
adjusted to approximately 2/8M and 100pul volumes injected on a Superdex200 10/30
column. Elution peaks corresponding to monomer (M, 60 kDa), dimer (MBP-E§ 120
kDa) and trimer (MBP-E$ 180 kDa) forms of MBP-E6 proteins are indicat€de shoulder at
15 ml corresponds to monomeric MBP arising fromdwa proteolytic activity in the protein
preparations. Molecular size markers are reportetop of the figure. 1: Yy 2: ferritin (440
KDa); 3: mouse Igg (150 KDa); 4: BSA (67 KDa); Statbumin (43 KDa); 6: RNase (13.7
KDa). The elution profiles correspond to E6 progefnom the following viral stains.A)
HPV11l (magenta line), HPV16 (black line), HPV18ugblline) and BPV1 (green line)BY
HPV33 (magenta line), HPV52 (black line), HPV58g@n line) and HPV5 (blue line).

Figure 2. Molecular weight distribution of MBP-E6 oligomerispecies as derived from
sedimentation velocity experiments. The E6 proteiaported are from HPV strains 11

(magenta line), 16 (black line) and 18 (blue li@)M) indicates arbitrary units.

Figure 3. Gel filtration profiles of HPV11 MBP-E6 preparati® after separation from the MBP
tag. Affinity-purified MBP-E6 preparations were ated from soluble aggregates by
ultracentrifugation and digested using TEV prote&gsequently, 500l were injected on a
Superdex75 10/30 columrA) Peaks corresponding to monomeric(B@ kDa), dimeric (ES

36 kDa) and trimeric (E654 kDa) E6 forms and MBP (MBP, 44 kDa) are inthda Molecular
size markers are reported on top of the figur&/12: BSA (67 KDa); 3: ovalbumin (43 KDa);
4: Myoglobin (17.6 KDa); 5: RNase (13.7 KDa). Numibé-11 reported on the x-axis indicate
fractions collected for SDS-PAGE analysi®) (Lanes 1-11 correspond to fractions 1-11
indicated on the elution profile. Fractions wereqgipitated with 20% trichloroacetic acid.
Pellets were re-suspended in@0f loading buffer and applied to a 12% SDS-poty&mide
gel. Bands corresponding to MBP, TEV and E6 arecatdd.

Figure 4 Stability of HPV11 MBP-E6 oligomers upon dilutiofA) Affinity purified HPV11
MBP-E6 was cleared from soluble aggregates andetpphto a Superdex200 10/30 column.
(B-D) Aliquots of fractions corresponding to the monoiméB), dimeric C) and trimeric forms
(D) of MBP-E6 (corresponding to the indicated gregaarin A)) were re-loaded individually
onto the same gel filtration column at concentraiof 6.0 (continuous lines) and 0.8 (broken

lines)uM. See also legend éfigure 1.
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Figure 5. Stability of HPV18 MBP-E6 oligomers upon dilutiofA) HPV18 MBP-E6
preparations were loaded on a Superdex200 10/3@ncobs described iRigure 4. Monomer
(B) and dimer C) fractions (indicated by the grey areas) wereossted a second time on the
same column at concentrations of 3.0 (continumes)iand 0.44M (broken lines). (MBP-E6)
refer to larger oligomers eluting at the columndvwolume. See also legendfiure 1. (D)
Monomer and dimer fractions of HPV18 MBP-E6 anatyzen a 12% SDS-PAGE in the
presence (Bme) and in the absencdiifpe) of the reducing ageftmercaptoethanol. Lane 1
(L1): monomer Bme; L2: dimer fme; L3: monomer3me; L4: dimer Bme. Samples were
migrated on the same gel but were separated byetwpty wells in order to avoid cross-
contamination by3-mercaptoethanol. The migration of the moleculaigivemarkers (in kDa)

is reported on the left hand side.

Figure 6 Assembly of larger oligomers of MBP-E6 upon concatmn. Affinity purified

HPV18 MBP-E6 was ultracentrifugated to remove sl@lubggregates. A fraction of the
recovered supernatant was concentrated 5-fold. Botoncentrated (continuous line) and 5-
fold concentrated (broken line) MBP-E6 samples weesled on a Superdex 200 10/30 gel-

filtration column.

Figure 7 Characterization of the activities of E6 oligoneeforms. Oligomeric MBP-E6 forms
were fractionated on a Superdex 200 10/60 columateln concentrations were determined
based on the calculated extinction coefficientshef monomeric formsA) Degradation ofn
vitro translated p53 by HPV18 MBP-E6 monomer (lanes {£4) and dimer (L: 5-8) species.
p53 degradation reactions contained the followiogcentrations of HPV18 MBP-E6: 400 nM
(L1 and L5); 200 nM (L2 and L6); 100 nM (L3 and LB0 nM (L4 and L8). The histogram
indicates the residual p53 signal expressed aepege relative to the intensity of the input
control band (L9).B) Binding of HPV18 MBP-E@limer to a peptide containing the Lxksh
motif of EGAP as monitored by SPR. The figure illates the concentration dependent binding
of MBP-E6to approximately 600 RU of affinity-captured GSTAESpeptide ligand. The MBP-

E6analyte concentrations for each sensorgram aredteti on the figure.

Figure 8 Spontaneous assembly of monomeric E6 and MBP-Efeips into ordered
multimeric structures visualized by EMA) Partial field images of monomeric HPV16 E6 taken
at 0, 1/2, 3 and 7 days of incubation Partial fimdiges of B) HPV11, C) HPV18 and D)
BPV-1 MBP-E6 proteins after one week incubatida) HPV16 MBP-E6 soluble aggregates
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incubated for 2 days at 5 °C. Bar = 50 nm for iesan Q) t=0, t=12 hours, t=3 days and in
(E). Bar = 100 nm for images iA}] t=1 week, B) and D). Bar = 500 nm for image irCj.

Figure 9 FTIR characterization of aggregates in samplesmanomeric HPV16 EB6.
Superposition of IR spectra of HPV16 E6 in buffentaining either 150 mMA) or 400 mM
NaCl B) recorded at different time points of the incubati

Figure 10 Detection of HPV 18 EG6 self-associatian vivo using nucleo-cytoplasmic
delocalization techniques. Localisation of Flag-B8,S-Myc-E6 and NES-Myc-E6 in HelLa
cells transiently transfected: withAY 0.8 ug of Flag-E6 ; B) 3 ug of NLS-Myc-E6 and 0.8ig

of Flag-E6 ; C) 3 g of NES-Myc-E6 and 0.§ig of Flag-E6. Superpositions of cMyc and
FLAG images are shown foB] and C).

SUPPLEMENTARY MATERIAL

Figure S1 Partial field images of monomeric MBP-E6 prepamagi from HPV11A4), HPV18
(B) and BPV1 C) viral strains immediately after purification (t= incubation). D) Affinity
purified preparations containing HPV16 soluble MB®-aggregates after 3 days of incubation

at 20 °C.

Figure S2 Secondary structure analysis performed on the Arhjkak in of spectra of E6 after

1 day @A) and 30 daysR) of incubation (complete spectra shown in Fig..9A)
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L’'obtention d’'un échantillon de qualité et quantité suffisantes est la condition sine
gua none pour une étude structurale. Mais I'échec systématique de toutes les tentatives
d’expression et la purification des oncoprotéines E6 de papillomavirus avait comme résultats
un manque évident de données structurales dans la littérature, contrairement au volet

biologigue largement étudié et discuté.

Les résultats que nous avons montrés dans cette étude constituent a notre
connaissance les premiéres ouvertures vers I'étude structurale des protéines E6 entiéres de

HPV, BPV et de papillomavirus aviaires.

L'expression et la purification de E6  sont deux étapes cruciales, sur lesquelles
nous nous sommes attardés en raison des difficultés rencontrées. Nous utilisons des
systemes d’expression bactériens qui sont pourtant largement utilisés, mais les optimisations
gue nous avons introduites font la différence. La protéine E6 exprimée dans les bactéries a
toujours besoin d’'une autre protéine porteuse solubilisatrice pour prévenir sa précipitation
sous forme de corps d'inclusion. Cependant, la protéine GST largement utilisée comme
« facilitatrice » de la purification de la protéine a déja amélioré la qualité de la protéine E6
exprimée en bactérie (Lechner et Laimins, 1994). Les mémes auteurs avaient assimilé la
GST aux protéines chaperonnes. La protéine de fusion MBP quant a elle, est connue pour
son réle de stabilisateur des protéines mal repliées (Kapust et Waugh, 1999). Nous avons
remarqué gu’en ayant cette protéine fusionnée a I'extrémité N-terminale d'une protéine EB6,
nous gagnons en solubilité. Dans le meilleur des cas nous obtenons principalement des
protéines monodisperses, et dans le pire des cas nhous obtenons des préparations dominées
par des "corps d’inclusion solubles"”, mais contenant une fraction de MBP-E6 monodisperse
plus ou moins importante récupérable dans le surnageant d'une longue étape
d’ultracentrifugation. La température d’expression est un facteur important aussi bien que le
temps d’induction. L’expression des protéines E6 est effectuée a une température
relativement basse °(15 C), les protéines ainsi ex primées trouveront le temps d’adopter une

conformation proche de leur repliement sinon leur repliement original.

Les méthodes de purification d'ores et déja utilisées en routine dans notre
laboratoire, permettent de limiter I'oxydation des protéines E6 riches en résidus cystéines (14
pour HPV16 E6 4C/4S, 14 pour BPV E6 et 5 pour FIPV E6). La purification des protéines E6
fusionnées avec la MBP ou GST ne garantissent pas un repliement correct de E6. La
protéine porteuse bien repliée, limite I'association de la protéine E6 (mal repliée) avec

d’autres E6, ce qui constitue un état transitoire entre les agrégats et la forme monodisperse.
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C’est pour cela que nous ajoutons en général une étape d'ultracentrifugation longue d'une
dizaine d'heures pour sédimenter les fractions de MBP-E6 qui se sont proches de I'état
agrégé et pour récupérer les fractions encore solubles de la fusion. Toutefois cette étape
n'est pas un passage obligatoire pour toutes les constructions que nous avons produites.
Les fusions de MBP avec différents domaines (HPV E6-N, HPV-E6-C « sauvage », BE6-N),
la protéine FIPV E6 et le complexe covalent LXXLL-BE6 n’ont pas montré de précipitation
apres l'ultracentrifugation. La force de sédimentation, étant trés forte, permet la détection de
toute hétérogénéité de populations dans les échantillons et permet d'avoir une premiére idée
du degré de monodispersité, et de la solubilité des échantillons apreés le clivage entre MBP et
E6.

Le repliement des domaines isolés de E6, est largement élucidé dans notre
étude. En effet, chaque domaine de E6 se replie isolément. Ceci a été démontré pour le
domaine HPV16 E6-N (Lipari et al., 2001), aussi bien que le domaine C-terminal de la méme
protéine (Nominé et al., 2003). Cependant, aucun de ces auteurs n'étaient parvenus a
produire simultanément des échantillons stables des deux domaines utilisables pour I'étude
structurale. Au cours de ce travail, hous sommes arrivés a produire les deux domaines de
HPV16 E6 sous forme sauvage (E6-N et E6-C). Le domaine N-terminal « sauvage » (1 — 80
aa) que nous avons purifié est une construction plus longue que celle produite par Lipari et
al., (2 — 77 aa), et nous avons obtenu les échantillons permettant de résoudre sa structure.
Le domaine C-terminal E6-C « sauvage » tout comme le mutant E6-C 4C/4S est soluble.
Nous pensons donc que les quatre cystéines non conservées au hiveau du domaine C-
terminal de HPVEG6 16 ne générent pas l'agrégation du domaine, mais ne constituent pas
non plus des résidus dont la nature est absolument essentielle au bon repliement de la

protéine.

Contrairement au HPVES6, a notre connaissance, aucune étude sur les domaines
isolés de BEG6 n’avait été publiée. Nous avons montré que le domaine BE6-N (par homologie
avec HPV16 E6-N) est un domaine soluble, bien replié, alors que les meilleurs échantillons
gue nous avons obtenu du domaine C-terminal semblent avoir des problemes de repliement
et/ou de solubilité. Les mutations que nous avons introduites dans ce domaine n’ont pas
diminué le rapport d’agrégation et la précipitation. Nous avancons donc I'hypothése que le
domaine C-terminal de BE6 est dépendant du domaine N-terminal pour soutenir son

repliement.

Une nouvelle séquence de la protéine E6 entiére observé chez des
papillomavirus infectant d’autres especes animaux. La protéine E6 de FIPV présente une

similarité de séquence avec les deux domaines de HPV16 E6, mais cette protéine ne
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contient qu’'un seul domaine a zinc. Cette protéine trés soluble est monomérique. L'existence
d'une protéine E6 "monodomaine” pourrait soutenir I'idée avancée par Danos et al., en 1987
que les deux domaines des protéines E6 proviennent d’'une duplication d’'un simple domaine
(Danos et al.,1987). Les résultats que nous avons obtenus plaident en faveur de cette
théorie, et rendent possible la relation entre une forme originale de E6 mono-domaine et la
protéine E6 a deux domaines dérivée de I'évolution des virus. L'autre protéine E6 de FPV
mono-domaine n’'est pas purifiable suivant nos méthodes. L’'explication plausible évoque
implication de plusieurs résidus hydrophobes, probablement exposés a la surface du
domaine, qui sont présents dans la séquence de cette protéine par rapport a E6 FIPV ou les

positions équivalentes sont hydrophiles.

La protéine E7 de FIPV présente des caractéristiqgue s communes aux
protéines E7 des papillomavirus infectant les mammi féres. L'utilisation des programmes
de prédiction de séquences telles que GLOBPLOT et IUPRED nous ont permis de repérer
une région N-terminale de E7 comme étant non structurée, ce qui est dailleurs
caractéristique d’'autres protéines E7 issues de différents souches de papillomavirus. A cela
s'ajoute la présence du motif conservé LXCXE qui sert comme motif de liaison de pRb (Lee
et al., 1998; Radulescu et al., 1995). Nous avons produit des échantillons solubles et trés
concentrés de la région C-terminale de E7 FIPV (les derniers 59 aminoacides). Ce domaine
C-terminal purifié est sorti de la gel-filtration sous forme d'un homodimere, ce qui corréle
parfaitement avec ce qui a été décrit dans la littérature concernant le repliement et la
structure de la région C-terminal des protéines E7 (Liu et al., 2006; Ohlenschlager et al.,
2006)

Les analyses biophysiques de E6 et E7 recombinantes de FIPV ainsi que la
localisation de deux protéines dans les compartimen ts cellulaires évoquent un
repliement et une bonne solubilité pour les deux protéines en milieu cellulaire. L'expression
abondante et la localisation différentielle de ces protéines suggerent qu'elles sont
fonctionnelles dans leur virus d'origine. En I'absence de toute étude biologique sur ces
protéines, nous ne pouvons pas les classer comme des oncoprotéines ; mais le degré de
conservation des séquences entre E6 et E7 de FIPV avec leurs orthologues de

papillomavirus humains est révélateur d’'une certaine ressemblance fonctionnelle.

Les méthodes que nous avons utilisées pour prévenir 'agrégation de la
protéine E6 sont loin d’étre les mémes pour toutes les échantillons. Nos résultats
montrent que les mutations des cystéines non-conservées dans la séquence de E6 sont
largement utiles pour solubiliser la protéine E6 de HPV16, d'ou les quatre mutations Cys —

Ser (E6 4C/4S). Or, la mutation de deux résidus non-conservés du domaine N-terminal de la
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méme protéine (E6-N 2C/2S) favorise I'agrégation du domaine. Nous avons également muté
les cystéines non-conservées adjacentes de celles liant le zinc (Cys91, Cys128) dans le
domaine BE6-C et dans le contexte de la protéine BE6 compléte, mais les résultats n'ont pas

été conformes a ceux que nous avons obtenus avec E6 de HPV.

La stratégie de co-purification de BE6 avec un peptide issu de son ligand paxilline a
permis de produire des excellents échantillons de BE6. Nous avons adopté le méme principe
afin de tenter de solubiliser la protéine E6 de HPV. Un peptide issu de E6AP ayant été
fusionné a l'extrémité N-terminal de E6, la purification du complexe n'a pas donnée I'effet
attendu, car cette fusion peptide-protéine, une fois séparée de la protéine MBP précipitait
sous forme d’agrégats. Ceci pourrait étre lié a la différence remarquable de I'affinité entre
paxilline-(LXXLL)/BE6 et E6AP(LXXLL)/E6 HPV. Les constantes de dissociation estimées
par BlAcore pour la premiére et la deuxieme interaction sont, respectivement, de I'ordre de
0,1 pM et 4,22 uM (Zanier et al., 2005).

Le domaine N-terminal de HPV16 E6 se dimérise a hau te concentration. C’est
ce que nous avons remarqué en comparant les spectres de différentes concentrations du
domaine E6-N « sauvage ». Le seuil au-dessus duquel la dimérisation commence a dominer
est défini & une concentration de 50 pM. La région que nous avons identifiée comme surface
probable de dimérisation se révele bien responsable de ce phénomene. Certains mutants du
domaine que nous avons construits ont perdu toute tendance a dimériser méme a des

concentrations six fois supérieures au seuil préalablement défini.

La force d'ultracentrifugation appliquée pour tracer les profils de sédimentation des
différentes populations (monomére, dimere, trimeéere ...) dans les échantillons de E6-N, a
confirmé les résultats obtenus par RMN. Les mutations des résidus que nous avons
identifiés « sur la surface de dimérisation » préviennent généralement la formation du
dimére, a l'exception de la mutation R48A qui favorise d’avantage la dimérisation du
domaine. Les mutants monomeres sont également trés solubles. La mutation Phe 47 mutée
en Arg (F47R) semble avoir un effet tres important au niveau de la monomérisation de E6-N

aussi bien que la solubilité de la protéine E6 dans sa forme E6 4C/4S FA47R.

Le mutant E6 4C/4S F47R, est jusqu'a présent la forme la plus soluble de la
protéine E6. Les tests de solubilité attestent de cet état. Les échantillons que nous avons
obtenus sont encourageants pour poursuivre les mesures menant a la résolution de la
structure. Mais cela est encore difficile, car, la protéine ne supporte pas les concentrations

de I'ordre de 500-600 uM (seuil préférable pour la RMN et la cristallographie).
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Assurément la dimérisation du domaine N-terminal de E6 serait responsable de
'agrégation de la protéine entiére. Etant donné que la concentration de la protéine E6 de
HPV16 exprimée dans les cellules semble basse, le phénomeéene de dimérisation dépendante

de la concentration ne doit pas étre perceptible dans ce cas.

La dimérisation du domaine N-terminal de HPV E6 a-e lle un réle fonctionnel?
Cette question s'imposait lorsque nous avons remarqué que certaines constructions de E6
portant des mutations favorisant la forme monomérique du domaine N-terminal perdaient
certaines activités biologiques, a savoir la dégradation de p53. Nos observations montrent
que les mutants qui contiennent le résidu Phe 47 muté, ne dégradent pas le p53 in vitro et in
vivo. Néanmoins, d’autres mutants qui contiennent des mutations ayant empéché la
dimérisation de E6-N, dégradent le p53 (par exemple E6 4C/4S D44A, E6 4C/4S H24A). Ce
qui signifie que la dimérisation de E6-N ne serait pas nécessaire pour la dégradation de p53.
Nous avons également remarqué que I'ensemble de mutants qui portent des mutations
dirigés sur la surface de dimérisation de E6-N gardent leur affinité pour les motifs LXXLL.

L'ensemble donc de ces mutants interagissent in vitro avec E6AP.

La dégradation de p53 meédiée par E6AP passe d'abord par une interaction
E6/E6AP suivi par le recrutement de p53 et la formation d’'un complexe trimérique
E6/E6AP/p53 (Schwarz et al., 1998). Or, nous avons démontré que les protéines E6 qui
contiennent la mutation R47R contribuent a la formation du complexe E6/E6AP in vitro, mais

ce complexe semble inactif pour le recrutement et/ou la dégradation de p53.

Trés récemment, nos collégues Ristiriani et al., ont mené une étude focalisée sur
les caractéristiques biologiques d’'un simple mutant E6 F47R. En concordance avec nos
résultats, ils ont montré que E6 F47R est déficient pour la dégradation de p53. De plus, ce
mutant est un dominant négatif capable de freiner la dégradation de p53 (induite par E6
endogéne) et restaurer significativement son niveau d’expression dans des cellules HPV

positives issues du cancer du col de I'utérus (Ristriani et al., 2009).

Nous avons mis en évidence des mutants de E6 qui ne reconnaissent pas le
motif LXXLL. Le spectre HSQC d’'un échantillon de E6 4C/4S a été objet d’'une titration avec
un peptide minimum synthétisé (non marqué) qui contient la région du motif LXXLL de E6AP.
Le déplacement chimique traduit par des variations de fréquences (*°N, 'H) ne concerne
normalement que les résidus qui seraient impligués directement dans cette interaction.
Certains mutants ponctuels de E6 4C/4S contenant a chaque fois I'un de ces résidus muté
sont plus ou moins solubles que la construction de départ. Dans la plus part de ces mutants,

nous avons commuté les résidus concernés par I'acide aminé glutamique (E) pour créer
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d’avantage un environnement répulsif au peptide qui contient le motif LXXLL de E6AP
(chargé négativement). Nos résultats in vitro montrent que trois mutants se révelent non
spécifiques pour le peptide LXXLL et pour la protéine EGAP entiére, ce qui suggére que les
résidus L50E, V53E et I128E sont important pour la reconnaissance du motif LXXLL et
l'interaction E6/E6AP. Raisonnablement, les mémes mutants (E6 4C/4S L50E et E6 4C/4S
V53E) ne dégradent pas la p53 in vitro. Ceci est justifié par I'absence de [linteraction
E6/E6AP, et donc la suppression de la voie de médiation principale pour la dégradation de
p53 & savoir la poly-ubiquitination de celle-ci. Notons que nous n’avons pas obtenus de
résultats concluants sur E6 4C/4S I128E, car il est toujours mal traduit dans nos essais in
vitro, mais, il a été montré gqu’'un mutant comportant le méme résidu muté en alanine (E6
6C/6S 1128A) ne dégrade pas le p53 in vitro (Nominé et al., 2006).

Néanmoins, nous avons trouvé que ces mutants (E6 4C/4S L50E, E6 4C/4S V53E
et E6 4C/4S 1128E) ne sont déficients pour la dégradation de p53 que dans le systeme de
dégradation in vitro. Les mutants semblent bien dégrader la p53 in vivo ce qui contraste a
premiére vue avec nos résultats in vitro. Cependant, nous expliquons cela par le fait que la
dégradation de p53 in vitro dans les systémes de réticulocytes du lapin dépend uniqguement
de E6AP, alors que de multiples voies seraient possibles pour la dégradation de p53 in vivo
(cellules C33A).

Le mutant E6 4C/4S K11E présente une particularité semblable a celle de E6 4C/4S
F47 avec bien s0r la difféerence remarquable de solubilité au bénéfice du dernier mutant. En
effet, E6 4C/4S K11E comme E6 4C/4S F47, ne dégrade pas le p53 dans les systémes in
vitro et in vivo, mais n'empéche pas la formation d’'un complexe E6/E6AP. Lorsque nous
comparons la détection de E6 dans les cellules C33A transfectées, nous constatons que la
localisation nucléaire n’est pas claire pour E6 4C/4S K11E. Contrairement a la protéine E6
sauvage, préférentiellement nucléaire, la E6 4C/4S K11Esemble localisée sans préférence
dans le cytoplasme et dans le noyau, bien que le résidu muté (K11) ne se trouve pas a priori

dans une séquence NLS (Nuclear Localisation Signal) de E6 (Le Roux et Moroianu, 2003).

En somme, nous pensons pour les catégories de mutants qui lient EGAP mais ne
ciblent pas le p53, qu’ils sont altérés non pas dans leur interface directe d'interaction avec
E6AP, mais pour leur capacité a transduire un changement de conformation nécessaire pour

promouvoir l'activité ubiquitine-ligase de EGAP.

Les mutations de cystéines non conservées du C-term inal n’altérent pas le
repliement ni la fonction de la protéine E6. Nous avons réussi a purifier et obtenir des

échantillons tres solubles et trés concentrés du domaine E6-C sous sa forme sauvage, idem
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pour le domaine E6-N. Quand ces domaines sont combinés dans la protéine entiére, la
protéine E6 sauvage est complétement agrégée et difficile a produire, justifiant ainsi le
recours vers le mutant E6 4C/4S F47R que nous avons pu produire suffisamment concentré
et soluble. Nous avons généré les différentes formes possibles combinant des mutations
contre les quatre cystéines non conservé du domaine C-terminale de E6 F47R. L’analyse de
la solubilité des différents mutants montrent que le rapport de solubilité est compris entre
celui de E6 FA7R (sans cystéines mutées) et E6 4C/4S FA7R, concluant que ce dernier est
le plus soluble. Cette partie est encore préliminaire, parce qu’elle est basée uniquement sur
des mini-purifications des échantillons. Coté fonction, E6 4C/4S F47R (quatre cystéines
mutée) et E6 F47R (sans cystéines mutées) présentent des résultats similaires pour la non
liaison avec EGAP et la dégradation in vitro et in vivo de p53. Ces résultats sont également
observés en utilisant les mutants E6 F47R (Ristriani et al., 2009) et E6 6C/6S F47R qui
contiennent les six cystéines non conservées mutées (Nominé et al.,, 2006). Donc nous
pouvons conclure que les mutations des cystéines n'ont pas d'effet contraignant, et que
désormais le mutant E6 4C/4S F47R est un bon candidat pour la résolution de la structure

finale de EBG.
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Le pouvoir oncogene des papillomavirus implique essentiellement les deux
protéines E6 et E7. D'ou le terme « oncoprotéines » communément utilisé pour désigner les
protéines incriminées dans le développement du cancer du col de I'utérus associé aux HPV
a haut risque. Cependant, a I'exception de I'espece humaine, les papillomavirus infectent
d’autres especes animales. L'enjeu principal de notre travail focalisé sur le volet structural,
se limite a I'étude de la protéine E6, encore peu inexplorée. Cependant, notre démarche
s'élargit a d'autres protéines E6 issues des papillomavirus bovins et aviaires, qui présentent
des particularités structurales originales en comparaison a leurs orthologues humains.

La structure de E6 a résisté pendant vingt ans a toute analyse, car la protéine était
trés difficile a produire par voie recombinante sous une forme repliée. Tout au début de notre
travail, nous avons commencé a améliorer les conditions d’expression et purification de la
protéine E6, ce qui a permis de lever les derniers obstacles empéchant la production de la
protéine recombinante. La structure du domaine E6-N est résolue par RMN. De plus, nous
avons démontré la présence d'un phénoméne d’auto-dimérisation du domaine E6-N
dépendant de la concentration ; la dimérisation se déclenche spontanément au-dela d'un
seuil de concentration de 50 puM. Des mesures RMN ont révelé l'implication directe de
certains résidus comme surface de dimérisation, ensuite nous avons muté ponctuellement
les résidus de cette surface. Les mutants qui en résultent sont analysés par
ultracentrifugation analytique mettant en évidence certaines formes du domaine E6-N trés
solubles et résistants a la dimérisation. Les mémes mutations introduites dans le contexte de
la protéine compléte, n'ont pas été moins intéressantes: nous disposons désormais
d'échantillons tres solubles de E6. Nous avons également pu produire le domaine C-terminal

sous sa forme sauvage.

La construction E64C/4S F47R est un mutant de E6 combinant le domaine E6-N
FA47R et le domaine E6-C 4C/4S. Ce mutant est choisi comme un candidat potentiel pour la
résolution de la structure de E6. Nous avons déja obtenu des spectres HSQC (**N, *H) qui
constituent les premiers spectres d'un échantillon de E6, et argumentent la qualité du
repliement de cet échantillon. De plus, une série des mutants incluant la mutation du résidu
F47 ne dégradent pas le p53 alors qu'ils contribuent a la formation d'un complexe avec
E6AP. Le mécanisme de la défaillance de dégradation de p53 par ces mutants n'est pas

encore élucidé.
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Nous avons repéré quelques résidus qui sont essentiels pour linteraction de la
protéine E6 avec son ligand principal E6AP. Ces résidus sont essentiellement K11, L50, V53
et 1128. La mutation de I'un de ces résidus conduit a la perte de l'affinité entre les deux
partenaires. Les mutants résultant d’'une commutation de I'un de ces résidus sont déficients

pour la dégradation de p53, action majeure de E6 pour la transformation des cellules.

Parallélement, nous avons cherché a généraliser notre étude sur les modeles plus

ou moins proches de la protéine E6 du HPV.

Tout d’abord, nous avons cloné et produit les protéines E6 et E7 recombinantes
issues d’'un nouveau papillomavirus infectant des oiseaux (FIPV). Les échantillons marqués
®N nous ont permis d’avoir des spectres HSQC de deux protéines qui se révélent trés
solubles. La protéine E6 de FIPV mono-domaine est un monomere, contrairement a ce que
nous attendions, mettant en évidence un nouveau repliement de la protéine E6. La partie C-
terminale de la protéine E7 de FIPV que nous avons purifiée, présente une caractéristique
commune entre les domaines C-terminaux des protéines E7, a savoir la dimérisation
obligatoire de cette région. Ensuite, nous avons cloné les séquences codantes (ORF) des
deux protéines fusionnées avec des séquences « marqueurs » pour la localisation cellulaire.
Les deux protéines E6 et E7 de FIPV se localisent d’'une fagon étalée dans le noyau et le

cytoplasme, dans différentes souches cellulaires (QT6 de cailles, et HelLa).

Nous avons également travaillé sur la protéine E6 issue du papillomavirus BPV1
qui, tout comme HPV16 E6 contient deux domaines a zinc. Tout au début, nous avons
rencontré les mémes problémes d’agrégation qu'avec HPV16 E6. Aprés la séparation de
deux domaines de la protéine, le domaine N-terminal (BE6-N) était trés soluble
contrairement au domaine BE6-C. La mutagenese des cystéines non conservées du
domaine BE6 n'a pas amélioré sa solubilité, ce qui suggére qu'il présente, sous sa forme
isolée, soit un défaut de repliement soit des surfaces hydrophobes exposées provoguant son
agrégation. Pour contourner le probleme d'agrégation de la protéine BE6, nous nous
sommes intéressés a l'interaction de BE6 entiére avec un peptide issu de la paxilline, une
protéine cellulaire connue pour sa forte liaison a BE6. Ce peptide contient le motif consensus
LXXLL reconnu par la plupart des protéines E6. Par des mesures BlAcore, nous avons
d'abord démontré la haute affinité (Kd de I'ordre de 0,1uM) de BEG6 pour le peptide LXXLL de
la paxilline. Ainsi née I'idée d’'une exploration de différentes approches visant a stabiliser la
protéine BEG6 par le peptide LXXLL. Alors que la protéine BE6 non fusionnée s’avérait difficile

a purifier, nous avons réussi a préparer des échantillons marqués **N d'une protéine de
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fusion LXXLL-BE6 ainsi qu'un complexe non covalent LXXLL/BES6, tous deux suffisamment
concentrés (300 uM) pour I'analyses RMN. En jouant sur ces stratégies complémentaires, il

est désormais possible d'analyser la structure de BPV-E6 liée a son peptide-cible.

En conclusion, la difficulté de I'expression et de la purification des formes
recombinantes, est 'apanage commun des protéines E6 toutes souches virales confondues.
Les travaux que nous avons menés durant cette thése ont permis de compléter I'étude
structurale et fonctionnelle de la protéine E6 de HPV initiée il y a 15 ans, et d’aborder des
études comparables pour ses orthologues de différents virus animaux. De telles données
constituent un progres considérable attendu depuis le début du projet. L’'optimisation des
protocoles, I'exploration des domaines, la mutagenése dirigée et la solubilisation des
protéines a l'aide de leurs ligands, se sont avérées essentielles pour aboutir a I'étude
structurale. Remarquablement, pour produire et solubiliser des protéines relativement
proches, il nous a fallu adopter différentes stratégies. D’'autre part, la maitrise de la
production et de la qualité de ces protéines nous a permis d'étudier le rdle biologique de
certains phénomenes (dimérisation, liaison a LXXLL ...), par une approche de mutagénése

respectueuse du bon repliement des protéines.

Les perspectives qui sont ouvertes apres ce travail sont essentiellement liées a la
résolution de la structure de la protéine E6. Bien que nous avons pu purifier des échantillons
marqués tres solubles du mutant E6 4C/4S F47R, nous ne pouvons pas pour le moment
atteindre des concentrations trés élevées (au-dela de 600 uM). De telles concentrations
pourraient étre requises pour compléter certaines mesures supplémentaires pour les calculs
menant a la résolution de la structure par RMN. Toutefois, le mutant E6 4C/4S FA7R a perdu
une fonction essentielle: la dégradation de p53. Une construction comme le mutant E6
4C/4S D44R, qui résout le probleme d’agrégation tout en gardant la capacité de dégrader

p53, pourrait s'avérer un candidat préférentiel pour la résolution de la structure.

Dans un proche avenir, la nouvelle approche de co-purification que nous avons
adoptée permettra de résoudre la structure du complexe non covalent LXXLL/BE6 en
solution par RMN. De plus une optimisation de la co-purification de la protéine E6 de HPV
avec un peptide issu de E6AP pourrait permettre la production des échantillons du complexe
analysables par RMN ou cristallographie. Dans le cas contraire, les structures a haute
résolution du complexe LXXLL/BE6 et de la forme libre d'un échantillon trés soluble de E6
HPV seront combinés avec les données de titration HSQC de E6 HPV avec le peptide EGAP,

afin de modéliser la structure du complexe LXXLL/E6 HPV.
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A lissue de ce travail, la structure du domaine N-terminal de E6 de HPV 16, est
d'ores et déja résolue par notre laboratoire qui avait préalablement publié celle du domaine
C-terminal. A cela s’ajoute la structure de E6 mono-domaine de FIPV qui sera en mesure
d’étre résolue tres prochainement. Un travail supplémentaire devient nécessaire pour
'analyse de l'architecture des structures de ces différents domaines a travers d’alignements
structuraux, corroborés avec des superpositions tridimensionnelles des trois structures.
Ensuite, les résidus et motifs qui s’avéreraient important pour le repliement seront utilisés
comme des « hits » pour cribler les séquences de I'ensemble d’'une centaine de protéines E6
de différents papillomavirus connus a ce jour. Au fur et a mesure nous disposerons
progressivement d’une banque de données d’informations structurales sur les protéines E6.
La modélisation par homologie des architectures structurales facilitera certainement la
compréhension de la logique du repliement des protéines E6 en corrélation avec leurs

fonctions.

A long terme, la structure de la protéine E6 de HPV libre, et en complexe avec le
peptide LXXLL, une fois résolues, pourraient ouvrir la voie vers le criblage in silico de
molécules chimiques interférant avec [linteraction EG6/E6AP. Les molécules ainsi
sélectionnés seront criblés de nouveau in vitro et in vivo pour choisir de potentiels inhibiteurs
de cette interaction. De tels inhibiteurs pourraient s'avérer de futurs candidats pour des
médicaments ciblant les Iésions CNI 1 et CNI 2 ainsi que les tumeurs du col de l'utérus

induits par les HPV a haut risque.
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Bactéries d’expression:
Nous avons travaillé avec les souches BL21 (DE3) (Invitrogen life technologies),
BL21 plyS, et BL21 Codon Plus (fourni par Christophe Romer) pour l'expression des

protéines.

Préparation des bactéries compétentes:

Les cellules BL21 électro-compétentes ont été préparées a partir d'une préculture
sur la nuit & 37<C. Elle est ensuite diluée au 1/4 0 °™ dans 1 litre de milieu de culture L-Broth
(LB) et incubée de nouveau a 37<C. Lorsque la dens ité optique a 600 nm a atteint 0,6, les
bactéries sont placées immédiatement sur la glace pendant 30 min et puis sont reparties
dans 4 tubes de 250 ml puis centrifugées a 4C a 4000 rpm pendant 15 minutes. Le froid
étant un facteur clé dans la préparation, la suite de manipulation a été effectuée a 4<C. Le
culot est lavé deux fois avec de I'eau stérile, d'abord avec 250 ml puis 125 ml. Puis le culot a
été lavé avec 5 ml de I'eau bidistillée stérile contenant 10 % de glycérol et un dernier cycle
de centrifugation. Finalement, nous ajoutons au culot 500 pl de I'eau contenant 10 % de
glycérol, nous homogénéisons le milieu et nous le répartissons dans des tubes Eppendorf

1,5 ml stérile (60 pl/tube). Les tubes sont immédiatement transférés a —80<C.

Transformation par électroporation:

60 pl de bactéries sont transformées par électroporation avec 0,7 ul du vecteur
(500ng) codant pour la protéine désirée, en utilisant un appareil Gene PulserTM (BioRad)
réglé a 200 Q, 2,5V et 25 pyFa. Elles sont ensuite reprises dans 1 ml de LB et incubées 30
min & 37<C. Les bactéries transformees sont ensuite duliees dans un volume de 10 ml de LB

correspondant a la préculture.

Précultures:

La solution de transformation est diluée directement dans une préculture au
1/200°™. Les précultures destinées au marquage M9 (en milieu minimum M9 N) sont
incubées dans un volume de 50 ml de LB, alors que les non marquées sont incubées dans
un volume de 10 ml de LB. L’incubation se déroule toute une nuit a 37<C avec une agitation
de 250 rpm.
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Milieu LB (Luria Broth):

Ce milieu est utilise comme milieu non marqué de culture de bactéries. Un litre de
LB (Becton Dickinson Microbiology Systems) est composé de : 10g de digestion
pancréatique de caséine, 5g d'extrait de levures, 5g de chlorure de sodium. Pour
'expression des protéines E6, le milieu est ajusté avec une concentration de 100 yM de
ZnS0O4 au moment de I'induction de cultures.

Milieu minimum M9:

J'ai utilisé un milieu spécifique pour I'expression et le marquage des protéines, c’est
le milieu minimum dont la composition est la suivante: 1 L du milieu contient: 8 g Na2HPO4
(2 H20), 3 g KH2PO4, 0.5 g NaCl, 0.5 g NH4CI, 0.85 mg ZnS0O4, 8.4 g FeCI3 (6 H20), 0.10
mg CuCl2, 0.1 mg CoCI2 (6 H20), 11 mg MnCI2 (2 H20), 18 mM EDTA, 1 mM MgS04, 0.33
mM CacCl2, 4% D-glucose, 1 mg Biotine, 1 mg Thiamine (pH 7.5). Pour un marquage M9,
N**H4CI est substitué par N**NH4CI (M9 **N) tandis que pour un double marquage N** et
C®, le glucose C* a été substitué par un glucose C* marqué (M9 N** C™). Il faut aussi
signaler que pour I'expression des protéines E6, l'utilisation de I'EDTA est strictement
déconseillée, pour ne pas chélater les ions du zinc nécessaires pour le bon repliement de la

protéine.

Expression des protéines E6 :

Expression des échantillons non marqués

Les précultures laissées sur la nuit a 37 C° sont diluées au 1/500°™ dans un
volume 500 ml de LB qui contient la concentration adéquate d’antibiotique suivant le vecteur
d’expression et la souche bactérienne utlisée (15 pg/ml Kanamycine, 35 pg/ml
Chloramphénicol, 34 pg/ml Spectinomycine ou 100 pg/ml ampicilline). La culture est incubée
sur un agitateur & 37C°jusqu’a que la DO 4, (densité optique a 600 nm) atteint une valeur de
0,8. L’induction de I'expression se fait grace a I'lPTG a une concentration de 0,5 mM final,
simultanément avec I'induction le zinc est ajouter au milieu sous forme de Zn**S0O,* & 100
UM final. Ensuite les cultures sont incubées a 15C° toujours en agitation de 250 rpm pendant
une nuit (environ 15 h). Les cultures sont centrifugées dans des pots de 500 ml dans un rotor
J.L.A. 10.500 monté sur une centrifugeuse Beckman (5000 rpm). Les culots sont préts pour

I'utilisation, ou bien pour le stockage dans un congélateur a —-80<C.

Expression des échantillons marqués
Les précultures (50 ml) sont récupérées et centrifugées dans des flacons de 50 ml a

4000 rpm pendant 20 min. Apres avoir éliminé le surnageant, le culot ré-suspendu dans 10
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ml de LB pour étre ensuite dilué dans un volume de 500 ml de M9. Les cultures sont

incubées a 15 C¢, la suite est la méme pour une exp ression non marquée.

Précautions particuliéres pour la purification de E 6:

Avant de commencer de purifier la protéine E6, il est bien nécessaire de suivre
quelques conseils. La température ne doit pas connaitre des fluctuations lors de la
purification, pour cela, un bac de glace sera un bon compagnon sur la paillasse, et en
déplacement.

Les tampons utilisés doivent avoir été bien filtrés, dégazés et avoir passé par un
systeme délaissant ses dernieres bulles d’oxygéne au bénéfice de I'’Argon. La sonication est
une étape critique, I'échantillon est exposé a la fois au surchauffage et a la production de
mousse. Il faut donc absolument étre tres minutieux a cette étape, I'échantillon doit rester au
froid pendant la sonication qui doit étre courte et efficace. L'amplitude des sondes doit étre
raisonnablement choisie en fonction de la taille de la sonde et du volume a soniquer. Apres
la lyse des cellules, une concentration minimale de DTT (2 mM) est requise pour garantir un
environnement réducteur, celle-ci doit accompagner I'échantillon tout au long de la
purification, au stockage. En effet, la présence du DTT dans les échantillons est sujette
d’'une oxydation probable suite aux différents aléas (un tube qui tombe, les bulles d’aire, une
hausse de température ...), Il est donc trés conseillé de garder un ceil sur ce point et
d’ajuster soigneusement la concentration du DTT chaque fois que cela s’avérait nécessaire.

Au terme de la purification, I'échantillon de E6 est entre nos mains. D’abord, il ne
faut qu’il soit trop concentré, la concentration du NaCl doit étre maintenue a 400 mM,
ensuite, nous pouvons garder notre échantillon dans les réfrigérateurs (4 C). Dans ce cas, |l
faut penser a prévoir un petit moment (parfois tres long, selon la solubilité d’échantillon)
avant de commencer les mesures sur la protéine, pour que I'échantillon soit emmené a la
concentration nécessaire. En plus, tout doit étre revérifié: la concentration, I'état de stabilité,
'oxydation du DTT. Ceci prévient que les échantillons ne se dégradent pas, surtout pour
ceux qui sont moins solubles et ne supportent pas la concentration trés élevée.

Ces points (entre autres) sont réellement d’'importance capitale, le fait de les avoir

comme reflexes garantisse la qualité des protéines E6 au bout du périple.

Lyse des bactéries:
Le tampon de lyse des bactéries est composé de : Tris-HCI 50 mM (pH 6,8), 400
mM NaCl, 2 mM DTT, 2,5 yg/ml de DNase, 2,5 ug/ml de RNase, 5% de glycérol, ainsi

gu’'une tablette pour 50 ml de tampon d'un cocktail sans EDTA d'inhibiteur de proteases
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(Roche). En moyenne, un litre de culture bactérienne est repris dans 50 ml de tampon de
lyse.

La sonication est effectuée sur des volumes de 25 a 75 ml successifs avec une
sonde 50 mm (BRANSON, Digital Sonifier®). Une amplitude de 20 a 50% est appliquée
pendant 2 minutes par cycles de 1 sec d'ultrasons et 3 sec de pause. Puis I'échantillon est
replacé sur glace pour éviter un échauffement trop important. Cette étape est répétée
généralement 3 a 4 fois jusqu'a ce que la solution passe d'un état opaque a une phase
trouble mais Iégerement translucide. Les extraits bruts sont ensuite ultracentrifugés pendant
1 heure dans des tubes spéciales & 38 000 rpm (80 000 x g au milieu du tube) dans un rotor
Ti 70 monté dans une centrifugeuse L-70 (Beckman).

Les surnageants sont filtrés sur des filtres & 0,22 uM, puis déposés sur une colonne
amylose, résine spécifique de la protéine MBP (Maltose Binding Protein). La colonne a été
préalablement équilibrée dans un tampon composé de : 50 mM Tris-HCI pH 6,8, 400 mM
NaCl, 2 DTT (tampon A). La colonne est ensuite lavée avec 8 a 10 volumes de tampon B (A
+ cocktail d'inhibiteurs de protéases). La quantité d'anti-protéase décroit par pas successifs
de 100 a 10 % de la concentration recommandée par le fabricant. Le décrochage de la

fusion est assuré par l'ajout de maltose a une concentration de 10 mM.

Elimination des molécules agrégées: |'ultracentrifu gation:

Les éluas sont placés dans des tubes UltraClear® de 12,5 ml dans un rotor SW41
Ti & 38 000 rpm (200 000 x g) sur une centrifugeuse L-70 (Beckman) réfrigérée a 4C. La
durée minimale expérimentalement déterminée doit étre supérieure ou égale a 15 heures.
Par précaution, les 2 ml séparant le surnageant et le culot ne sont pas prélevés avec la

solution qui contient notre protéine.

Coupure de la protéine de fusion, séparation de MBP et de la protéine EG6:

La digestion a la TEV se déroule entre 8 et 20T ju squ'a coupure compléte (entre 2
et 24 heures selon la température et le stock de la protéase dont I'activité est variable entre
chaque préparation). La solution est ensuite concentrée jusqu'a un volume légerement
supérieur a 2 ml puis chargée sur une colonne gelfiltration HiLoad 16/60 Superdex 75
(gamme de séparation entre 3 et 70 kDa) (Amersham Biosciences) préalablement équilibrée
avec 250 ml d’un nouveau tampon: 20 mM Sodium Phosphate pH 6,8 , 200 mM NaCl , 2 mM
DTT. L’élution de la protéine conduit a un pic unique qui révéle I'état monomérique ou un
état d’'oligomérisation (le cas échéant) d’aprées la calibration de la colonne. Les échantillons
sont ensuite concentrés dans des concentrateurs Vivaspin 15 filter de 5 kDa (VIASCIENCE,

5/15) jusqu’a la concentration voulue pour les mesures.
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Mini-purification de la protéine E6:

Le culot d’expression de 25ml de culture de la protéine E6 fusionnée avec MBP ou
la GST est repris dans le tampon de lyse (Tris-HCI 50 mM (pH 6,8), 400 mM NacCl, 2 mM
DTT, 2,5 yg/ml de DNase, 2,5 pyg/ml de RNase, 5% de glycérol, une tablette pour 50 ml de
tampon d'un cocktail sans EDTA dinhibiteur de proteases (Roche)). La sonication se fait
dans un tube Eppendorf de 2ml par une petite sonde de 3 mm (Vibracell 72412, Bioblock)
pour deux cycles de 2 min chacun, I'amplitude du sonicateur est de 8 — 10 % (1 sec
d'ultrasons et 1 sec de repos). Les tubes sont centrifugés dans une centrifugeuse réfrigérée
(Eppendorf), 4 C°% 30 min & 13000 rpm. Le surnageant est ensuite incubé pendant 30 min
avec 300 pl d’'une résine amylose (New England Biolabs) ou bien 200 pl d’'une résine de
glutathionne sepharose (Amercham Biosciences) pré-équilibrée du tampon d’équilibration
(Tris-HCI 50 mM (pH 6,8), 400 mM NaCl, 2 mM DTT). L'incubation se déroule sur un
agitateur a 4 C° La résine est lavée par 3 cycles de lavages séparés a chaque fois d’'une
incubation de 3 min sur l'agitateur (12 ml du tampon d'équilibration avec 10% du cocktail
d'inhibiteurs de protéases pour chaque cycle). L'élution de la fusion se fait par I'équivalent de
1,5 volume de résine (le tampon d’élution est le méme tampon de lavage avec 20 mM de
maltose (résine amylose) ou bien 20 mM de glutathione réduit (résine glutathione); une
incubation de 5 min sur la glace avec des petits coups de vortex chaque minute environ.
Enfin la résine suspendue avec le tampon d’élution est déposée dans un puits d'une plaque
de 96 puits avec des filtres de 0,45 pum (Millpore). La fusion MBP-E6 ou GST-E6 est

récupérée par centrifugation des plaques pendant 5 min et gardée au froid (4 C).

Test de solubilité des protéines EB6:

50 pl de la fusion MBP-E6 ou GST-E6 muni-purifiée est incubée dans un tube
Eppendorf 1,5 pendant une nuit (15 heures & 8 C) en présence de 5 pl de la TEV
recombinante purifiée. Apres le clivage complet entre la protéine E6 et la protéine porteuse,
I'échantillon est transféré dans un petit tube de Eppendorf 0,5 et centrifugé 30 min a 13000
rpm. Environ 50 pl de surnageant a récupérer dans nouveau tube Eppendorf 0,5 et le culot
suspendu délicatement dans un volume de 50 pl du tampon. Les échantillons (total non
coupé (T), surnageant (S) et Culots (C)) sont ensuite mélangés avec du bleu de dépét, et

séparés sur un gel SDS-PAGE ; le gel est ensuite coloré au bleu de coomassie.

Co-expression de la protéine E6 avec les peptides:
Les bactéries compétentes (BL21) sont transformées simultanément avec deux

plasmides: un vecteur d’'expression (pACYC-11b) qui contient la séquence de E6 non
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fusionnée, et un autre vecteur (pETM) portant la séquence de GST-LXXLL. Les vecteurs
sont introduits dans les bactéries par électroporation. Les précultures et les conditions de la
co-expression sont celles d’'une expression normale en présence de deux antibiotiques

Spectinomycine 34 pg/ml et Kanamycine 15 pg/ml.

Tests de la co-purification de E6 avec les peptides

La co-purification de E6 avec les peptides LXXLL est dépendante de la co-
expression, c’est-a-dire que le mélange entre les deux partenaires se fait au niveau des
culots d’expression.

Deux types de résines d’affinité sont utilisés:

- co-purification sur résine d’amylose: 20 ml de culot d’expression de la
protéine MBP-E6 est repris avec 4 ml de GST-peptide.

- co-purification sur une résine glutathione: 20 ml de culot d’expression
de la protéine MBP-EG6 est repris avec 40 ml de GST-peptide.

La résuspension se fait dans un tube Eppendorf de 2 ml qui contient le tampon:
Tris-HCI 50 mM (pH 6,8), 400 mM NaCl, 2 mM DTT. La sonication se fait dans le méme tube
par une petite sonde de 3 mm (Vibracell 72412, Bioblock) pour deux cycles de 2 min chacun,
'amplitude du sonicateur est de 8 — 10 % (1 sec d'ultrasons et 1 sec de repos). Les tubes
sont centrifugés dans une centrifugeuse réfrigérée (Eppendorf), 4 <, 30 min a 13000 rpm.
La suite de la co-purification proprement dite est comme celle décrite pour la mini-

purification.
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TITRE: Production, analyse structurale et caractérisation fonctionnelle

d’oncoprotéines E6 issues de différents papillomavirus.

RESUME : Autrefois rattachés aux papovaviridae avec les polyomavirus, les
papillomavirus sont individualisés depuis peu et forment I'unique genre de la famille
papillomaviridae. Les papillomavirus (PVs) induisent chez les mammifeéres et les oiseaux
des lésions prolifératives dans les tissus épithéliaux. La plupart de ces lésions sont
bénignes (verrues et condylomes) mais elles dégénérent parfois en cancers. Les
papillomavirus humains (HPV) génitaux a haut risque sont responsables de 99% des cas
du cancer du col de I'utérus, deuxiéme cause de mortalité chez la femme. Certains HPV
cutanés a haut risque provoquent également des cancers de la peau. Les oncoprotéines
E6 et E7 sont particuliéerement impliquées dans le processus de carcinogenese, en
interagissant notamment avec les protéines anti-tumorales p53 et pRb. Cependant, E6 et
E7 lient et souvent provoquent la dégradation d’environ 100 autres protéines cellulaires
régulant elles-mémes I'expression, la stabilit¢ ou les modifications post-
transcriptionnelles d’autres protéines. La structure de E6 a longtemps résisté a toute
analyse, car la protéine était tres difficile a produire par voie recombinante sous une
forme repliée. Notre équipe a travaillé sur ce probléme depuis 1995.

Les travaux que j'ai menés durant cette thése ont permis de compléter 1'étude
structurale et fonctionnelle de la protéine E6 du HPV et d’aborder des études
comparables pour ses orthologues de différents virus animaux. De telles données
constituent un progres considérable attendu depuis une vingtaine d’années.
L’optimisation des protocoles, ’exploration des domaines, la mutagenese dirigée et la
solubilisation des protéines a l'aide de leurs ligands, se sont avérés essentiels pour
aboutir a I'étude structurale. Remarquablement, pour produire et solubiliser des
protéines relativement proches, il m'a fallu adopter différentes stratégies. D’autre part,
la maitrise de la production et de la qualité de ces protéines m'a permis d’étudier le role
biologique de certains phénomenes (dimérisation, liaison a LXXLL ...), par une approche

de mutagénese respectueuse du bon repliement des protéines.

DISCIPLINE : Biochimie, Biologie Moléculaire

MOTS CLEFS : HPV, oncoprotéine E6, cancer du col de I'utérus, purification de protéines

difficiles, solubilité des protéines, interaction protéine/ligand, phylogénie des PVs.

INTITULE ET ADRESSE DU LABORATOIRE : IREBS, FRE 3211, Equipe Oncoprotéines,
ESBS, 1, Bd Sébastien Brandt ; BP 10413 ; 67412 Illkirch Cedex





