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Introduction

Introduction générale

Le virus de limmunodéficience humaine (VIH) est lause du syndrome de

'immunodéficience acquise (SIDA) (N.I.A.l.D. 2010)e VIH a été découvert en 1983

(Barré-Sinoussi, Chermann et al. 1983). Vingt-lans plus tard, aucun traitement curatif
n'est capable d’éliminer définitivement le VIH derbanisme. Cependant, la compréhension
des mécanismes de ce rétrovirus a permis de déelom important panel de médicaments
(De Clercq 2009) inhibant les étapes clés de |af@ration et de la réplication du VIH. Ainsi,

il est possible de traiter les conséquences (IABDais pas la cause (le VIH). La meilleure

arme a disposition reste encore la prévention. risgpies de transmission du VIH-1 sont

relatifs a la voie d'exposition, principalementttansfusion sanguine, 'accouchement, le
partage de seringue chez des consommateurs deedrogectables, les rapports sexuels non
protégés. Le VIH est présent dans de nombreuxeffuimrganiques principalement dans le

sang, le lait maternel, la cyprine, et le sperme.

Selon le rapport sur I'épidémie mondiale de SIDAN(ZBIDA 2008), depuis le début de
I'épidémie, prés de 60 millions de personnes oatidfiectées par le VIH et 25 millions de
personnes sont décédées de causes liées au VBN I'épidémie du VIH est mondiale et
I'infection concerne quelque 33,4 millions d’'indius (31,1 millions-35,8 millionsFigure 1).
'y a chaque année 2,7 millions (2,4 millions-3vlillions) de nouvelles infections et 2
millions (1,7 million-2,4 millions) de déces liés &IDA. Environ 430000 (240000-610000)
enfants sont nés avec le VIH, portant a 2,1 midi¢h 2 million-2,9 millions) le nombre total
d’enfants de moins de 15 ans vivant avec le VIHs Jaines représentent environ 40% de
I'ensemble des infections a VIH chez I'adulte (18tans le monde. L'Afrique subsaharienne
est la région la plus touchée et abrite 67% deséarble des personnes vivant avec le VIH
dans le monde et 91% du total des nouvelles iiestparmi les enfants.

La phase de primo-infection est symptomatique ogmasomatique. La primo-infection
symptomatique se manifeste chez 50 % des sujetst@s par des signes généraux peu
spécifiques (ressemblant & ceux observé lors dtbies virales tel que la mononucléose), et
risque souvent de passer inapercue. Les prem@gmesside primo-infection apparaissent en
moyenne 20 jours apres la contamination et durk @& semaines. Cette phase correspond a

une multiplication virale intense et a la dissértioradu virus. L'évolution vers la phase
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SIDA est plus rapide aprés une primo-infection sympatique. Le systeme immunitaire
réagit a l'infection et, en quelques semainesadésorps apparaissent dans le sérum, dirigés
contre I'ensemble des protéines du VIH, c'est faceéversion : le sujet infecté devient

séropositif.

La deuxieme phase est asymptomatique et peutrégetolongée (10 a 15 ans). Le virus se
réplique continuellement dans les gites lymphoides lymphocytes TCD4 vont lentement,
mais inexorablement, diminuer. La phase cliniquerespond au SIDA proprement dit,
lorsque le nombre de lymphocytes TCD4 diminue da-d&n certain seuil : le syndrome
d'immunodéficience apparait. Les manifestations ks fréquentes sont les infections
opportunistes (virus, bactéries, parasites) etappérition de cancers. Dans la majorité des
cas, les signes cliniques de déficit immunitairpaspissent pendant les dix années suivant la

séroconversion.

La mortalité due aux conséquences de linfectionVilld a nettement diminuée dans les
régions du monde ou l'accés aux meédicaments awotédux n’est pas un probléme.
Cependant, le développement de souches résistanites|’efficacité des traitements. Cette
résistance peut mener jusqu'a I'échec du traitementaugmenter la mortalité (Hogg,
Bangsberg et al. 2006). Le traitement antirétrovieutement actif (HAARTHighly Active
Antiretroviral Therapy est une multi-thérapie destinée a obtenir unerdition maximale de

la charge virale. Le mode d’action de la multi-tg@e consiste a combiner différentes classes
d’inhibiteurs antirétroviraux ciblant différentesapes du cycle de réplication du VIH.
L’action synergique des inhibiteurs permet de régdue dosage pour limiter les effets
secondaires, et diminuer 'émergence de virus taddisEn effet, un inhibiteur exerce une
pression de sélection sur sa cible, favorisanpbagtion de mutation de résistance de la cible.
En multipliant les pressions sur différentes ciplesites les cibles inhibées doivent muter
simultanément pour que le virus entier deviennéstast et puisse se répliquer. La multi-
thérapie permet de limiter les possibilités du vide s'adapter a son milieu. Plus le nombre
d’antirétroviraux a disposition est important, plesnombre de combinaisons de différents
inhibiteurs sera important, diminuant ainsi I'appan de multi-résistance. Six classes
d’antirétroviraux sont couramment utilisées pourilder la réplication du VIH a différentes
étapes du cycle viral. Le développement de nowelesses d’antirétroviraux ayant d’autres
cibles du mécanisme rétroviral permet d’obteniutias leviers pour inhiber la réplication du
VIH, et augmenter le nhombre de combinaison d'irtbilmis et ainsi réduire le nombre de
patients en échec thérapeutiques.

13



Figure 1 Vue d'ensemble de l'infection a VIH a I'échelle mondiale. a) estimation de la prévalence du VIH (%) chez I'adulte
en 2007. b) évolution de la prévalence du VIH (%) chez I'adulte entre 1990 et 2007. (source ONUSIDA)
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Le virus de 'immunodéficience humaine (VIH)

Le virus de 'immunodéficience humaine (VIH) appemt a la famille des Retroviridae, genre
des Lentivirus. Les rétrovirus sont des virus a ARN@nocaténaire, de polarité positive,
infectant les vertébrés. lls se distinguent notantrpar la présence d'une enzyme virale : la
transcriptase inverse qui rétro-transcrit leur géaa'ARN en ADN pour étre intégré par la
suite dans le génome de la cellule. La transceptagerse a la particularité de commettre
relativement facilement des erreurs, ce qui faie gqertains rétrovirus ont une grande
variabilité génétique. Les Lentivirus ont pour caéaistiques essentielles d'avoir une longue
période d'incubation et d'étre cytopathogéne. Laagtilirus ont la particularité de pouvoir se

répliquer dans des cellules qui ne se divisent pas.

Il existe plusieurs type de VIH : les VIH de typedant la distribution est mondiale, et les
VIH de type 2, retrouvés essentiellement en Afriged’ouest. La variabilité génétique tres
importante du VIH est notamment a lorigine de l&ngence des résistances aux

antirétroviraux.

L’'aspect de la particule virale est globalementésjglue d’'un diamétre variant de 90 a 120
nm (Figure 2). L’enveloppe est composée des restes de la memioia la cellule infectée et

est recouverte de deux types de glycoprotéines prdaniere est la gp4l qui traverse la
membrane (TM ectodomaine), la seconde est la gf8Y) qui recouvre la partie de la gp41
qui sort de la membrane. La bicouche lipidiqueprovient de la membrane de la cellule hote
contient plusieurs protéines cellulaires (princgpaént les antigenes d'histocompatibilité,

I'actine et l'ubiquitine (Arthur, Bess Jr et al929.

A l'intérieur de I'enveloppe, se trouve une matgoatéique (MA) sur la surface intérieure de
la membrane virale, une capside (CA) qui forme oyan conique et enfin une nucléocapside
(NC) qui abrite deux exemplaires d’'un ARN simplenbpositif : le génome du VIH. Ce
génome est accompagné des trois enzymes indispensaba réplication et n’ayant pas
d’équivalent cellulaire (la transcriptase inversel), l'intégrase (IN), et la protéase virale
(PR)). Elles sont spécifiques aux rétrovirus et gimguantaine de molécules de chaque
enzyme sont dans chaque virion. Les virions empente également les protéines
accessoires : Nef, Vif et Vpr. Trois protéines asoires additionnelles ayant des réles durant

I'infection de la cellule hote, Rev, Tat et Vpu, semblent pas étre empaquetées
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Le génome du VIH est composé de neuf genes. Lesgrimcipaux sont gag, pol et env, qui

définissent la structure du virus et sont communsua les rétrovirus. Les six autres génes
sont tat, rev, nef, vif, vpr et vpu (ou vpx pouMBH-2), qui codent des protéines régulatrices.
Toutes ces protéines virales ont un réle plus oinsnimportant dans le cycle de réplication

du VIH-1.

CA (N-term)

TM (ectodomain)

CA (C-term)

IN (N-term)

Figure 2 Schéma d’un virion de VIH-1 mature et structures des protéines virales. Les structures des protéines sont a la
méme échelle (Turner and Summers 1999). La bicouche lipidique (en jaune) provient de la membrane de la cellule hote.
La glycoprotéine exposée (gp120 (SU) en cyan) interagit avec la protéine transmembranaire (gp41 (TM) en violet). Dans
un virion il y a approximativement 2000 copies de la protéine de matrice (MA en vert). Au centre, la capside a la forme
d’un noyau conique en 2000 copies de la protéine de capside (CA, p24 en rouge). Les deux copies ARN simple brin du
génome viral (serpentin en jaune) sont stabilisées par la protéine de nucléocapside (NC, p7 en bleu) en formant un
complexe ribonucléoprotéique. Les trois enzymes virales : la protéase virale (PR en rose), la transcriptase inverse (RT en
pourpre) et I'integrase (IN en vert pale) sont essentielles. Les protéines Nef (orange), Vif et Vpr (non montrés) sont dites
accessoires.
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Le cycle viral du VIH

Le cycle viral est divisé en deux phases : la ppadeoce et la phase tardivg(re 3).

La phase précoce

L’attachement et la fusion

Les cellules cibles du VIH sont celles présentast ibcepteurs CD4 a leur surface. Ainsi, les
lymphocytes T CD4+, les macrophages, les celluaxldtiques et les cellules microgliales
cérébrales peuvent étre infectées par le VIH. Letiqules virales du VIH-1 se lient
spécifiguement aux cellules exposant a leur sutfaoécepteur CD4 dont la fonction normale
est la reconnaissance de I'immunité. Par l'inteieiés d’interactions spécifiques entre la
glycoprotéine virale SU (gp120) et le domaine imoglobuline de CD4, le virion se lie a la
cellule. Ces interactions sont suffisantes poutadthement mais pas pour l'infection. A la
différence d'autres rétrovirus, les lentivirus dienate exigent des protéines additionnelles de
la surface cellulaire pour favoriser la fusion demmbranes virales et cellulaires. Pour HIV-1,
la fusion de la membrane est déclenchée par phssig@cepteurs notamment CXCR4 et
CCR5 (Doranz, Rucker et al. 1996; Feng, Broderletl@6; Clapham and Weiss 1997;
Moore 1997).

La transcription inverse

La fusion de la membrane est suivie de la décafpsid@&ncore mal comprise. S’en suit
I'étape de transcription inverse qui est catalydges le cytosol par la transcriptase inverse.
Cette étape consiste a transcrire un ARN simple ¢ei génome viral) en ADN double brin
(ADN proviral). Ce processus a été largement délaits la littérature (par exemple : (Goff
1990; Whitcomb and Hughes 1992; Katz and Skalkat19@lesnitsky and Goff 1997). La
protéine accessoire Vif semble étre importante aendn ou plusieurs de ces événements,
peut-étre en facilitant les étapes initiales ddr#mscription inverse. La synthese d'ADN
dépendante de la transcriptase inverse est lanmédaftache d'une amorce cellulaire de
I'’ARNt"® et dépend également de la protéine virale de Igrii€léocapside).
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Le transport nucléaire et I'intégration

Une fois que synthétisé, 'ADN proviral est trang@aans le noyau en tant que complexe de
préintégration (CPI). La réaction @& processings’effectue dans le cytoplasme. Le CPI
inclue bon nombre de protéines cellulaires et ggalont, pour la plupart, le réle au sein du
CPI est toujours obscur. Rapidement, le CPI setitoesaussi bien avec des protéines virales
(protéine de la matrice (Carteau, Batson et al7),9®anscriptase inverse (Hehl, Joshi et al.
2004), et Vpr), qu'avec des protéines cellulaireEEGF, INI1, HMG-I, transportine,...)
(Van Maele, Busschots et al. 2006). Les protéinedes de la capside ne semblent pas faire
partie du CPI, bien qu'elles contribuent a la stmec d'autres complexes rétroviraux de
préintégration (Bowerman, Brown et al. 1989). Lealsation nucléaire du CPI est aidée par
la protéine accessoire Vpr (Aida and Matsuda 20§%) ne contient pas de signal de
localisation nucléaire mais semble jouer un rolesddimportation du complexe de
préintégration par la machinerie cellulaire. Vprtpebe également le contréle du cycle
cellulaire en arrétant la croissance des celluitsctées dans la phase G2 (Jowett, Planelles et
al. 1995; Re, Braaten et al. 1995; Rogel, Wu etl@85). Apres transport actif au noyau,
I'ADN proviral est intégré dans le génome de ldubehdte par la réaction de transfert de brin

catalysée par l'intégrase.

La phase tardive

Syntheése des protéines virales

La phase tardive du cycle de réplication commerae l@ synthése des transcrits viraux
epissés et non épissées, qui sont transportéesihorgyau pour la traduction. Initialement,
des ARN messagers codant pour les protéines déatiéguTat, Rev et Nef sont synthétisés.
La protéine Tat est un activateur transcriptionsteatiel liant des tiges-boucle d’ARN
naissant et recrute des protéines cellulaires if@ycl, Cdk9, TAK). La cycline T se lie
directement a la protéine Tat, augmentant sonitfet changeant sa spécificité pour 'ARN
(Wei, Ghosh et al. 1995). Puis Cdk9 stimule la dcaption et I'élongation par
phosphorylation du complexe de transcription d&kNApolymérase Il (Herrmann and Rice
1995; Rice, Supko et al. 1995; Reines, Conawayl.eLl396; Wei, Garber et al. 1998).
Habituellement, les ARNm cellulaires non épisséserg dans le noyau ou ils sont traités ou
dégradés. Dans le cas des ARNm du VIH entiers ms&pcontenant des introns fonctionnel,

ceux-ci sont envoyés vers le cytoplasme par I'mtatiaire de la protéine accessoire Rev pour
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la synthése de Gag et de Gag-Pol. La protéine Bdiesa région de 'ARN du géenenv
appelére (Rev Reponse Element) contenant un signal d’expmiéaire, recrute I'exportin-

1 (XPO) et (Ohno, Fornerod et al. 1998) et le fac@export nucléaire Ran (Pollard and
Malim 1998). Ce complexe est alors transporté etsale pore nucléaire vers le cytosol. Le
complexe se dissocie, et la protéine Rev est ggdirers le noyau grace a son signal nucléaire
de localisation (NLS) (Malim, Tiley et al. 1990; Emfmman and Malim 1998). De cette
maniere, la protéine Rev fonctionne comme commutaéntre la synthese des ARNm
fortement épissés précoces (Tat, Rev et Nef),wasd{ENV, Vpu, Vif et Vpr) et des ARNm
non épissé (Gag et Gag-Pol). La polyprotéine gp6€curseur d'ENV) est synthétisée dans

le réticulum endoplasmique.

Protéolyse virale et assemblage

La protéine ENV subit des modifications post-tratumelles dans le réticulum
endolasmique et dans I'appareil de Golgi puis kg& en gp120 et gp41l. Les deux protéines
gpl20-gp4l forment un trimere d’hétérodimere ett swansportées vers la membrane
cellulaire pour l'assemblage du virus. Les protgiteNV et CD4 sont toutes les deux
synthétisées dans le réticulum endoplasmique, kiton prématurée de CD4 a ENV dans
I'ER peut empécher la translocation de ENV vensi¢ganbrane cellulaire ou la formation du
complexe fonctionnel gp120-gp41 (Hoxie, Alpers letl@86). Pour bloquer ces interactions,
la protéine accessoire virale Vpu lie la protéin@dQoour la transporter hors du réticulum
endoplasmique pour sa dégradation (Crise, Buonoebr@. 1990; Margottin, Bour et al.
1998; Schubert, Antén et al. 1998). De méme, lesépres CD4 lié a la protéine accessoire
Nef sont dégradées de maniere endosomale. Pooutgdonnement, la protéine Nef stimule
la formation de puits recouverts de clathrines i(Rdangasarian et al. 1997; Greenberg,
Bronson et al. 1997; Le Gall, Erdtmann et al. 19iguet, Chen et al. 1998). La régulation
de la quantité de CD4 a la surface des cellulesciéés peut également empécher une
réaction immunitaire. La polyprotéine Gag est sgtitiee a partir d’ARNm non épissé. Un
déphasage du cadre de lecture permet la produdtionfaible pourcentage de précurseur
Gag-Pol. Le domaine N-ter de la matrice (MA) de Gaglirectement la membrane cellulaire

et interagit avec la queue cytoplasmique de gpdde(F; Englund et al. 1995).
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Bourgeonnement et maturation

Approximativement 1200 a 2000 copies de Gag boumgeat pour former une partict
immature, qui encapside deux copies du génome&itdN simple brin positif. A lisuite du
bourgeonnement, les polyprotéines sont clivéedgprotéase vire (PR) pour produire le
enzymes indépendantéRT, IN, et PR et les protéines structurales (MA, CA, et NC).
protéines structurales se réarrangent pouriser la particuleinfectieuseet terminer le
processus de maturation. D'autres facteurs peuegaiement étre importants pc
l'infectiosité. Par exemplde VIH-1 exige I'empaquetage de la cyclophilA, contrairement
au VIH-2 et a la plupart des autres lentivirus de prin(Franke, Yuan et al. 19€. En outre,
la protéine virale Vif est nécessaire a la produrctdes virions infectieux pour certair
variétés cellulaireéSova and Volsky 199.

ATTACHEMENT
- FUSION
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Figure 3 Cycle de réplication du VIH-1. (Al-Mawsawi and Neamati 2007) La réplication virale peut étre divisée en deux
principales étapes (précoce et tardive). La phase précoce inclus I'attachement, la fusion, la transcription inverse, le
transfert nucléaire et I'intégration. La phase tardive commence avec la transcription/traduction des génes proviraux par
la machinerie cellulaire. Aprés la protéolyse virale, les particules virales s’assemblent, bourgeonnent et finissent leur
maturation. Les virions produits sont capables d’infecter de nouvelles cellules immunitaires.
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Les traitements antirétroviraux

Depuis 1996, I'importance de la m-thérapie pour contrer I'évolution du VIH est largam
admise (De Clercq 2009)La combinaison de trois (ou plus) d'aétroviraux permet
d’obtenir une synergie entre différents inhibitewgsi agissent sur différentes cib

moléculaires, d’'abaisser les dosages pour rédegectfets secondaires toxiques, €, de

diminuer la probabilité du développement de résstcl important est d’avoir a dispositic
un nombre suffisant d’inhibiteurs pour pouvoir abtein nombre tres élevé combinaisons
possibles Kigure 4). Différentes fomulations permettent de combiner, en une seuldef
plusieurs afirétroviraux, et ainsi facilit¢ la vie des malade®ans le traitement du SIDA, -
inhibiteurs différents Fgure 5) ont été approuvée par la FDA (Food and LC
Administration). Différentes classes d’inhibitewiblent différentes étapes de la réplical
virale. Les 13 inhibiteurs de la transcription irse (RT) sont répartis en deux sous cla
nucléosidiques et non nucléosidique. Les 9 inhilbitede la maturation ciblent la proté:
virale (PR). L’inhibiteur de la fusion interagit @v la protéine virale gp4l. L’inhibiteur
I'entrée de la particule virale dans la celluledule I'interactiorentre la protéine virale gpl:
et son caécepteur cellulaire (CCR5 ou CXCRA4). Enfin, unilmieur de l'intégrase (IN
cible I'étape de transfert de brin. Des trois enggmirales (RT, PR, et IN) indispensables

réplication virale, 22 inhibiteurs arouvés ciblent la RT ou la PR. L'intégrase représ
aussi une cible alternative de choix pour le dgyedmnent d’agents thérapeutiques séle

car il n’existe aucun analogue cellulaire di (Anthony 2004).

Inhibiteurs de la protéase virale

Inhibiteurs de la transcriptase
inverse nucléosidique

Inhibiteurs de la fusion

Inhibiteurs de la transcriptase
inverse non nucléosidique

Inhibiteurs de I'entrée

Inhibiteurs de I'intégrase

Figure 4 Rosace des combinaisons d’antirétroviraux dans le cadre d’une multi-thérapie.
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2004 emtricitabine +tenofovir disoproxil fumarate
Inhibiteurs de la transcriptase inverse non nucléosidique

1996 nevirapine, NVP

1997 delavirdine, DLV

1998 efavirenz, EFV

2008 etravirine
Inhibiteurs de la protéase virale

1995 saquinavir mesylate, SQV

1996 ritonavir, RTV

1996 indinavir, IDV

1997 nelfinavir mesylate, NFV

1997 saquinavir (retiré)

1999 amprenavir, APV

2000 lopinavir + ritonavir, LPV/RTV

2003 atazanavir sulfate, ATV

2003 fosamprenavir calcium, FOS-APV

2005 tripranavir, TPV

2006 darunavir
Inhibiteurs de la fusion

2003 enfuvirtide, T-20
Inhibiteurs de I'entrée

2007 maraviroc
Inhibiteurs de l'intégrase

2007 raltegravir

année Nom générique Fabriquant
Inhibiteurs de la transcriptase inverse nucléosidique

1987 zidovudine, azidothymidine, AZT, ZDV GlaxoSmithKline
1991 didanosine, dideoxyinosine, ddi Bristol-Myers Squibb
1992 zalcitabine, dideoxycytidine, ddC Roche Pharmaceuticals
1994 stavudine, d4T Bristol-Myers Squibb
1995 lamivudine, 3TC GlaxoSmithKline
1997 lamivudine +zidovudine GlaxoSmithKline
1998 abacavir sulfate, ABC GlaxoSmithKline
2000 abacavir + lamivudine + zidovudine GlaxoSmithKline
2000 enteric coated didanosine, ddI EC Bristol-Myers Squibb
2001 tenofovir disoproxil fumarate, TDF Gilead Sciences
2003 emtricitabine, FTC Gilead Sciences
2004 abacavir + lamivudine GlaxoSmithKline

Gilead Sciences

Boehringer Ingelheim
Pfizer
Bristol-Myers Squibb
Tibotec Therapeutics

Roche Pharmaceuticals
Abbott Laboratories
Merck
Pfizer
Roche Pharmaceuticals
GlaxoSmithKline
Abbott Laboratories
Bristol-Myers Squibb
GlaxoSmithKline
Boehringer Ingelheim
Tibotec Therapeutics

Roche Pharmaceuticals & Trimeris

Pfizer

Merck

Figure 5 : Thérapie anti-SIDA approuvé. D’aprés (Marchand, Maddali et al. 2009)
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Role de I'intégrase dans le VIH

L'intégrase est une protéine codée par I'extrérditégéne pol. Elle est produite dans le
contexte du précurseur polypeptidigue Gag-Pol étiatest clivée par la PR. L’IN intervient
dans plusieurs étapes du cycle de réplication dusviintégration de 'ADN viral dans
'’ADN hoéte (LaFemina, Schneider et al. 1992; Wiglkem and Muesing 1995), transport
dans le noyaux du complexe de préintégration (¢88§llay, Hope et al. 1997; Bouyac-
Bertoia, Dvorin et al. 2001), coopération aveadmscriptase inverse (Wu, Liu et al. 1999), et

production de particules virales (Bukovsky and Bajer 1996).

Structure

L'intégrase est longue de 288 acides aminés et cdmfrois domaines indépendartigyre

6) : un domaine central (50-212) responsable d¢iViée catalytique, un domaine N-terminal
(1-49) qui est nécessaire a I'oligomérisation dedgrase, enfin un domaine C-terminal (213-
288) qui possede par lui-méme une activité deibixad I'ADN de caractére non spécifique.

N-terminal Zn binding domain Ribonuclease H like super family DNA-binding domain
of HIV integrase superfamily of retroviral integrase superfamily
Helix-Turn-Helix 3-layer alpha/beta/alpha SH3-like barrel
1 Znion binding 50 3' processing, integration 212 DNA binding 288
DNA binding DNA binding ' | ' ‘i\ Multimerization Cter
) Multimerization Multimerization \w Nter
o AN n® | D116
= Cter ? D64
2 [ ENARY Nter ¥ ®+

I 4
n
d

Figure 6 Organisation structurale de I'intégrase du VIH-1.
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Les structures connues des intégrases

Aucune structure compléte d'intégrase (1-288) dti-¥) ou d’'un de ses complexes avec
'ADN n’a été résolue. En effet, la faible solutdliet la flexibilité inter-domaines sont un
frein a la résolution de la structure. Cependphisieurs structures de domaines isolés ou

bien encore de deux domaines consécutifs ont étédékes Kigure 7).

IN (vIH-1)
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Figure 7 Alignement multiple des structures connues de I'intégrase du VIH-1. La premiére ligne de I'alignement montre la
séquence pleine longueur sauvage. La derniére ligne montre la séquence N-ter de I'integrase du VIH-2.
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Le domaine N-terminal

Le domaine N-terminal (N-ter) (1-49) comporte untimblHCC (H12, H16, C40 et C43)
analogue a un doigt a zinc permet de favoriserdegssus de multimérisation de la protéine
entiere nécessaire a I'activité d’'intégration. beafion du zinc par le motif HHCC induit le
repliement du domaine N-terminal (Zheng, Jenkinal.e1996). Le domaine est structurée en
quatre hélices,, les hélicesn2 et a3 formant un motif hélice-tour-hélice, stabilisqes la
coordination d’un ion Zf et par des interactions hydrophobes (Burke, Saetyall 1992). Le
domaine N-ter interagit avec 'ADN mais ne fixe p@DN in vitro. Il est strictement

nécessaire au processus3dprocessinget de transfert de brins.

Le domaine Cceur Catalytique

Le domaine cceur catalytique de l'intégrase (50-Z4Rijtient le site actif constitué par une
triade catalytique (D64, D116, E152) caractérigigies polynucléotididyl transférases. Les
trois acides aminés de ce motif D-X(38-58)-D-X(&¥ont strictement requis pour I'activité
catalytique de la protéine. Les résidus importgasr I'interaction spécifigue avec '’ADN
viral sont également localisés dans le cceur cajabt(Q148, Y143, K156, K159). La
mutation de deux d’entre eux, les K156 et K159 liabactivité spécifique. Par ailleurs, ce
domaine permet le positionnement correct de laépretsur 'ADN cible (Harper, Skinner et
al. 2001). Une étude systématique de mutants @aosrps catalytique a permis d’identifier
une mutation (F185K) qui augmente considérablermargolubilité (Jenkins, Hickman et al.
1995; Jenkins, Engelman et al. 1996). Ce mutanbK1& permis de résoudre plusieurs
structures dans diverses conditions physicochinsidtie cacodylate, +/- magnésium) (Dyda,
Hickman et al. 1994; Goldgur, Dyda et al. 1998; dhain, Guilloteau et al. 1998; Greenwald,
Le et al. 1999). Un motif hélice tour hélice ins@r(162-178) intervient dans la formation des
dimeres et tétrameéres, ainsi que dans la recommaissdes ADN viraux et cellulaires
(Fermandjian, Maroun et al. 2001). Des structumgségalement montré I'importance de la
formation de tétrameres d’intégrases pour la fomctl'intégration (Hare, Di et al. 2009). La
structure du domaine catalytique se présente swusefd'un feuillet 3 a cing brins dont le
second est antiparalléle aux autres et de sixdsdli(de ol aab). Ce repliement présente des
similarités a celui de la RNase H. La boucle (149)iflexible permet I'orientation du résidu
E152 en direction des résidus D64 et D116. La pessedes mutations G140A/G149A

rigidifie la boucle qui entraine une diminution dlactivité de I'enzyme sans affecter
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I'interaction avec 'ADN. La flexibilité de la bole est cruciale pour l'activité. En effet,
I'apparition d’'un contact entre le résidu G148 'etrémité de I'ADN viral suite auB’-
processingJohnson, Sayer et al. 2006).

Le domaine C-terminal

Le domaine C-ter (212-288) est le domaine le moorservé entre les différentes intégrases
rétrovirales. Il interagit de fagon non spécificaieec I’ADN et aurait un réle stabilisateur des
interactions intégrase-ADN. Il est constitué derfdp antiparalleles formant une structure
en tonneau similaire au domaine SHEH@-like barre). Les domaines SH3 (Src-Homology
3) sont présents dans de nombreuses protéineuuingpliquées dans la transduction des
signaux cellulaires mais aussi dans des protéinesejlient a 'ADN. Sa structure a été
obtenue par RMN (Lodi, Ernst et al. 1995) et moqtre le domaine C-terminal est dimérique
et présente un sillon, composé de nombreux résttargés. De par sa taille, ce sillon pourrait
fixer une hélice d’ADN double brin. De plus, une tation de la K264 entraine une baisse
importante de la liaison & ’'ADN, suggérant ainsege résidu est impliqué dans l'interaction
ADN-intégrase (Lutzke, Vink et al. 1994). Sous ferdimérique, les domaines C-terminaux
s’orientent de facon paralléle I'un par rapportautre et sont egalement impliqués dans la

multimérisation de la protéine (Lutzke and Plaste9R8).

Structures a deux domaines

La structure du corps catalytiqgue et du domainer@inal a été déterminée sur un mutant ou
5 résidus ont été mutés (dont la mutation F185K)e(C Krucinski et al. 2000) ainsi que la
structure du domaine N-ter plus le corps catalgigomprenant trois mutations dont toujours
F185K (Wang, Ling et al. 2001). Toutes ces striegunontrent une méme organisation du
corps catalytique en dimére, mais des positions fsudomaines N-ter et C-ter différentes
(Jaskolski, Alexandratos et al. 2009) qui montrédaibilité entre les differents domaines de
l'intégrase. Ces structures isolées ne permettast ¢e comprendre l'agencement des
différents domaines ainsi que de définir 'unité@dtonnelle. De plus, I'espacement des sites
actifs (30A) n’est pas compatible avec la distagniee les sites d'insertions des deux brins de
I'ADN cible (15A) (Craigie 2001). Par ailleurs lautation F185K est située a linterface
dimérique observée dans les structures et partapeement a la cohésion de celle-ci. Enfin
une structure d’un mutant F185H a été résolue,esflesimilaire a celle du mutant F185K. Il
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est démontré par comparaison avec la structureoths catalytique d’ASV que ces mutants
ne peuvent étre fonctionnels de par la conformadmteur site actif (Bujacz, Alexandratos et
al. 1996)

Structures apparentées

La structure du corps catalytique de l'intégrasendautre virus (Avian Sarcoma Virus),
présentant des homologies fortes de séquences strulgure, ont été résolues (Bujacz,
Jaskolski et al. 1995; Bujacz, Jaskolski et al.6)%h présence d’un inhibiteur de l'intégrase
du VIH (Lubkowski, Yang et al. 1998). La structuceistallographique de l'intégrase
compléte du Spumavirus en complexe avec de I'ADfdI\A& récemment été résolue (Hare,
Gupta et al. 2010). L'organisation des domainefidiggrase du Spumavirus est différente
de celle de HIV-1 décrite par microscopie élecimari (Michel et al., 2009), La différence
provient probablement du fait que l'intégrase dwr8avirus n’'utilise pas de co-facteurs

cellulaires comme LEDGF pour la stabilisation dtatramére.

Fonction

L’intégrase du VIH-1 est une transposase (MeSH:.80B739.500.667.500) qui possede
plusieurs activités intrinseques : la liaison aW, le 3’ processinget le transfert de brin
(Lewinski and Bushman 2005).

La liaison a 'ADN

Dans un premier temps, I'IN se fixe sur une séqueapecifique (5-GCAGT3’) située aux

deux extrémités (U5 et U3) de ’ADN proviral (ou RTpour Long Terminal Repeat). En

présence d’ADN viral on observe la formation d’umeére a chaque extrémité (Gao, Butler et
al. 2001). L'IN lie 'ADN avec deux sites fonctioglfement distincts, un spécifique pour les
extrémités de I'ADN viral et une deuxieme non sjigoe pour 'ADN cible génomique. Une

interaction entre les sites allostériques de Ilmiso'’ADN peut empécher un site viral

inoccupé de se lier & une extrémité de I'ADN vioasque le site cible liaison a I'ADN est

rempli (Drelich, Haenggi et al. 1993; Engelman, kinan et al. 1994).

27



Le 3'processing

Le 3’ processingest une maturation endonucléolytique des extrémi-OH de I’ADN viral
qui se traduit par I'élimination d’'un dinucléotid&T) a chaque extrémité (U5 etU3).
réaction catalysée par un dimére d’IN est une -estérification figure 8a) qui consiste en
une attaque nucléophile sur une liaison phosphtadie® I'extrémité 3’ de I’ADN viral. Le

réaction de8’ processing lieu dans le cytoplast

La réaction d&’ processingequiére la présence de cations divalents so®* soit Mrf*. Le
co facteur métalliquén vivo est trés certainement Mg Les cations Mfi rendent I'activité
de lintégrase plus tolérante aux variations deuséges aux extrémités de I’ADN viral
laquelle s’ajoute une activité nucléase non spgeHf(Engelman and Craigie 19¢ L’IN est
également capable de couper la jonction d'une sémupalindromique lorsque I’ADN vir:

adopte une forme circulaifeee and Han 199.

a) Réaction de 3' processing

Figure 8 Réaction de trans-estérification catalysée par I'intégrase. (Retroviruses 1997) a) La réaction de 3’ processing est
une attaque nucléophile sur une liaison phosphodiester de I’extrémité 3’ de ’ADN viral. b) La réaction de transfert de
brin est également une attaque nucléophile sur une liaison phosphodiester de I’ADN cible par le -OH de I’ADN viral.
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Le transfert de brin

La réaction de transfert de brin a lieu dans leanogt requiére également un cofacteur
métallique MG*. La réaction est identique & celle 8uprocessing(Figure 8b). L'attaque
nucléophile du groupement hydroxyle de I'extrém#é de I'ADN viral sur la liaison
phosphodiester de 'ADN cible génomique. La diffése d’activité observée en présence de
Mg®* ou de MA* ont permis la conception rationnelle d'inhibitedes I'intégrase notamment
le Raltégravir et I'Elvitégravir (Marchand, Maddadt al. 2009). Ces inhibiteurs ciblent la

réaction de transfert de brin.

Dans la cellule, le transfert de brin s’effectuendi@niére concertéigure 9). La présence de
partenaire protéiques viraux (NC) ou cellulairedid¢egrase augmente I'efficacité (Carteau,
Gorelick et al. 1999). L'intégration concertée éficile a mettre en évidenda vitro (Sinha

and Grandgenett 2005).

ADN viral extrémité Us

. O\

o IN tétramérique

réactions secondaires

ADN niblF circulaire
mimant 'ADN genomigue
Liaison a I'ADN et 3' processing Transfert de brin Intégration concertée correcte

Figure 9 Représentation schématique de I'intégration concertée pour des tests in vitro. D’aprés (Zahm, Bera et al. 2008)

La réparation de I'ADN apres le transfert de brait fappel a des protéines cellulaires
(Craigie, Mizuuchi et al. 1991) mais n’est pas @ifi€ par l'intégrase. Un effet collatéral de
l'activité de lintégrase du VIH-1 entraine une doption d'une courte séquence
chromosomique de part et d'autre de la séquenceNi’proviral intégrée. Il n'existe pas de

réelle sélectivité de séquence cible pour l'intégma contrairement aux rétrotransposons Ty
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de levure. L'intégration semble se produire de ragiéatoire, méme si les structures locales
de I'ADN (courbure, flexibilité) jouent probablemam rdle.

La réaction finale aboutit donc a la présence &N viral intégré, le provirus, colinéaire de
I’ADN génomique avec duplication d’'une courte sémeechromosomique de part et d’autre
de la séquence virale. Les tests d’activitévitro reproduisent le processus d’intégration
d’'une seule extrémité en utilisant des oligonuétist double-brin mimant la séquence des
extrémités virales des LTR U5 ou U3 en présencezgime recombinante.

La désintégration

La désintégration a été mise en évideinceitro (Chow, Vincent et al. 1992). A I'inverse du
3’processinget du transfert de brin qui requiérent les trasndines de I'IN, la réaction de
désintégration peut étre catalysée par le seul mh@n@atalytique. Cette réaction peut donc
étre considérée comme une activité endonucléolgtioon spécifique. De facon générale,
cette réaction permet de tester le mécanisme carhpi certains inhibiteurs puisque le
domaine central isolé peut, seul, produire cettctién. Aucune donnée expérimentale
n’indique que cette réaction puisse se produireivo, il serait intéressant de favoriser cette

réaction pour diminuer I'efficacité d’'intégration.

Le Complexe de PréIlntégration (CPI)

Plusieurs protéines cellulaires ont été identifiéesassociation avec l'intégrase, mais pour la
plupart leur réle dans l'activité de l'intégrasearpas été élucidé (Mulder, Chakrabarti et al.
2002). Les laboratoires de Richard Benarous enaloothtion avec Hybrigenics, et
indépendamment celui de Zeger Debyser, ont idéniifi nouveau partenaire d’interaction de
I'intégrase du VIH-1, LEDGF (Cherepanov, Maertehsle 2003; Maertens, Cherepanov et
al. 2003; Cherepanov, Devroe et al. 2004; EmilidMdousnier et al. 2005) dont le rble dans
I'activité de l'intégrase a pu étre au moins pddment élucidé (Ciuffi, Llano et al. 2005;
Emiliani, Mousnier et al. 2005; Busschots, Voealet2007; Hare and Cherepanov 2009). Un
domaine de LEDGF se fixant a la chromatine a é& eniévidence et a confirmé que l'une
des fonctions de LEDGF est de transporter et der fiintegrase a la chromatine (Ciuffi,
Llano et al. 2005; Emiliani, Mousnier et al. 200%ano, Saenz et al. 2006; Busschots, Voet et
al. 2007; Hare and Cherepanov 2009).
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L’interaction de l'intégrase avec d’autres protéireellulaires a été mise en évidence par le
laboratoire de R. Benarous en collaboration avesokiété Hybrigenics par un criblage
double hybride. VBP1, protéine chaperonne qui e fn des polypeptides en cours de
synthese pour favoriser leurs repliements et paet ttansporté dans le noyau (Tsuchiya,
Iseda et al. 1996). Récemment, il a été montrévigkel était impliqué dans le contréle de la
réplication virale (Mousnier, Kubat et al. 2007a transportine (connue aussi sous le nom
d’'importin ou de karyopherin), protéine de transpuarcléaire essentielle pour I'importation
du complexe de préintégration dans le noyau (Bskginand Haffar 1997). La liste des
protéines cellulaires hétes interagissant avecHedD directement avec l'intégrase ne cesse
de croitre (Turlure, Devroe et al. 2004; Llano, i®aet al. 2006). L'intégration du génome
viral s’effectue préférentiellement pres de gemasscriptionellement actifs. Il a été montré
que p300 une acetyltransférase qui régule la cord#eon de la chromatine par I'acétylation
des histones, acétyle également des lysines daasitaC-terminale de I'intégrase et contrdle
son activité (Cereseto, Manganaro et al. 2005)

LEDGF

La protéine LEDGF (Lens Epithelium Derived Growthckor) est une protéine 62 KDa
(Dietz, Franken et al. 2002) qui a été identifiéenme un partenaire de liaison de la PC4 co-
activateur transcriptionnel, suggérant un réle dansgulation transcriptionnelle (Ge, Si et
al. 1998). La protéine est étroitement associéa ahfomatine condensée dans le noyau
(Nishizawa, Usukura et al. 2001). La présence d®GE dans le milieu de culture de
certains types cellulaires stimulent leur croisgart prolonge la survie cellulaire (Singh,
Ohguro et al. 2000). Par conséquent, LEDG/p75 agiiement un role clé dans I'équilibre
entre la survie et la mort cellulaire. Comme factde survie (Sharma, Singh et al. 2000),
LEDGF favorise la croissance des cellules de maeresf et protege la cellule contre
'apoptose induite par le stress. Le rble normal LdEDGF est exercée par l'activation
transcriptionnelle de protéines liées au stresamuapoptotiques (Shinohara, Singh et al.
2002). La culture de cellules sous stress oxydatifduit a des niveaux éleves de LEDGF
(Sharma, Singh et al. 2000). Il a été démontréldteGF liait des séquences d’ADN relatifs
au stress (Singh, Fatma et al. 2001). LEDGF edeégant impliqguée dans certaines maladies
auto-immunes. Dans le cancer de la prostate, lgipefonctionne comme un auto-antigéne
nucléaire pour générer une réponse auto-antic@psdpathy and Casiano 2004; Daniels,
Zhang et al. 2005).
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La protéine LEDGF contient 530 acides aminés esiplus domaines fonctionnels. Dans la
région N-ter, un domaine PWWP est présent qui fonoe comme un domaine d'interaction
protéine-protéine (Stec, Nagl et al. 2000) et/omnm@ un domaine de liaison a 'ADN (Qiu,
Sawada et al. 2002). Un signal de localisation tionaelle nucléaire (NLS), (résidus 148-

156), est présent (Maertens, Cherepanov et al.;20#kgas, Llano et al. 2005).

LEDGF joue des rdles multiples au cours de liradgn du VIH. L'interaction avec
I'intégrase est spécifique aux lentivirus (Llan@négas et al. 2004; Busschots, Vercammen
et al. 2005), et LEDGF est une composante foncatbamu CPI (Vandegraaff, Devroe et al.
2006). L'interaction avec LEDGF protége égalemahtdé l'ubiquitination et la dégradation
par le protéasomia vivo (Llano, Vanegas et al. 2004; Llano, Saenz et@)62 La protéine
LEDGF stimule I'activitén vitro de transfert de brins (Cherepanov, Maertens &0dl3) et
augmente l'affinité pour 'ADN de I'IN (Busschot¥ercammen et al. 2005). L’interaction
entre LEDGF et IN a été validé par double-hybriimiliani, Mousnier et al. 2005) et par co-
immunoprécipitation (Turlure, Devroe et al. 2004¢.domaine d’interaction de l'intégrase de
LEDGF est conservé et se situe entre les résidist3@ (Cherepanov, Devroe et al. 2004).
Une structure RMN du domaine d'interaction de LED@¥ec l'intégrase ainsi qu’une
structure cristallographique de ce domaine avemips catalytique mutant ont été résolues
(Cherepanov, Ambrosio et al. 2005; Cherepanov, &uwd. 2005). Ce domaine est composé
de cing hélices dont les résidus 1365, N366 et F#ticeté identifies comme importants pour
l'interaction avec l'intégrase du VIH-1. Une sturetcristallographique des domaines N-ter et
corps catalytique de l'intégrase de HIV-2 en comelavec I'IBD de LEDGF a récemment

éte résolue (Hare, Shun et al. 2009)

Complexe Intégrase/LEDGF

Différents modéles théoriques d’organisation stiate et de mécanismes d’intégration ont
été proposés (Wiskerchen and Muesing 1995; GaderBaital. 2001; Podtelezhnikov, Gao et
al. 2003; Karki, Tang et al. 2004; Chen, Weber kt2806) ainsi qu'un mécanisme

d’intégration effectué par l'intégrase de Spumawviaupartir de la structure cristallographique
de cette intégrase en complexe avec de 'ADN (Harmta et al. 2010). Au laboratoire, nous
avons résolue la structure de lintégrase sauvagere de HIV-1 en complexe avec une
protéine partenaire, LEDGF et de 'ADN (Michel dt, 2009) €igure 10). Des structures

montrant I'organisation supramoléculaire de multiesed’intégrase en complexe avec des

protéines cellulaires seront indispensables pouciddr les mécanismes de transport et
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d’intégration de 'ADN viral dans le génome et pdarconception d’inhibiteurs sélectifs
efficaces (Jaskolski, Alexandratos et al. 2009).stracture de I'intégrase est modulable et

dépend des partenaires avec lesquelles elle iitterag

INTEGRATION MECHANISM
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Figure 10 Modéle de la réaction d’intégration. La distance de 15 A (5 paires de bases) correspond a la distance
d’intégration entre ’ADN viral (en jaune) et I’ADN cible (en rouge). Le complexe se compose d’un tétramére d’intégrase
(en cartoon) et d’un dimére de LEDGF (en bleu).

INI1

INI1 est I'nomologue humain de la protéine SNF%adevure. La protéine INI1 appartient au
complexe SWI/SNF de mammifere (Wang, Cote et a@6)9 qui est impliquée dans le
remodelage de la chromatine ATP-dépendante, ctesictivateur de la transcription, qui en
décompactant la chromatine, facilite 'accés demlachinerie transcriptionelle a I'ADN

(Carlson and Laurent 1994). Le complexe SWI/SNFseoré au cours de I'évolution

restructure la chromatine en décompactant les aswoiées. Neuf protéines dont INI1
composent le cceur invariant du complexe et un neméariable de sous-unités qui contribue
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a I'activation ou la répression de la transcriptfRoberts and Orkin 2004). La transactivation
du promoteur tat du VIH-1 est aidée par SWI/SNFffamy, Deng et al. 2003). INI1 est une
protéine nucléaire de 385 acides aminés. La pmtéiil est composée de trois régions
conserveées, dont deux répétitions directe (Moroxang et al. 1998). Les résidus 106-183

constituent un domaine de liaison a 'ADN non sfigee potentiel.

INI1 dans la phase précoce
En 1994, INI1 a été découverte comme interagispast I'intégrase du VIH-1 et stimulant le

transfert de brinn vitro (Kalpana, Marmon et al. 1994). Cette interacti@h spécifique
(Yung, Sorin et al. 2004). L’analyse par déléticiNdL montre que la région 183-243 est
nécessaire et suffisante pour interagir avec gnatge du VIH-1 et que les résidus T213,
D224, D226 et S246 sont essentiels pour l'intevadvec l'intégrase du VIH-1 (Yung, Sorin
et al. 2001). En outre, une séquence d'exportaiiméaire (NLS) masquée (266-276) a été
identifiée au début de la région répétée 259-31@i¢C Zhang et al. 2002). Le domaine
minimum d'interaction a l'intégrase d’INI1 compreteb résidus 183 a 294. La région
minimale de I'intégrase du VIH-1 interagissant alldtl est 53-153. Les résidus K71 et E69

sont essentiel pour cette interaction (Maroun, Be&t al. 2006).

Plusieurs résidus importants pour la multimérisatiiNI1 ont été mis en évidence (REF
XX : Kalpana 2009 multimerisation) au début du doraarépété coincidant avec le signal
d’export nucléaire (266-276). Ces résidus sont dpgldobes ce qui suggére que la
multimérisation d’INI1 s’effectue par les régiongdnophobes. La multimérisation d’INI1

permettrait de conserver sa co-localisation avetéljrase dans le noyau. La formation de
dimére, tétramére, octameére et plus est dépendianta concentration d'INI1. Les régions

permettant la multimérisation et le domaine d’iatgion avec l'intégrase se recouvrent.

INI1 interagit également avec le petit sillon da&lN ce qui pourrait stimuler la réaction de
transfert de brin.

La relocalisation cytoplasmique d’INI1 nucléairet ektectée 30 min apres l'infection.
Jusqu’a 4 h apres linfection, INI1 est encore @palement localisée dans le noyau. Ce
recrutement cytoplasmique nécessite I'entrée disyvmais est indépendante de I'enveloppe
du VIH-1. Par visualisation des particules viradekintérieur de la cellule, la co-localisation
des complexes de pré-intégration du VIH avec INEtéamontrée. Des premiéres études ont
montrés que le réle d’'INI1 est de stimuler l'adévile I'intégrasen vitro (Kalpana, Marmon

et al. 1994).
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La relocalisation cellulaire d’'INI1 dans le cytopiae est observée au cours de I'infection du
VIH-1. Dans le cytoplasme, INI1 pourrait s’assocer complexe de préintégration pendant

les étapes précoces de l'infection par le VIH-1.

INI1 dans la phase tardive
L’expression d’INI1 pleine longueur montre une ae#tugmentation de la production de

particules virales infectieuses. En outre, INI1 esésent dans les virions VIH-1. La

contribution potentielle d’INI1 au cours de l'infemn par le VIH-1 a également été étudiée en
association avec une autre protéine nucléairerdéeipe de la leucémie promyélocytaire
(PML). Tét dans l'infection du VIH-1, une rediswifion subcellulaire par l'intermédiaire de

I'exportine d’'INI1 et de PML est observé (TurelbDoucas et al. 2001). Il est fort probable
gu’INI1 joue également un rble au cours des étgpssintegration (Van Maele, Busschots et
al. 2006).

Le fragment S6
Un fragment (183-294) d’INI1 réduit la productioimate & des niveaux indétectables (Yung,

Sorin et al. 2001). Quand le fragment d’INI1 estegprimé, il agit comme un inhibiteur
spécifiqgue dans les étapes tardives de la rémitatu VIH-1. La présence de ce fragment
dans les cellules diminue la libération du virudatgn spectaculaire, alors que des mutations
dans ce fragment qui perturbent les interaction&drdégrase abrogent cet effet inhibiteur. La
localisation cellulaire de ce fragment est cytoplagie au lieu d'étre nucléaire. Ces
expériences avec les fragments d’'INI1 ne précipast le rdle d’INI1 pleine longueur au

cours de la réplication rétrovirale.

Le réle controversé d’INI1
Les résultats sont contradictoires concernant le gdie joue INI1 pendant I'infection du

VIH-1. Une étude (Boese, Sommer et al. 2004) a édggu’INI1 n’avait aucun effet sur
I'intégration du virus dans des cellules déplétigasiNI1. Tandis que d'autres rapports ont
montrés qu’INI1 participe a une réponse antivireddulaire en interférant avec les étapes
précoces de la réplication virale (Turelli, Doueasl. 2001; Maroun, Delelis et al. 2006). A
'inverse, une autre étude (Ariumi, Serhan et a@0& a montrée qu’INI1 renforce
indirectement la transcription provirale. INI1 aafsment été jugée essentielle pour la
production de particules virales infectieuses (YuBgrin et al. 2001; Sorin, Yung et al.
2006). Les particules virales produites en l'absahitiNI1 présentent une réduction drastique
de la synthése de I'ADN proviral, ce qui suggerdNjli est également essentiel pour les
événements au début de la transcription inversaecdarporation d’'INI1 dans le virion est
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médiée par un contact direct avec l'intégrase darmt®ntexte de la polyprotéine Gag-Pol et
est nécessaire a l'infection. La compréhension idesractions entre lintégrase et INI1
permettrait d’affiner cette cible potentielle polar création d’inhibiteurs bloquant ces

interactions.

Les inhibiteurs de I'intégrase

Plusieurs familles de molécules ont pu étre id&@#f comme des inhibiteurs potentiels de
I'intégrase (Marchand, Maddali et al. 2009) dorg mposés de la famille des acides
dicétoniques (Hazuda, Felock et al. 2000; Grol8&imock et al. 2002). Ces molécules sont
développées par Merck & Co et Shioni/GlaxoSmith&likn octobre 2007, une molécule de
cette famille, le Raltegravir a été approuvé pdeA. C’est un agent anti HIV trés efficace
mais avec des effets secondaires importants (Temesfyarnke et al. 2006). D’autres
familles de molécules comme les styrylquinoléin@sigli, Laboulais et al. 2000; Zouhiri,
Mouscadet et al. 2000), des peptides (DeSoulaitymont et al. 2002), des oligonucléotides
(Jing and Xu 2001; Jing, Xiong et al. 2002) repnésiet des agents thérapeutiques potentiels.
Des structures du domaine catalytique de l'intégers présence d’'inhibiteurs potentiels : 5-
CITEP (dicétoniques) (Goldgur, Craigie et al. 1988)des tetraphenyl arsenates (Molteni,
Greenwald et al. 2001) ont été déterminées. L'amadion de ces composés neécessite
impérativement que I'on dispose de plus d'inforovai structurales sur la reconnaissance

entre I'intégrase et ses ligands (Pommier, Johesah 2005).

Projet de recherche

Le but de ce projet est de comprendre les mécarisméeculaires de l'intégration de 'ADN

du virus du VIH dans le génome des cellules hdesr cela il est indispensable de connaitre
les structures atomiques des diverses protéinedigs ainsi que leur organisation
supramoléculaire. Les cristaux de l'intégrase eatg&auvage obtenus jusqu’a présent ne sont
pas de qualité suffisante pour déterminer la girectL’hypothése principale est la non
structuration d’une partie de la protéine ou unedrtante mobilité inter domaine. Afin de
stabiliser la structure de l'intégrase sauvagesrmoaparons des complexes avec des protéines
partenaires comme LEDGF et INI1.

Une étape intermédiaire pour une meilleure commsiba de I'oligomérisation de I'intégrase

et de son interaction avec les partenaires caladaest la détermination de structures basses
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résolutions par microscopie électronique, étapesgviere indispensable pour la définition de

complexes stable en vue de leurs cristallisations.

Au cours de ma thése jai résolue une structursebadsolution du complexe IN-LEDGF-
INI1 par des techniques de cryo microscopie éleajrge. Cette structure montre une
organisation de l'intégrase en tetramere, avecintegface de tetrameérisation impliquant les

domaines C- et N-terminaux, en complexe avec urdirde LEDGF et un dimére de INI1.

Mon projet a consisté a : a) cloner avec l'aidéadalate forme de génomique structurale INI1
dans divers vecteurs d’expressions péircoli (systeme pET), préparer une banque de
fragments d’INI1 contenant le domaine de liaisolf'igtégrase avec différentes bornes
déterminées par une analyse bioinformatiques emipaes fragments, utiliser les plus
solubles pour des études structurales; b) puitsrprotéines a homogénéité c) préparer des
complexes stables intégrase-LEDGF-INI1 pour deslegtypar microscopie électronique et
cristallographie ; d) résoudre et exploiter lesictires des complexes pour déterminer un
modele supramoléculaire de I'organisation de ceptexe ; e) faire une analyse fonctionnelle
de ce complexe ternaire et le comparer au comphfteEDGF pour comprendre le role de

INI1 dans I'étape précoce de l'infection par le V1H
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Etude Bioinformatique

Matériel et méthodes

La stratégie in silico

L’analyse des séquences protéiqgues commence paaligation d’'un alignement multiple.
L’alignement multiple de séquences protéiques tiréd8 homologies de séquences. Ces
homologies sont révélatrices de domaines conseti@s de conservation de résidus ayant le
plus souvent une signification fonctionnelle et/swucturale. Il est possible également
d’établir une phylogénie a partir de I'alignementltiple. Couplée a I'alignement multiple,
une analyse des prédictions des structures secesaddiintrinsequement désordonnées affine
les limites des domaines. En régle générale, unat@mstructuré a de meilleures chances
d’étre soluble quand les limites ne sectionnent g@structures secondaires, de séquences
hydrophobes ou une zone intrinsequement désordohaédélimitation des bornes précises
des domaines structuraux s’effectue grace a Batilbn conjointe de ces différentesigses

et est pondérée en fonction de I'importance eadmhvergence des différentes prédictions.

L’environnement bioinformatique

Au cours de ma these, jai bénéficié des conseilséa du Laboratoire de Biologie et de
Génomique Structurales (LBGS) et de la Plateforree Bibinformatique de Strasbourg
(BIPS) (http://bips.u-strasbg.fr/). BIPS est unatglorme a haut débit, localisée a ''GBMC,
dédiée a I'analyse de séquences ainsi qu’a la génencomparative et structurale. Elle a été
labellisée Plateforme Nationale RIO en 2003 et titugsla Plateforme de Bioinformatique du

Génopoble Grand-Est « du Géne au Médicament ».

GScope

GScope est une plateforme de génomique dédiémarigulation, le stockage et I'analyse de
données massives englobant aussi bien des génometets qu’'un ensemble de genes ou de
protéines. Ecrite en Tcl/Tk, et gérant des fichessii, la plateforme GScope est développée
au LBGI, principalement par Raymond Ripp qui mantila cohérence générale de cet outil.
GScope contient des programmes propres et desapnaggs externes, en particulier des
programmes développés au sein du groupe autoualggmément multiple. Son architecture

modulaire permet [l'utilisation de modules spécigudans d’autres applications ainsi que

l'intégration de nouveaux modules d’analyse. Unterface web est également disponible
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(WScope). Au cours de ce travail, GScope a etéséil pour rechercher des séquences
protéigues et des structures dans les bases déaamsi que pour construire les différents
alignements multiples de séquences protéiques.lide gpne composante de GScope, dédiee
au clonage, m'a permis de créer, étudier, stocKkergérer toutes les informations

nucléotidigues ou protéiques relatives aux geénastédét en réalisant, de maniére

automatique, le dessin des oligonucléotides nécessau clonage ou a la mutagénése, la
commande d'oligonucléotides, la création virtuelles produits de PCR et des vecteurs

d’expression, la vérification du séquencage.

PipeAlign

PipeAlign (Plewniak, Bianchetti et al. 2003) est autil d’analyse de famille de protéines
développé au sein du Laboratoire de Bioinformatigude Génomique Intégratives (LBGI).
Ce programme permet de réaliser des alignementtipieal de séquences protéiques de
maniere automatique et regroupe les séquencesusrauilles. Ces alignements multiples
de séquences protéiques complétes (MACS, MultidlgnAent of Complete Sequences)
(Lecompte, Thompson et al. 2001) sont effectuésiréirpd’'une recherche initiale dans les
bases de données UniProt et PDB par BlastP a gantie séquence protéique unique ou d’'un
jeu de séquences protéiques. PipeAlign consistmercascade de sept programmes couplés
qui peuvent également étre utilisés de maniere  pendante (

Entrée:
Une séquence ou un jeu de séquences non alignées

Identification de motifs localement conservés (LMS)
-> Profile de conservation
-= Liste d'homologues

Construction d'vn alignement multiple
-> MACS des homologues

Affinement de 'alignement
Correction d'erreusrs
-> MACS affiné

Elimination des séquences non homologues
->=MACS des homologues validés

Validation de l'alignement
-> MACS validé

Hiérarchisation de I'alignement
-> SECATOR.
-=DCP

Sortie:
Validation et analyse intégrée de famille et de sous-familles protéiques

Figure11).
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Entrée:
Une séquence ou un jeu de séquences non alignées

Identification de motifs localement conservés (LMS)
-= Profile de conservation
-> Liste d'homologues

Construction d'un alignement multiple
-= MACS des homologues

Affinement de l'alignement
Correction d'erreurs
-=MACS affiné

Elimination des séquences non homologues
-= MACS des homologues validés

Validation de I'alignement
-= MACS valide

Hiérarchisation de I'alignement
-> SECATOR
->DCP

Sortie:
Validation et analyse intégrée de famille et de sous-familles protéiques

Figure 11: Apercu de la cascade de programmes de PipeAlign

BALLAST

La procédure BALLAST Blast post-processing based on locally conserveginsat$
consiste dans la recherche des séquences simiidiresmologues a partir du programme
BlastP Basic Local Alignment Search Tool Proteét ne retient que les résultats significatifs
pour les séquences similaires détectées. La catioibde chaque touche dans le profil est
proportionnelle a sa significativité. Les LMS&o€al Maximum conserved Segmegnts
correspondent aux segments de séquences les noesereés entre la séquence initiale et les
touches détectées par BlastP. Ces segments de@iise maximale permettent au module
BALLAST de retenir aussi les séquences homologuesrgentes par les segments de
séquences relativement conservés. Les positionsLMESs dans chaque séquence sont
identifiées et conservées dans un fichier comme liste d’ancres locales utilisées par le

module suivant : DbClustal.

DbClustal

La procédure DbClustal est une version modifieeCliestalW (Thompson, Higgins et al.
1994) qui permet de combiner les approches gladtdiecale. En effet, DbClustal est basé sur
le méme algorithme d’alignement global (Needlemiash W/unsch 1970) que ClustalW pour

construire des MACS ce qui présente des inconvénipour les séquences contenant des
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insertions ou des extensions N-terminales ou Citeles (Thompson, Plewniak et al. 1999).
Pour pallier ces aléas, les alignements locaux Lst8d utilisés comme points d’ancrage et
ponderent I'alignement global. Le MACS obtenu ertisalu programme DbClustal est divisé
horizontalement (blocs de forte conservation) eticeement (présence de sous-familles)
pour former un « quadrillage » au sein duquel Egans bien alignées, et donc fiables,
peuvent étre identifiées et différenciées selon dgré de conservation ou leur appartenance

a une sous-famille.

RASCAL

Le programme RASCALRApid Scanning and Correction of multiple sequekicggnment}
(Thompson, Thierry et al. 2003) est utilisé dansddre de la détection et de la correction des
erreurs subreptices au sein de I'alignement meltigdn effet, DbClustal est basé sur un
algorithme utilisant des approximations ce qui ey I'introduction d’erreurs potentielles.
Elles sont détectées par comparaison des profits rdgions fiables (eore blocks»).
RASCAL réaligne chaque région mal alignée en uwatilisun algorithme proche de celui
implémenté dans ClustalW. La correction de I'aligieat est restreinte aux régions les moins

fiables, permettant une stratégie de ré-affinerplrg performante.

LEON

Le module LEON ffultiple aLignment Evaluation Of Neighbou($hompson, Prigent et al.
2004) vérifie 'hnomologie des séquendes. leur appartenance a une famille d'intérét. En
effet, dans un alignement multiple les séquencégdbétre homologues. En se basant sur
les régions fiables délimitées par RASCAL, LEONfjieode la nature transitive des relations
d’homologie : I'information des séquences interragds est mise a profit pour mettre en
évidence les régions conservées des séquencdadadiiergentes. Les blocs de conservation
de chaque sous-famille du MACS sont ensuite retifis,de former des régions contigués de
conservation, considérées comme homologues a laeség initiale. La composition en
acides aminés des séquences de lalignement edendga prise en compte par
l'incorporation d'un certain nombre d’algorithmes diétection de segments, dont la
composition est biaisée. Finalement, les séquemgiese contiennent que des blocs disjoints
et aucune région homologue sont retirees du MA@dttie de LEON, nous disposons donc
d’'un MACS de bonne qualité qui ne contient que s@éguences partageant au moins une

région homologue a la séquence initiale.
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NorMD

NorMD (Normalized Mean DistanggThompson, Plewniak et al. 2001), est une fomctio
objective utilisée pour évaluer la qualité d’'un M8Qrésultat des quatre étapes précédentes.
NorMD combine les avantages des techniques basgekess scores de colonnes avec la
sensibilité des méthodes introduisant des scoresndidarité de résidus. Le score assigné a
l'alignement est indépendant du nombre de séquegoescontient le MACS, de leur
pourcentage d’identité, de leur longueur, etc. Geximet de comparer des scores NorMD
entre alignements indépendants. Le score assignd@dD sera, de maniére générale,
compris entre O et 1. Plus le score est proche, ggu& la qualité de I'alignement peut étre
considéréee comme satisfaisante. Apres analysermdpatement de NorMD sur de nombreux
cas référencés, un seuil de 0,3 a été fixé, enodssduquel la qualit¢ du MACS est

considérée comme insatisfaisante.

Secator et DPC

Les programmes Secator (Wicker, Perrin et al. 2@dD)PC Density of Points Clustering
(Wicker, Dembele et al. 2002) permettent de clagsibu hiérarchiser, des séquences d’un
MACS dans de potentielles sous-familles de séquefa®ctionnelles. Le nombre de sous-
familles créées étant déterminé automatiquement gear programmes. Le résultat de
PipeAlign est un MACS validé de haute qualité, degiel les séguences sont classées en
sous-familles. PipeAlign est mis a disposition de ¢ommunauté scientifigue par
I'intermédiaire du site web de la plateforme deirfirmatique de Strasbourg (http://bips.u-

strasbg.fr/PipeAlign/).

Logiciel d’analyse des MACS

JalView 2 & MACSIMS

JalView version 2 (Waterhouse, Procter et al. 2088) un programme de visualisation,
d’analyse et d'édition de MACS. MACSIMS (Thompsokluller et al. 2006) est un
programme qui facilite la gestion et I'extractiorintbrmations pertinentes au sein de
I'alignement. Le programme combine les informati@stsucturale et fonctionnelle) extraites
des banques de données et des méthodes d’analyseqdencesab initio comme
I'identification des régions homologues. Ces pragrees ont été utilisés lors du traitement et
I'analyse des MACS.
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Définition automatique des domaines

Plusieurs programmes sont disponibles pour préadirmatiquement des domaines. La
combinaison de plusieurs méthodes permet de cdefrdifférentes prédictions et ainsi d’en
augmenter la perspicacité.

ProDom

Prodom [ttp://prodom.prabi.fr/prodom/current/html/home.phest une base de données

référencant toutes les familles de domaines de&ip@générées automatiquement a partir des
séquences completes de SWISS-Prot et TrEMBL (Co8sst/ant et al. 2000). Chaque entrée
de ProDom produit un alignement multiple de ségesrte domaines homologues et une
séquence consensus représentative de la famid®oPr-SG (Bru, Courcelle et al. 2005) est
une base de données orientée vers la structunmeridionnelle des protéines qui permet de
recruter par PSI-BLAST de nouvelles séquences hogoels a partir de domaines bien
définis de la base de données SCOP (Lo Conte, Brextral. 2002).

pFAM

La base de données pFAM (Finn, Mistry et al. 2qQh€@)p://pfam.sanger.ac.ykést divisée en

deux niveaux de qualité: pFAM-A générée manuelldmet pFAM-B générée
automatiquement. Les domaines présents dans pFABb#t déterminés a partir d’un
alignement contenant un petit nombre de séquerg@m®sentatives de la famille et sont
caractérisés par un modéle de Markov caché qui gteson application a la séquence
d’intérét. Les domaines de la base de données pBAddnt créés automatiguement a partir
d’'un groupe de séquences non redondantes produiajgmrithme ADDA (Heger, Wilton et

al. 2005) et contient un grand nombre de famillessmqui ne sont pas annotées.

Prédiction des structures secondaires

Plusieurs programmes sont disponibles pour préé#etructures secondaires a partir d’'une
séquence primaire. De la méme maniere que pougfiaittbn des domaines, en compilant
plusieurs résultats de différents programmes, kabioaison des prédictions augmente la

véracité des recoupements.
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PredictProtein

Le serveur PredictProteinht(p://www.predictprotein.ory/ (Rost, Yachdav et al. 2004)

regroupe plusieurs programmes détaillés ci-aprigaré 12). Les résultats compilent des

prédictions recoupant plusieurs programmes dondiosrutilisés par ailleurs (prédictions de
domaines). Les résultats obtenus par PredictPregont surtout focalisés sur les prédictions
de structures secondaires et I'analyse de la ségqueimaire.

Swiss-Prot Séquences protéiques annotées {Bairoch and Apweiler 2000) http://expasy.cbr.nre.ca/sprot,

TrEMBL Séquences protéiques brutes (Bairach and Apweiler 2000) http://www.ebi.ac.uk/swissprot,

PDB Séquences de structures déterminées (Berman, Westbrook et al. 2000) http://www.rcsb.org/pdb/
expérimentalement

BIG Combinaison non-redondante Swiss-Prot, {Przybylski and Rost 2002)

TreMBL, PDB

MaxHom Alignement multiple (Sander and Schneider 1991)

BLASTP Alignement par comparaison appariée {Altschul and Gish 1996) http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
PSI-BLAST Alignement basé sur un profil {Altschul, Madden et al. 1997) http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
HMMer Recherche par un modele de Markov caché (Eddy 1998) http://hmmer.wustl.edu/

TOPITS Prediction-based threading (Rost 1995; Rost, Schneider et al. 1997)

ProDom Régions de domaine similaire (Corpet, Servant et al. 2000) http://protein.toulouse.inra.fr/prodom.html
Pfam-A Famille de protéine (Bateman, Coin et al. 2004) http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/
CHOP Fragments de domaine similaire {Liu and Rost 2004)

SEG Régions faiblement complexes {Wootton and Federhen 1996) http://trex.musc.edu/manuals/unix/seg.html
NORSp Régions mobiles {Liu, Tan et al. 2002; Liu and Rost 2003)

PHDsec Structure secondaire {Rost and Sander 1993; Rost and Sander http://www.predictprotein.org
1994; Rost 1996)
PHDace Accessibilité au solvant {Rost and Sander 1994; Rost 1996) http://www.predictprotein.org
PHDhtm Hélices membranaires (Rost 1996; Rost, Fariselli et al. 1996) http://www.predictprotein.org
PROFsec Structure secondaire (Rost 2001) http://www.predictprotein.org
PROFacc Accessibilité au solvant B. Rost Unpublished http://www.predictprotein.org
GLOBE Caractéristigue globulaire B. Rost Unpublished http://www.predictprotein.org
COILS Régions enroulées {Lupas 1996)
CYSPRED Ponts disulfure (Fariselli, Riccobelli et al. 1999) http://cassandra.dsi.unifi.it/cysteines/index.html
ASP Régions de conformation ambivalente (Young, Kirshenbaum et al. 1999) http://prion.biocomp.unibo.it/cyspred.html
PROFcon08 Caontact inter-résiduel (Punta and Rost 2005) http://www.predictprotein.org
PROFtmb Structure membranaire de type barrel (Bigelow and Rost 2006) http://www.predictprotein.org

PredictNLS Signal de localisation nucléaire (NLS) {Cokol, Nair et al. 2000; Liu and Rost 2003)  http://cubic.bicc.columbia.edu/predictNLS
PROSITE Motifs fonctionnels {Hofmann, Bucher et al. 1999) http://www.ncbi.nlm.nih.gov/8LAST/
LOCnet Brédiction de localisation sub-cellulaire {Mair and Rost 2003)

Figure 12: Récapitulatif des taches effectuées par le programme PredictProtein adapté de (Rost, Yachdav et al. 2004).

GARNIER

Garnier appartient a la suite EMBOSBufopean Molecular Biology Open Software Suite
(http://bips.u-strasbq.ffEMBOSK/ Il permet de prédire la structure secondairend’u
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séquence protéique a partir de la méthode GQO&ier Osguthorpe Robspr{(Garnier,
Osguthorpe et al. 1978). Cette méthode est bagélesprobabilités de trouver un résidu
donné formant des structures secondaires. La pildbadst calculée pour chaque position
dans une fenétre de 17 acides aminés. Ces paranpetifeabilistes sont dérivés de I'étude
empirique de structures connues résolues par ltwigi@phie aux rayons X. Quatre résidus
contigus sont nécessaires a la prédiction d’'uniedwxelet deux pour un feuilld.

KoAnno

Un grand nombre de régions protéiques et de pegéieuvent exercer leur fonction sans un
repliement bien défini (Wright and Dyson 1999). Cesotéines sont nommées

« intrinsequement désordonnées ». La compositioracitles aminés, la complexité de la
séquence, I'hydrophobicité, la charge nette sotdardwde parameétres qui sont utilisés pour
déterminerin silico le désordre intrinsequé.es caractéristiques des régions désordonnées
sont généralement une faible hydrophobicité, unargeh nette élevée, une tres faible

variabilité dans la composition en acides aminés.

De nombreux logiciels de prédiction des régionodfmnées dans les protéines, s’appuyant
sur des algorithmes différents et ayant chacun fopre définition du désordre, sont
actuellement disponibles. Pour améliorer l'effitdale prédiction, une des stratégies est de
combiner plusieurs méthodes performantes. KoAnhaieserveur web (http://www-bio3d-
igbmc.u-strasbg.fr/~brelivet/KoAnno/) développé sein du LGBI par Yann Brelivet et
maintenu par Raymond Ripp. Le programme KoAnnaaétit en Tcl/Tk, fait parti GScope.
Ce programme regroupe quatre programmes de padidés régions désordonnées dans les

protéines.

RONN

RONN est une extension du réseau de neurones BB@BWRBasis Functional Neural
Network3 (Yang, Thomson et al. 2005) destiné a l'originéaacaractérisation de sites de
clivage protéolytique et maintenant adapté a laedin de régions désordonnées. Des
bibliotheques d’alignements de séquences de replitsrconnus (ordonnés, désordonnés ou
un mélange des deux) ont été réalisees manuellatiagres des données structurales. Si I'on

veut connaitre les zones ordonnées ou désordomi@es séquence quelconque, une
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méthode consiste a réaliser I'alignement de céttgience par rapport aux séguences de ces
bibliothéques. Suivant le degré de similitude, aeses ordonnées ou désordonnées peuvent
étre prédites. Cette prédiction est réalisée parragseau de neurones entrainé sur ces

bibliotheques de séquences connues.

GlobPlot2

GlobPlot2 (Linding, Russell et al. 2003), outil déntification de régions globulaires et
désordonnées dans les protéines, utilise une d@pprEimple basée sur les propensions des
acides aminés a se trouver soit dans des struct@@sndaires réguliéres (hélicesou
feuillets de bring3) soit dans d’autres structures de type «Randorm»Cmbucles, « turns »,

etc.) ; trahissant un état ordonné ou désordonné.

DisEMBL1.5

Le programme DisEMBL1.5 (Linding, Jensen et al. 208st basé sur un réseau de neurones.
Pour assigner le désordre, le programme passevaa tmis criteres différents. Les résidus
présents dans les héliagdes hélices 3.10 ou les feuillgtsont considérés comme ordonnes.
Le premier critére est « LOOPS/COILS » (boucle/al&e). L'appartenance des résidus a des
états de type « turn » (liaison H de typeC€ NH;n), « bend» (chaine des €présentant
une forte courbure d’au moins 70°) et les hélitesst nécessaire mais pas suffisant pour
qualifier leur état désordonné. Le deuxiéme critetdOTLOOPS » représente des boucles
avec un degré de mobilité élevé (facteur B). Pauactériser le désordre dans les protéines,
DisEMBL1.5 utilise une technique dérivée baséeuse échelle de propension de mobilité
des résidus en fonction des facteurs d’agitati@s. ¢toordonnées absentes dans une structure
résolue par cristallographie aux rayons X défimsde troisieme critere de définition du
désordre par le terme « REM465 ». En effet, lesites électroniques non assignées reflétent
le plus souvent un désordre intrinseque. Des ré&sdawneurones ont été entrainés sur des
jeux de données correspondant aux trois définitidnsdésordre (« LOOPS/COILS », «
HOTLOOPS », « REM465 »).

FoldIndex©

Foldindex© (Prilusky, Felder et al. 2005) prédit isie séquence protéique donnée est
intrinsequement désordonnée. Ce calcul est bada swyenne des résidus hydrophobes < H

> (la somme de tous les résidus hydrophobes éatédodie O a 1, divisée par le nombre total
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de résidus) de la protéine et sur la valeur absiduga charge nette < R > (différence entre le
nombre de résidus chargés positivement et négatineapH?7, divisée par le nombre total de
résidus).

L’équation utilisée par le programme edf? = 2.785 < H > —|< R >| — 1.151. Toutes

les valeurs positives représentent des domaindigsegi les valeurs négatives des domaines

intrinsequement désordonnés.
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Résultats

Pourquoi une étude in silico ?

L’étudein silico a pour but de prédire les bornes des constructjanseront utilisées par la
suite. Deux principales raisons motivent I'élabmmatde ces constructions. Sans étiquette de
solubilité (GST ou MBP) et/ou sans détergent, t@éine compléte INI1 de type sauvage est
insoluble. Les constructions d’INI1 contenant sépant un ou plusieurs domaines
permettent de déterminer les rbles des differemdmaines d’INI1. Les bornes des
constructions sont choisies en fonction des inftiona obtenues par Il'analyse
bioinformatique. La difficulté réside dans la détaration précise a I'acide aminé prés, de ces
bornes. Plusieurs regles empiriques (détailleepds) permettent de prédire les limites de

fragments qui auront une meilleure probabilité @ é&olubles.

Le role central des alignements multiples de séquences

Au cours de I'évolution, des événements de mutatiomiennent aléatoirement modifiant les
séquences des génes qui codent pour des ARNs eprdegdnes. Les mutations sont
susceptibles d’engendrer une cascade de modifsatmuvant entrainer des altérations
importantes. Plusieurs types de mutations existeotamment, les mutations ponctuelles
définies par la substitution d’'un nucléotide deD® par un autre (mutations faux-sens, non
sens, silencieuses), ou par l'insertion/délétiomnda plusieurs centaines de nucléotides. La
plupart des mutations sont dites neutres. Ellesnodifient pas le fonctionnement de la
protéine et n'ont pas de conséquences phénotypigaesoscopiques. Cependant, certaines
mutations, par exemple la mutation de résidus wuagitif d’'une enzyme ou la mutation d’'un
résidu empéchant le repliement structural corrdeti&a protéine pourraient étre a I'origine de
conséquences pour le moins dramatiques en engeémtiamprotéines non fonctionnelles. Si
ces protéines sont impliguées dans des proceselmigues nécessaires a la survie de la
cellule, leur mutation peut étre responsable dentat de la cellule. Ainsi, au cours de
I'évolution, les résidus fonctionnellement et stawalement importants pour la protéine
subissent une forte pression de sélection et dbiégm® conservés. En comparant les
séquences proches les unes des autres et en rdghkeslaésidus qui restent les mémes
(conservés) dans tous les membres de la famill@igree, on peut ainsi déduire quels sont les

résidus déterminants pour le bon fonctionnemer geotéine.
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Analyse de MACS

L’analysein silico débute par la réalisation d’'un MACS. La séquentgépmue d’'INI1 du
plasmide initial est répertoriée dans la base denées UniProt sous le numéro d’acces
Q12824 fhttp://www.uniprot.org/uniprot/Q12834 Cette séquence Q12824 est soumise a la

cascade de programme PipeAlign. Le MACS brut étgali PipeAlign contient 195
séquences. L'optimisation du MACS a nécessité desteaments manuels telle que
I'élimination de séquences protéiques putatives cemactérisées et des processus cycliques
tel que le rechargement de la cascade de progrd®ipedlign a partir de I'étape DBClustal.
Au final, le MACS est constitué de 82 séquencedodgueur variable, avec une longueur
minimum de 139 aa et maximum de 116@ufe 13). Les séquences protéiques SFH1 (SNF
Five Homologue 1) homologues ont été conservésgiaudu MACS.

Des études (Morozov, Yung et al. 1998; Yung, Setial. 2001) ont montrées que les résidus
T213, D224, D226 et S246 d’INI1 sont cruciaux pbiateraction avec l'intégrase du VIH-1.

Le domaine d’interaction a été défini entre P18®243, ce qui exclu le résidu crucial S246.
Le résidu D224 est conrservé dans plus de 90 %ségsences du MACS. Pour T213 et
D226, le consensus est établi a 59 %, enfin l@lnéSR46 n’est présent que dans 37,5 % des

séquences.

Les domaines : pFAM, ProDom et Morozov

Trois domaines distincts ont été prédits par lgmme ProDom dont les limites sont 4-182
pour PD017359, 184-262 pour PD228116 et 266-385 HiDO07647. Le programme

PRODOM génere automatiquement des commentairesgbague domaine. Les prédictions
ne sont pas toutes de méme consistance. Ainsigrigdhent de séquences qui défini le
domaine 4-182 comporte des séquences hétérogenasppdse, les deux autres domaines
ont été déterminés a partir de séquences plus lemegmpliquant des limites de domaines
mieux définies. La prédiction automatique de domsipFAM-B détecte un domaine de 28-
154 (domaine 4996). L'annotation manuelle pFAM-Ande deux domaines (178-255) et
(250-373) et une région faiblement complexe (368)3Les limites 106-183 représentent
potentiellement un domaine de liaison & 'ADN (atation SwissProt). D’'aprés la littérature
(Morozov, Yung et al. 1998; Cheng, Davies et al999 les domaines, intimement

entremélées, de liaison a l'intégrase et a c-MYC &g définis expérimentalement et les

49



limites respectives sont (183-243) et (186-245).ndda méme étude, une répétition
imparfaite de ce domaine (259-319) a été mise @erge. Trois domaines dont les limites

L
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e

Figure 13 : Vue schématique du MACS d’INI1 (par Jalview). Le MACS a été construit a partir de la séquence requéte
Q12824 (SwissProt). Le domaine pFAM SNF5 (domaine de liaison a I'intégrase) est coloré en vert et étendu a 'ensemble
du MACS par le programme MACSIMS. Les résidus conservés sont listés sous forme d’histogramme.

varient sont définis :

Les bornes

Les bornes des domaines ont été définies a parfiadalysein silico. Le découpage d’INI1
m’a permis d’obtenir cinq extrémités en N-ter etocen C-ter.

La borne P74

La premiére borne du fragment devait contenir lemaioe potentiel de liaison a I’ADN (106-

183). La région 69-77 est absente dans l'isoforn®IBI1. Les résidus 74 a 78 sont prédits
non structurés mais ayant une trés bonne accésiail solvant (PROF(acc)). La région
suivant la borne P74 est prédite hydrophile ecstinée.

Une alternative aurait été de commencer le fragnzer6102 au milieu d’'une région
hydrophile, juste avant le domaine de liaison aDIMy ayant des prédictions de désordre

moindre. Cependant la région suivante (110-117prestite comme désordonnée (KoAnno).
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La borne P165

La borne P165 a été définie comme une limite adtéra contenant le domaine de liaison a
I'intégrase du VIH-1 (183-243). La limite a été e@hinée en fonction de la prédiction de
désordre (KoAnno : 3 sur 4 prédisent une régiorommée et hydrophile entre 165 et 173).
Cependant les prédictions de structures secondardegagent pas de consensus. La limite a
éte définie au niveau de la P165, acide aminé cponu étre présent au début des structures

secondaires. Cette proline est conserveé dans 3ds%étjuences du MACS.

Au sein du MACS dans la famille d’INI1, la protéide numéro d’accés Q9H836 (SwissProt)
comporte une insertion de 17 résidus a cette pasitia séquence Q9H836 est tirée de la
collection « FLJ » d’ADNc humain (Ota, Suzuki et 2004). La séquence Q9H836 differe

par rapport a Q12824 par : deux mutations ponesi€N154D, C168H), la caractéristique de

I'isoforme B (région 69-77 manquante) et la prégsesic P165 d’'une insertion de 17 aa.

La borne P173

La borne P173 a été définie comme contenant le oharde liaison a I'intégrase du VIH-1
(183-243). Cette proline se retrouve dans 30 % sdegiences du MACS juste apres une
région hydrophobe et avant une région hydrophileutds les prédictions de structures
secondaires indiquent le commencement d’'une heldeméme longueur (173-178). A la fin
de cette hélicex prédite, débute, en position 178, le domaine pFANBNF5 (178-255),
celui-ci sera contenu par le fragment commencamlefB8. La limite P173 donne la meilleure

prédiction.

La borne P183

La borne P183 est tirée d'études préalables (Maro¥ang et al. 1998) et se situe au début
d’'une région hydrophile. Les prédictions de streesusecondaires conjecturent un feuillet
beta dont la limite n’est pas unanime (Garnier E188SP L186 ; PROF L186) et une
structure secondaire non réguliere (NORS). La &nitl83 se site juste avant une région
(186-194) ayant une forte conservation et un fortsensus (>60 %). Les domaines définis a
partir de P183 sont trois domaines entreméléslofeaine de liaison a l'intégrase du VIH-1
(183-243), le domaine de répétition imparfaite (@gp@Domain) (186-245) et le domaine de
liaison a c-MYC (186-245).
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La borne P188

Comme alternative a la limite P183, la borne PI&8)stitue en termes de prédiction du
désordre une alternative importante. En effet, skenble des prédictions de KoAnno
détermine une région structurée. De plus, le progra Blocks propose une région
d’alignement local (187-227). Le consensus du e$ld88 est le troisieme plus élevé du
MACS avec plus de 96 % indiquant une forte prolitgbd’'un résidu important. Le résidu
P188 se situe juste aprés la prédiction d’'une wtrecsecondaire non conventionnelle
(NORS).

La borne Q243

La borne Q243 constitue la fin du domaine 183-2d3ialson a I'intégrase du VIH-1. Cette
limite exclue cependant le résidu S247 importanir fmteraction (Yung, Sorin et al. 2001).
En effet, I'interaction avec l'intégrase est plasbfe lorsque la construction est limitée au
domaine d’interaction 183-243 (Morozov, Yung et1#898). Les limites 183-243 définissent
comme le domaine minimal d’interaction mais pagtimal. La borne Q243 termine une
région prédite hydrophile et structurée par unecstire secondaire en hélice. L'utilité de la
limite Q243 réside essentiellement dans la po#gildle moduler I'affinité d’interaction avec

I'intégrase et d’en mesurer les conséquences stales et fonctionnelles.

La borne Q257

La borne Q257 comprend tous les résidus définismeenmportants pour l'interaction avec
I'intégrase (Yung, Sorin et al. 2001). Cette bomeété définie a I'extrémité d’'une région
hydrophobe et prédite comme structurée (KoAnno).libate Q257 contient le domaine

pFAM SNF5 (178-255) ainsi que les domaines de rdpétimparfaite (Repeat Domain)

(186-245) et de liaison a c-MYC (186-245). Enfiand le groupe 2 du MACS, une insertion
d’'un total de 105 résidus est présente apresidures?7.

La borne P290

La borne P290 se situe en bordure d’'une régiondmyarbe prédite comme accessible au
solvant (PROF(acc)). Le programme Blocks situe dgon d’alignement local fortement
conservée entre 259 et 290. Le consensus de PRee &8 % et est conservé au sein du
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MACS. Cette borne contient, en plus du domaine idisdn a lintégrase, la moitié du

domaine @pproximate tandem repeatgrépeétition approximative en tandem).

La borne G302

La borne G302 se situe a la fin de prédiction dactire secondaire, dans une région
ordonnée (KoAnno) et hydrophile. Cette borne cantides deux tiers du domaine

«approximate tandem repeats

La borne G345

La borne G345 se situe aprés la prédiction d’'ugeonéordonnée et avant une région prédite
désordonnée. Cette borne contient la totalité donailoe 186-319 approximate tandem
repeats». Les trois résidus précédant G345 sont prédisomionnés mais accessibles au

solvant, évitant de s’achever par une partie tyafrdphobe.

La figure 14 sur la page suivante montre la comipitedes résultats de I'analysesilico.

Figure 14 : Résultats de l'analyse in silico de la séquence d’INI1 (Q12824) : prédictions de désordre, de structures
secondaires d’accessibilité au solvant, de domaines. _a) Pour KoAnno (prédiction du désordre), la représentation
graphique montre la corrélation des différentes prédictions en différentes couleurs (bleu: GlobPlot Disorder ; rose :
disEMBL ; lavande : Ronn ; jaune : Fold Index). Plus les régions sont sombres, plus le nombre de prédictions de désordre
concordantes est important. La courbe noire représente le degré d’hydropathie des acides aminés ramené a une échelle
entre 2 et -2 (pepwindowall EMBOSS). _b) Les prédictions de structures secondaires sont représentées en fuchsia:
feuillet B ; en bleu : hélice a ; en jaune : coil ; en vert : loop ; en orange : turn; en violet : régions mobiles. _c) Sur cette
figure sont représentés par des rectangles les domaines ProDom, pFAM, les domaines définis dans la littérature, ainsi
que les alignements locaux (blocks). L’histogramme montre les pourcentages de conservation (en bleu foncé) et de
consensus (en bleu ciel) de la séquence d’INI1 extraite du MACS. Les limites des différentes constructions sont
représentées par des traits verticaux rouges pour en N-ter et bleus en C-ter.
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Clonage et tests d’expressions

Matériels et méthodes

La préparation de bactéries chimiocompétentes

Deux souches &scherichia coli(DH50 et BL21-DE3) ont été utilisées pour effectuer les
transformations. La premiere souche (bH®Invitrogen™) : F ®80acZAM15 A(lacZYA-
argF)u169 dedR recAl endAl hsdR17(k-,mx+) phoA supE44 thi-1 gyrA96 relAl L) est
destinée a I'amplification plasmidique a été udillers des différentes étapes de clonage. La
préparation de bactéries compétentes a été réaeén la méthode INOUE. La seconde
souche (BL21 (DE3) (Novagen) : #&mpl hsdSg(rg” mg’) gal dem(Aclts857,ind1, SanY nin5
lacUV5-T7 gend)) est destinée a I'expression de protéines regmantes. Dans le génome
bactérien de cette souche se trouve le lysogermadiériophag@ DE3 qui contient le gene
codant pour 'ARN polymérase du phage T7, soustdréle de I'opéron lactose inductible a
'IPTG. La préparation de bactéries chimiocompéiens’'est effectuée selon la methode
CaCb.

Méthode Inoue (Inoue, Nojima et al. 1990): bactdeimio-compétentes D5

Une pré-culture de 100 ml de milieu LB est inocudgeartir d’ un stock glycérol et incubée a
37°C sous agitation constante pendant la nuit.réecplture est refroidie pendant 8 heures a 4
°C. Une culture de 250 ml de milieu SOB est ensed@erpar 4 ml de la pré-culture (afin
d’avoir une densité optique a 600 nm initiale Opliis incubée a 18 °C sous agitation
constante (190 rpm) jusqu’a atteindre une DO600eN®,d. La culture est ensuite refroidie
10 minutes sur la glace, puis centrifugée pendanmihutes a 2500 g a 4 °C. Le culot est
resuspendu dans 40 ml de milieu TB froid. Ce méaggf incubé 10 minutes sur glace puis
centrifugé pendant 15 minutes a 2500 g a 4 °C.ulet est resuspendu dans 10 ml de tampon
TB froid. Du DMSO est ajouté goutte a goutte & naecentration finale de 7 % (V/V). Ce
mélange est laissé 10 minutes sur glace, puisa®gen fractions de 50l. Les fractions

aliquotes sont finalement congelées dans I'azqtede et conservées a -80 °C.
Méthode au CaGl(Dagert and Ehrlich 1979): bactérie chimio-comptds BL21.

Une pré-culture de 100 ml de milieu LB est inocudéeartir d’'un stock glycérol et incubée a
37 °C sous agitation constante pendant la nuitehdemain, une culture d’un litre de milieu

LB est ensemencée avec 20 a 25 ml de cette prgreufafin d’avoir une DO a 600 nm
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initiale comprise entre 0,05 et 0,1), incubée d@Bous agitation constante (190 rpm) jusqu'a
atteindre une DO a 600 nm de 0,4. La culture estiisnrefroidie 20 minutes sur glace puis
centrifugée pendant 15 minutes a 2500 g a 4 °Culat est resuspendu dans 250 ml d’'une
solution de NaCl a 10 mM. Ce mélange est incubénirifutes sur glace puis recentrifugé
pendant 15 minutes a 2500 g a 4 °C. Le culot gsisrelans 250 ml de CaCl2 75 mM et
incubé sur glace pendant 35 minutes. Le mélangeeestifuge 15 minutes a 2500 g a 4 °C, le
culot est repris dans 15 ml de CaCl2 75 mM. Apiéstade trois ml de glycérol 87 %, la
solution est homogénéisée, incubée 20 minutes Baggace puis dispensée en fractions

aliquotes de 50 et 1Q0. Les fractions aliquotes sont finalement congel&e80 °C.

Transformation

Un aliquot de 50 ng de plasmide est ajouté de mansdérile a 50ul de bactéries
chimiocompétentes préalablement décongelées suge.glaes bactéries sont laissées une
minute sur glace, puis un choc thermique d’'une teidu42 °C permet I'ouverture des pores
bactériens et I'entrée des plasmides dans lesriectéa fermeture des pores se fait par une
incubation d’une minute sur glace, puis les bagsesont régénérées par ajout de gi00e
milieu LB 2X. Une sélection sur milieu solide estgite réalisée. Pour cela, entre 100 et 200
ul du mélange sont étalés sur boite de Pétri contehamilieu LB agar avec I'antibiotique
adéquat. La boite de Pétri est mise a 37 °C penohenhuit.

Purification de plasmide : mini-préparations d’ADN

L'utilisation du kit de purification d’ADN plasmidiue (NucleoSpin® Plasmid de chez
Macherey-Nagel) permet, a partir de 5 mL de culhaetérienne spécifiquée (coli DH5a)
transformée avec le plasmide d’'intérét, d’extr&@eug d’ADN plasmidique. A partir d'une
colonie isolée prélévée sur une boite de pétri @dar), on inocule 5mL de milieu LB
supplémenté de la quantité d’antibiotigue adéguaénéralement, la solution stock
d’antibiotiques est 1000x concentré, donc il eses8aire d’ajouter 5 L de cette solution. La
culture est incubée a 37 °C 200 rpm pendant 12 heides. Les cellules sont récoltées par
centrifugation 4000 g pendant 10 min a 4 °C. Lanageant est éliminé et le culot bactérien

est seché sur un papier absorbant.
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Le clonage

L'utilisation des ressources de la plateforme anierd’opter pour une stratégie haut débit.
Toutes les séquences définies par I'analyse bioirdtique ont été clonées (en utilisant la
stratégie Gateway®) en parallele dans des vectBandrée (pENTR). A partir des vecteurs
d’entrée, ces séquences sont transférées par rgw@sdn dans différents vecteurs
d’expression comportant différentes fusions pour plarification d’affinité et/ou pour
augmenter la solubilité (GST, MBP et 6His).

La stratégie Gateway®© (Invitrogen™ 2003)

La technologie de clonage Gateway© (Invitrogen®gufe 15) repose sur des réactions de
recombinaison conservatrice et directionnelle ens&guences ADN spécifiques du
bactériophage lambda (sitatt). Le systeme Gateway© est basé sur deux typegdeuws :

les vecteurs d'entrée et les vecteurs d’expresaimssi appelé de destination. Le vecteur
d’entrée obtenu par recombinaison spécifique arpita séquence nucléotidique d’'intérét et
d’un vecteur donneur permet sa conservation audseire banque de plasmides. Par la suite,
il est possible de choisir parmi les différents teacs de destination pour générer (par
recombinaison spécifique a partir du vecteur dé&mtontenant la séquence d’intérét et un des
différents vecteurs de destination) des vecteuexpiession pour produire la protéine
recombinée avec différent tag ou un autre systere@prkssion selon le vecteur de
destination.

Un clonage Gateway© nécessite trois étapes. Ldianédu fragment d’intérét fusionné aux
sites de recombinaison. Cette étape nécessitewdewx PCR selon l'utilisation d’amorces
comprenant un des sites de recombinagthnun site de coupure d’'une protéase et une des
bornes de la séquence nucléotidique de la pro&inmner. Ensuite, la recombinaison du
produit de PCR obtenu dans un plasmide d’entréfnHa recombinaison entre le plasmide

d’entrée et un ou plusieurs vecteurs d’expression.

57



* Premiere amplification (PCR)

génératicn du s'te ce clivage i la pretdase, du site dutag en Ctermiral,
et des codon start et s:op.

[
[ gene dinérdt ]
—E
* Seconde amplification (PCR)
génératicn des sites de racombinaison arrf 1 et artB?
([ genedntérét T [0~

Réa CtiOﬂ BP {Lysogenigue)

, i
Vecteur donneur j ratalysées par unmélarge d'enzymes dinfégrase (du phage lamnda), et d IHF (Integration Fost Factarn
Recombinaison des sites attB x attH-» atil x &k

/F—+E—I

Clona d'entrée

produit secondaire

Vecteur de destination

Réaction LR wrique
catalysées par un mélarge d'enzymes d'intégrase {du phage lernodal, d'IHF et de X's {eXc sionase)
Recambinaisen des sites attl x aitR-> atthB x attP

preduit secondaire

Vecteu’ d'expression

e —

Séquence du gena d'intérét

Séquence du gén=codB

site de restiction

sequence du tag en C-terminal

séquence de divage a |3 protéase

site gitE 71 irouge) atiP!{violet) attLliorange) aftR1 (bordeau)
site aitE7 irauge) P2 (violet) atti iorange) artf? (hardeau)

Cld (8 (1]

Figure 15 : Récapitulatif de la stratégie Gateway

Le geneccdBpermet la sélection négative des vecteurs denddisin et donneur et sélecti
positive des vecteurs d’expression ayant ités le gene d’intérét apres la recombinaison
transformation. Les produits secondaires et lesnpides n'ayant pas subi la réaction BF
LR, expriment la protéine CcdB qui interfere av&&DIN gyrase dE. coli en inhibant la

croissance des bactéri@ernard and Couturier 19¢.
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Le protocole Gateway

Design des amorces : le BrocOli

La réalisation d'un clonage Gateway® nécessiteilisation de quatre amorces: deux
spécifigues du géne d'intérét (sens et anti-sedsyx génériques (sens et anti-sens)
indépendants de l'insert et recouvrant la séquait®. Pour la premiére amplification,
I'amorce spécifique sens comporte la séquence tqabam un site de clivage a une protéase,
un site de restriction et 18 a 25 nucléotides $igges de la cible. L’amorce spécifique anti-
sens comporte, dans l'orientation 5’ vers 3', lquahceattB2, d’éventuels signaux et 18 a 25
nucléotides spécifiques de la séquence d’intém@ir Rx seconde amplification, les amorces

génériques sens et anti-sens contiennent respeeintdes siteattB1l etattB2.
Séquences des amorces géneériques utilisées :

GWS (« sens ») 5-GTACAAAAAAGCAGGCTTC-3

GWR (« anti-sens ») 5-GTACAAGAAAGCTGGGTC-3’

Amplification des domaines par PCR

Cette méthode enzymatique trés fréquemment utilisste efficace pour amplifier des
fragments d’ADNin vitro. En général, une PCR réalisée dans un volumedma&l0 pl suffit

a obtenir suffisamment de matériel nécessaire radation BP. L'amplification est réalisée
par I'intermédiaire de deux PCR consécutives elsaiit principalement la Phusion ADN
polymérase (2 W) (Finnzymes) selon le protocole décrit ci-dessalrse premiere PCR est
réalisée dans un volume de @0avec les amorces spécifiques sens anti-sensulAI’ADN
matriciel (10 ng) sont ajoutésid de tampon HF 5X, 0,2pl de chaque oligonucléotide a 10
uM, 2 ul de dNTP+ (2 mM chacun), 0,4 U de Phusion ADN pwdyase et de I'eau ultra-
pure. Les conditions de la PCR sont les suivante®:premiére dénaturation thermique des
deux brins d’ADN durant 30 sec a 98°C, une amglifan de 20 cycles comprenant une étape
de dénaturation thermique a 98°C pendant 7 sewjesdiune étape d’hybridation des
amorces a 55°C pendant 20 sec et une étape d'@lmmgkes amorces a 72°C dont la durée
dépend de la taille du fragment a amplifier (15/lggz). Une élongation finale a 72°C
pendant 7 min termine la PCR. La seconde PCR smil@édans les mémes conditions en

utilisant les amorces génériques sens et anti-eserdgl d’ADN matriciel provenant de la
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premiére PCR. Les conditions de la PCR sont ideatigexcepté pour le nombre de cycles
augmenté a 35. La réaction PCR est vérifiée ensddp®ul de la PCR (+1ul de bleu de
charge) sur gel d’'agarose 1% (poids/vol) contedardtde BET (10 mg/ml) pour 100 ml de
tampon TAE. Dans le cas d’'un échec de I'amplifmatavec la Phusion ADN polymérase,
'Expand High Fidelity ADN polymérase (3,5 Wj de Roche Diagnostics® permet
d’amplifier le fragment escompté. La PCR est red@ndans un volume réactionnel dep20
selon le protocole suivant. A dl d’ADN matriciel (50 ng) sont ajoutés @ de tampon
Expand HiFi 10X, 0,7 d’amorce spécifique sens (10/1), 0,7 ul d’amorce anti-sens (10
uM), 2 ul de dNTP (2 mM chacun), 0,4 d’Expand High Fidelity ADN polymérase et de
I'eau ultra-pure. En option, 2 a 5 % final de DMf@methyl sulfoxide) peuvent étre ajoutés.
Le DMSO inhibe les hybridations non spécifiquesié&stabilise les structures secondaires de
la matrice ou des amorces. Les conditions de la BOGR les suivantes : une premiére
dénaturation thermique des deux brins d’ADN durdntmin a 94°C. Une premiere
amplification de 10 cycles comprenant une étapeéaturation thermique a 94°C pendant 1
min, suivie d’'une étape d’hybridation des amorceS58C pendant 45 sec et une étape
d’élongation des amorces a 72°C pendant 1 min.&lmagation finale a 72°C pendant 7 min
termine la PCR. Une deuxieme amplification de 2%le&y comprenant une étape de
dénaturation thermique a 94°C pendant 1 min edisé&a suivie d'une étape d’hybridation
des amorces a 55°C pendant 45 sec et une étapaghébn des amorces a 72°C pendant 1
min. A chaque cycle, le temps d’élongation est aaigpéh de 5 sec. Une élongation finale a

72°C pendant 7 min termine la PCR.

Purification des produits PCR

Les produits PCR sont purifiés, notamment dansuked€liminer les amorces attB et les
diméres d’oligonucléotidesttB. Les diméres d’oligonucléotides peuvent parasitegaction
BP en se recombinant avec le vecteur donneur. L&lkeleoSpin® Extractll (Macherey-
Nagel) est utilisé directement a partir de la rié@acPCR. Avec la méthode NucleoSpin
Extractll, TADN (1 vol) est fixé sur une membrarmm silice d’une colonne NucleoSpin
Extractll en présence de sels chaotropiques (guem)igar centrifugation a 11000 g pendant
1 min. Les contaminants sont éliminés par une ®néfdpe de lavage avec Gdae tampon
commercial NT3 contenant de I'éthanol et par cerggtion & 11000 g pendant 1 min. Une
deuxieme centrifugation a 11000 g pendant 2 mimpéerde bien sécher la membrane et

d’éliminer toute trace d’éthanol. Finalement, 'ADNIrifié est élué dans des conditions de
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force ionique faible avec 15 a 50 de tampon NE (Tris-HCI 5 mM pH=8,5) par une
centrifugation a 11000 g pendant 1 min. Les predBi{CR purifiés sont quantifiés par mesure
de la densité optigue a 260nm avec un coefficiéabsrbtion de 0,02 ng-1 cm-1 pL en
utilisant le spectrophotometre ND-1000 NanoDrop@riiDrop).

Réaction BP : Générer le clone d’entrée (pENTR)

La réaction BP se déroule dans un volume final d¢ &n présence de 10 a 30 fmol de
produit PCR, 100 ng de pDONR207 (vecteur donnentageycine résistant), il de tampon

BP 5X, 1ul de BP Clonase mix™ (Invitrogen) et de I'eau ulare. Pour favoriser la
réaction de recombinaison, le mélange est incubte tia nuit & température ambiante. La
réaction est stoppée par I'ajout de L de Protéinase K qui dégrade la BP Clonase en 10

min a 37°C. A ce stade, la réaction BP peut seaonas a -20°C avant transformation.

Transformation BP

Toutes les étapes suivantes sont effectuées eitioosdstériles. La totalité de la réaction BP
est ajoutée a 50 de bactéries DHb chimio-compétentes préalablement décongeléesasur |
glace. Le mélange est incubé durant 30min sur glaesbactéries sont transformées par choc
thermique a 42°C pendant 1min. Apres 2min d’incamasur glace, 1540 de milieu LB sont
ajoutés et les bactéries sont mises a incuber & péhdant 1h sous agitation. Toute la
réaction de transformation est étalée sur boitePéei standard contenant du LB agar

complémenté de gentamyciney@mil final). La boite est placée a 37°C toute lda.nu

Vérification de la présence du gene d’intérét par PCR

Cing colonies sont repiquées dans 5 ml de milieuchBiplémenté de gentamyciney@/ml
final). Apres incubation a 37°C pendant la nuit s@gitation constante, ces minicultures
pourront étre utilisées pour les mini-préparatiai8DN. La PCR se déroule selon le
protocole suivant en utilisant la Tag ADN polym&dslEB) (5 Ull). La réaction se déroule
dans un volume final de 20l en présence de 1/ de la mini-culture, 2ul de tampon
Thermo Pol 10X, 2ul de dNTP (2 mM chacun), 0/d de Taq ADN polymérase, (il de
chacun des amorces génériques GWS et GWRaMl1ét de I'eau ultra-pure. Les conditions
de la PCR sont les suivantes : une premiere dextarthermique des deux brins d’ADN

durant 4 min a 94°C. Une amplification de 20 cyademprenant une étape de dénaturation
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thermique a 94°C pendant 1 min, suivie d'une étdjmybridation des amorces a 55°C
pendant 45 sec et une étape d’élongation des amaré2°C dont la durée dépend de la taille
du fragment a amplifier (1 min/kpb). Une élongatforale a 72°C pendant 5 min termine la
PCR. La réaction PCR est vérifiée en déposardtde la PCR (+2u de bleu de charge) sur
gel d’agarose 1% (poids/volume) contenand ie BET (10 mg/ml) pour 100 ml de tampon
TAE. Si la présence de l'insert est confirmée, lmiroulture est utilisée pour une mini-

préparation d’ADN suivant le protocole présentéaaapant.

Séquencage du clone d’entrée

Les bornes des produits PCR sous-clonés, au niesgites de recombinaison, ainsi que le
début et la fin de la séquence du gene d'intécétt erifiés par un criblage PCR en utilisant
les amorces Al (sens : 5-TCGCGTTAACGCTAGCATGGATGBUT et A2 (anti-sens : 5'-
GTAACATCAGAGATTTTGAGACAC-3’) pour déterminer les ehes positifs ayant
intégrés le gene d'intérét (la taille du produitARP@st vérifier sur gel d’agarose 1%). Les
clones positifs sont séquencés par lI'entreprise GAJasée a Constance, Allemagne
(http://www.gatc-biotech.com/en/index.hjmPour une réaction de séquencageyul20ADN

plasmidique a une concentration de 100uh@t 10 ul des amorces a 2 pmpl/sont

nécessaires.

Réaction LR : générer les vecteurs de destination (pDEST)

La réaction LR se déroule dans un volume final gleebrequiert 100ng de pDEST, 100ng de
PENTR, ul de tampon LR™ (Invitrogen) 5Xulde LR Clonase mix™ (Invitrogen) et du
tampon TE pH=8. Le mélange est incubé au moins lbnmgpérature ambiante. Puis la
réaction est stoppée par I'ajout dey2e Protéinase K qui dégrade la LR Clonase. Ce
mélange est incubé a 37°C pendant 10min. A ce sladéaction LR peut se conserver a -

20°C pendant une semaine avant transformation.

Transformation LR

Le protocole est exactement le méme que celui gedagent décrit pour la réaction BP. On
ajoute 1ul de la réaction LR a 5@l de bactéries DHb chimio-compétentes. Si peu, ou

aucune colonie, n'est obtenue, il est conseill&éalesformer le reste de la réaction LR.
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Vérification de la présence de la fusion en N-ter et du gene d’intérét

Deux colonies sont repiquées dans 5 ml de miliewcaBplémenté de I'antibiotique adéquat
et incubées a 37°C pendant la nuit sous agitatimstante. Ces mini-cultures pourront étre
utilisées pour les mini-préparations d’ADN. La PE&Rdéroule selon le méme protocole que
précédemment en utilisant la Tag ADN polyméraseBNEB Ulul) et les amorces UP1 (sens :

5-GATGCGTCCGGCGTAG-3’) et GWR (anti-sens : 5-GTABGAAAGCTGGGTC-3)).

La réaction PCR est vérifiée en déposaptl 8e la PCR (+2u de bleu de charge) sur gel

d’agarose 1% (poids/volume) contenanfilde BET (10 mg/ml) pour 100 ml de tampon

TAE.

Tests de mini-expression

Les tests d’expression et le criblage des conditoba solubilité sur les vecteurs d’expression
bactériens permettent de repérer les meilleurseuestd’expression en termes d’expression de
protéine et de solubilité de celle-ci. Un des pgpaax inconvénients de cette technique est de

produire une proportion significative de faux pibsit

Inoculation

Apres transformation des vecteurs d’expression dahassbactéries chimio-compétentes, la
sélection s’opere pour chaque transformation paleient sur milieu solide (LB agar et
antibiotique) dans un puits de plaques 6 puitss Rs plagues sont incubées une nuit a 37 °C.
Dans une plaque 96 puits, la pré-culture s’effectiams 500 pL de milieu LB avec
antibiotique inoculé par une colonie isolée piquiEms I'agar des plaques 6 puits. Cette
microplaque 96 puits est recouverte d’'une membrasgirant (« AirPore Sheet ») et incubée
a 37 °C. Aprés une nuit, la DO595nm est mesuréalifgant au 1/8™) pour chaque puits a
I'aide du lecteur de plaque Genios™ (TECAN® Ltd).

Production

Dans des plaques 24 puits, 2 mL de milieu autodnbie ZYP-5052 sont dispensés dans
chaque puits. Le principe du milieu auto-inductildst d’avoir deux sources d’énergies
différentes (le glucose et le lactose) qui vone éttilisées séquentiellement. La premiére, le

glucose plus facilement métabolisable, permet aaxtdies de se multiplier. Apres
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'appauvrissement du milieu en glucose, le lactos#uit la production des genes sous
dépendance de I'opéron lactose notamment le géme pi®téine d’intérét. On inocule tous
les puits par un volume de pré-culture permettaoibtdnir une DO595nm de 0,1 dans le
chaque puits. Pour contréle certains puits sonliglugs. Les plaques 24 puits sont incubés a
37 °C pendant 3 h jusqu'a atteindre une DO595nrh del,5 puis a 25 °C pendant 20 h.
Apres une dilution au dixieme, la DO595nm est m&syoour chaque puits a I'aide du lecteur
de plaque Genios™ (TECAN® Ltd). Les plaques somtrdegées a 4000 rpm pendant 20

min, puis le culot est stocké a -20 °C.

Lyse

Les culots sont resuspendus dans un volume de tamipdyse. Le volume a ajouter est
fonction de la mesure de la densité optique a 59gNMmlume de tampon de lyse en pL) =
(DO595nm/20)*(Volume culture en pL)). Afin de lysées bactéries, la sonication est
effectuée a l'aide d’'une sonde 24 tétes de 3mmeaamplitude de 20 %, par pulse de 2
secondes pendant une minute. 10 pL (extrait tatait prélevés dans chaque puits pour
I'analyse. Apres centrifugation (45 min 4000 rpnCX°on préléve derechef 10 pL (extrait
soluble), afin de déterminer quelles protéines sesiiees en solution et quelles protéines ont

précipitées.
Analyse

L’'analyse s’effectue par électrophorese sur ggbalgacrylamide en conditions dénaturantes
(SDS-PAGE). Pour chaque vecteur testé, plusieyp8tdéont effectués :

__ Le témoin avant induction (avant l'induction) pet de voir s'il n’y a pas de fuite du
vecteur et de comparer contre le témoin apres tratuc

_ Le témoin apres induction (en fin de culture) npetr de voir d’évaluer le niveau
d’expression de la protéine produite.

_ L’extrait total est le témoin pour les protéinegrimées ce qui permet la comparaison
contre I'extrait soluble.

_ L’extrait soluble permet d’évaluer la solubilitles protéines par comparaison contre

I'extrait total.
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Résultats

Pour INI1, les séquences des différents domainéimitis par I'étudein silico ont été
transférées a partir du méme plasmide initial paombinaison (stratégie Gateway®) dans
différents vecteurs d’expression. Ces vecteurs cotept différentes fusions pour la
purification d’affinité et/ou pour augmenter lagoilité de la protéine d’'intérét (GST, MBP et
6His). Actuellement, la banque des fragments d’'INtinprend 75 vecteurs d’expression
pour 15 constructions d’'INI1 différentesiglre 17). Les tests d’expression daisoli BL21
DE3 et le criblage des conditions de solubilité germis de dégager deux fragments
solubles : INI1 (173-257) et INI1 (173-290)gure 16). En effet, ces deux fragments sont les
seuls a étre solubles en I'absence de tag et avdaguhexahistidine (6His). Cependant, il
existe une perte non négligeable de protéine datfeaction totale (aprés sonication) et la
fraction soluble (aprés centrifugation), ce quiiine que le tampon 150mM NaCl 50mM
TrisHCI pH8.0 2mMpmercaptoéthanol n'est pas optimal et nécessiteaiestements afin
d’augmenter la solubilité des fragments sélectisn@&s ajustements du tampon de solubilité

seront effectués aprées I'optimisation de la produach I'échelle du litre.

T4/ | 74/ | 74/ | 74/ |165/|165/|165/|165/(173/|173/|173/|173/|141/|141/|183/|188/
257 1290|302 | 345 | 257 [ 290 | 302 | 345|257 | 290 | 302 | 345 | 302 | 304 | 243 | 243

notag

GST-Tag

His-Tag

His- MBP-Tag

74/ 257
74/ 290
74/ 302
74/ 345

165/ 257
165/ 290
165/ 302
165/ 345
173/ 257
173/ 290
173/ 302
173/ 345
141/ 302
141/ 304
183/ 243
188/ 243

Figure 16 : Tableau récapitulatif de I’expression et de la solubilité des différents fragments d’INI1 en fonction du tag. En
bleu ciel = exprimé dans E coli BL21 DE3 ; bleu nuit = non exprimé dans E coli BL21 DE3; orange = exprimé et soluble dans
150mM NaCl 50mM TrisHCI pH 8.0 2mM Bmercaptoéthanol.
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longueur | longueur | longueur Solubilité a
tag en M- Mom du “mlt-es du “'-EhcmL:Ir i o T+ (fn rl‘_.ltl}>1 fi o T+ P»Oids s pHI Expressrion N ?;MM
VE # terrminal vesteur dmaine de d.entree TR | =i ragment+| moléculaire rEsriE E.coli ? b

M dorigine |tag (ennt}| et GWR [tag (en aa)| théorique BL21(DE3) | TrisHCI pHE8

2mMbMEL
WE3539 pOGVWA T45257 E0962 546 827 182 21628.2 4.78 + -
WE3540 pOGWWK T4S257 E0962 546 827 182 21628.2 4,78 + -
WE3541 GST-Tag pGGVVA T4£257 E0962 1551 2495 517 59220.5 5.33 + -
WE3542 His-Tag pHGWA T45257 E0962 651 959 217 24656.6 5.59 + -
WE3543 His-Tag pHGWK T4S257 E0962 651 961 217 24656.6 5.59 + -
WE3544 His-MBP PHMGWWA T45257 E0962 546 1958 182 64668 5.25 + +
WE3545 pOGVWA T4/290 E0963 642 923 214 253554 4,74 + -
WE3546 pOGVWK 744290 E0963 642 923 214 25355.4 4.74 + -
WVE3547 GST-Taag pGGWWA T4/290 E0963 642 1586 214 62714 1 5.25 + -
WE3548 His-Tag pHGWA 744290 E0963 T4T 1055 249 28383.7 5.39 + -
WE3549 His-Tag pHGWK T4/290 E0963 74T 1057 249 28383.7 5.39 + -
WE3550 His-MBFP pHMGWWA T4/290 E0963 642 2054 214 683951 5.18 + +
WE3551 pOGVWA T4/302 E0964 6581 962 227 267721 4.78 + -
WE3552 pOGWWK T4/302 E0964 681 962 227 267721 4,78 + -
WE3553 GST-Tag pGGVVA T4/302 E0964 6581 1625 227 64130.8 5.26 + -
WE3554 His-Tag pHGWWA T4/302 E0964 786 1094 262 298004 5.41 + -
WE3555 His-Tag pPHGWH T4/302 E0964 786 1096 262 298004 5.41 + -
WE3556 His-MBFP pHMGWWA T4/302 E0964 681 2093 227 69811.8 5.19 + +
WE3557 pOGVWA T4/345 E0965 810 1091 270 31536.4 4.86 + -
WE3558 pOGVWK T4/345 E0965 810 1091 270 31536.4 4.86 + -
WE3559 GST-Taag pGGWWA T4/345 E0965 810 1754 270 68895.1 5.29 + -
WE3560 His-Tag pHGWA T4/345 E0965 915 1223 305 34564.8 5.43 + -
WE3561 His-Tag pHGWK T4/345 E0965 915 1225 305 34564 .8 543 + -
WE3562 His-MBP PHMGWWA T4/345 E0965 810 2222 270 T4576.2 5.21 + +
WE3563 pOGVWA 165/257 E0966 273 554 91 11370.7 3.97 - -
WE3564 pOGVWK 165/257 E0966 273 554 91 11370.7 3.97 - -
WE3565 GST-Taag pGGWWA 165/257 E0966 273 1217 91 387295 4,93 + +
WVE3566 His-Tag pHGWWA 165/257 E0966 273 581 91 14130.8 4,69 - -
WE3567 His-Tag pPHGWH 165/257 E0966 273 583 91 14130.8 4,69 - -
WVE3568 His-MBFP pHMGWWA 165/257 E0966 273 1685 91 544105 4,94 + +
WE3569 pOGVWA 165/290 E0967 369 650 123 15097.9 4.1 + -
WE3570 pOGWWK 165/290 E0967 369 650 123 15097.9 4.1 + -
WE357T1 GST-Tag pGGVVA 165/290 E0967 369 1313 123 42456.6 4.88 + -
WE3572 His-Tag pHGWWA 165/290 E0967 369 677 123 17857.9 4,66 + -
WE35T3 His-Tag pPHGWH 165/290 E0967 369 679 123 17857.9 4,66 + -
WE3574 His-MBP pHMGWWA 165/290 E0967 369 1781 123 58137.7 4.9 + +
WE3575 pOGVWA 165/302 E0968 408 689 136 165146 4,19 - -
WE3STE pOGVWK 165/302 E0968 408 6589 136 16514.6 4.19 + -
WVE3577 GST-Taag pGGWWA 165/302 E0968 408 1352 136 43873.3 4.91 + +
WE3578 His-Tag pHGWA 165/302 E0968 408 716 136 19274.6 4,72 - -
WE3579 His-Tag pHGWK 165/302 E0968 408 718 136 192746 472 - -
WE3580 His-MBP PHMGWWA 165/302 E0968 408 1820 136 59554 4 4,92 + +
WE3581 pOGVWA 165/345 E0969 537 818 179 21278.9 4,35 + -
WE3582 pOGVWE 165/345 E0969 537 818 179 21278.9 4,35 + -
WE3583 GST-Tag pGGVVA 165/345 E0969 537 1481 179 486377 4,95 + -
WVE3584 His-Tag pHGWWA 165/345 E0969 537 845 179 24039 4,82 + -
WE3585 His-Tag pPHGWH 165/345 E0969 537 847 179 24039 4.82 + -
WVE3586 His-MBFP pHMGWWA 165/345 E0969 537 1949 179 64318.7 4,95 + +
WE3587 pOGVWA 1734257 E0970 249 530 83 104277 4,01 + +
WVE3588 pOGWWK 173/257 E0970 249 530 83 104277 4.01 + +
WE3589 GST-Tag pGGVVA 1734257 E0970 249 1193 83 37786.5 5.03 + +
WE3590 His-Tag pHGWA 173/257 E0970 249 557 83 13187.8 4.88 + +
WE3591 His-Tag pHGWK 173/257 E0970 249 559 83 13187.8 4.88 + +
WE3592 His-MBP PHMGWWA 1734257 E0970 249 1661 83 53467.5 5.01 + +
WE3593 pOGVWA 173/290 E0971 345 626 115 14154 9 4,15 + +
WE3594 pOGVWK 173/290 E0971 345 626 115 14154.9 4.15 + +
WE3595 GST-Taag pGGWWA 173/290 E0971 345 1289 115 415136 4,97 + -
WE3596 His-Tag pHGWA 173/290 E0971 345 653 115 16914.9 4.79 + +
WVE3597 His-Tag pHGWK 173/290 E0971 345 655 115 169149 4,79 + +
WE3598 His-MBP PHMGWWA 173/290 E0971 345 1757 1158 571947 4,96 + +
WE3599 pOGVWA 173/302 E0972 384 665 128 15571.6 4.25 + -
WE3600 pOGWWK 173/302 E0972 384 665 128 15571.6 4,25 + -
WE3601 GST-Tag pGGVVA 173/302 E0972 384 1328 128 42930.3 4,99 + -
WVE3602 His-Tag pHGWWA 173/302 E0972 384 692 128 18331.6 4.85 + -
WE3603 His-Tag pPHGWH 173/302 E0972 384 594 128 18331.6 4.85 + -
WVE3604 His-MBFP pHMGWWA 173/302 E0972 384 1796 128 58611.4 4,98 + +
WE36B05 pOGVWA 173/345 E0973 513 794 171 20335.9 4.41 + -
WE3606 pOGVWK 173/345 E0973 513 794 171 20335.9 4,41 + -
WVE3607 GST-Taag pGGWWA 173/345 E0973 513 1457 171 476947 5.03 + -
WE3608 His-Tag pHGWA 173/345 E0973 513 821 171 23096 4,94 + -
WVE3609 His-Tag pHGWK 173/345 E0973 513 823 171 23096 4,94 + -
WE3610 His-MBP PHMGWWA 173/345 E0973 513 1925 171 63375.7 5.02 + +
WE4534 His-Tag pHGWWA 1417302 E1307 483 791 161 22171 517 + -
WE4535 His-Tag pHGWA 1417304 E1308 489 797 163 22341.2 517 + -
WE4536 His-Tag pHGWWA 1837243 E1309 180 488 60 10618.1 5.54 + -
WE4537 His-Tag pHGWA 188/243 E1310 165 473 55 10080.4 577 + -

Figure 17 Tableau récapitulatif de la banque de plasmides montrant les paramétres des vecteurs d’expression des
fragments d’INI1. Résultats des tests d’expression dans E coli BL21 DE3 et des tests de solubilité. Le numéro de VE
correspond au numéro attribué par la plateforme.

66




Production et purification

Matériels et méthodes

La production dans le systéme bactérien

La souche utilisée pour produire les protéinesmeznantes est la méme que pour les tests de
mini-expressionk. coli BL21 (DE3) (Novagen) : Fompl hsdSg(rg” mg’) gal dem(Aclts857,
indl, San? nin5 lacUV5-T7 gendl)). Le génome bactérien contient le lysogene dodaur
'ARN polymérase du phage T7, sous le contréle ’dpéronlacUV5 inductible a I'PTG.
Dans le plasmide d’expression, le gene d'intérétlesié sous le contréle d’'un opéron lactose
et d’'un promoteur de transcription du bactérioph@gesi bien que la transcription ne peut
s’effectuer que par 'ARN polymérase de T7 et edspnce de lactose ou d’analogue (IPTG).
L'IPTG (IsoPropyl B-D-1-ThioGalactopyranoside) est un analogue du ofsct non
métabolisable parE. coli utilisé comme inducteur gratuit de I'opéron laetos a
concentration d’'IPTG reste constante ainsi le @eaxpression des genes sous dépendance de
I'opéron lactose ne varie pas. En absence d’inducke répresseur produit par le géael se

fixe spécifiquement le site opérateur Lac ce qupé@che '’ARN polymérase de se fixer au
site promoteur Lac, réprimant la transcriptionftretibn de I'ensemble des genes. L'IPTG
induit un changement conformationnel du réprestaat qui devient incapable de se fixer
sur le site opérateur Lac. L'ARN polymérase T7 palars se fixe sur le promoteur T7

présent sur le vecteur et le gene cible est exprimeé

Production a I’échelle du litre

Le changement d'échelle implique des ajustementssidurs paramétres tels que la
température d’induction, le temps de productiomaddition de 10 % p/v de saccharose
permettent de compenser les variations dues augeh@nt d’échelle et ainsi optimiser la

production a I'échelle du litre.

Pré-culture

Apres transformation de bactériéscoli BL21 (DE3) par le plasmide d’intérét, 2 mL de LB

supplémenté de(s) antibiotique(s) approprié(s) yrar colonie isolée est incubé pendant 6
heures a 37 °C sous agitation. Cette pré-cultureresiite étalée sur plusieurs grandes boites
de Pétri (LB agar et antibiotique(s)) puis cesdmiont placées a 37 °C durant la nuit. Cette
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derniére étape a pour objectif d’obtenir un tagistérien pour I'encemencement des cultures

en grand volume et pour vérifier 'absence de plgéyse.

Culture

Une culture d’'un litre s’effectue en fiole de 5Lysaune meilleure oxygénation des cellules,
sous agitation (190 rpm) dans des incubateurs (RBEW). Généralement, les cultures
s'effectuent par 6 L ou 12 L réparties dans 6 ou fiiles. Extemporanément a
I'ensemencement, le milieu est supplémenté defd)iatque(s) approprié(s), et/ou de 10 %
p/v de saccharose (solution stock a 50 % p/v dehsaose). Les boites de Pétri sont raclées
pour récupérer les bactéries. La solution bactédesst ensuite homogénéisée et mesurée
(DO600NnmM). Le volume d’ensemencement est calculé pbtenir une DO600nm finale de
0,1 dans le milieu de culture. La phase de pousda culture s’effectue a 37°C sous agitation
constante (190 rpm). La progression de la cultstesaivie par mesure de la DO600nm.
Quand la DO600nm atteint entre 0,4 et 0,5 la teatpér est abaissée a 18 °C. Aprés une
demi-heure a 18 °C, I'lPTG est ajouté pour une eatration finale de 0,5mM, la phase de

production commence.

Récolte

Apres une nuit a 18 °C, les bactéries sont récolp@e centrifugation (20 min a 4000 g a 4°C)
et soigneusement lavées avec une solution de 1@e/MacCl stérile. Les culots bactériens
secs sont ensuite pesés, congelés et conservés@ 1Z2s rendements masse/vol moyens

sont de I'ordre de 4 a 5 g de cellules/L de culture

Purification

Lyse des bactéries

Selon les protéines étudiées, il est nécessaimaptar les conditions de lyse. Les culots
bactériens sont repris dans le volume adéquatndeaia de lyse, et homogénéisé par mixage
(UltraTurax® T-25). D’'une maniere générale il camni d'utiliser 10 mL de tampon de lyse
par gramme de culot bactérien. La lyse s’effectoiessagitation a l'aide d’'un sonicateur
(Vibracell 72412 Fischer BioBlock™) équipé d’'unende de 13 mm de diameétre, durant 1
min/(g de culot) de temps effectif par des impuisial’ultra-sons toutes les 2 sec a 40%
d’amplitude a 4°C. La sonication dégage de la chalafin d’éviter la détérioration de la
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protéine, I'échantillon est plongé dans un baindfrfanélange glace/eau/NaCl) et une sonde
de température stoppe la sonication si I'échamntifitteint 10 °C. De plus, des inhibiteurs de
protéases (DIFP et comprimés du cocktail d'inhibseComplete, EDTA-free (Roche™))

sont ajoutés au début et au cours de la lyse.rEdefilyse I'aspect général du lysat doit étre

homogene et fluide.

Ultracentrifugation.

Les débris bactériens sont culotés par ultraceig@iion pendant une heure et demie a 45 000
g a 4°C. Le surnageant contenant I'extrait sol@sterécupéré, ré-implémenté en inhibiteurs

de protéases et immédiatement utilisé.

Principes de chromatographies

Les étapes de chromatographie sont réalisées swystame FPLC (Fast Protein Liquid
Chromatography) soit BioLogic Workstation® (BioRay™soit AKTA Purifier® (GE

Healthcare™).

La chromatographie d’affinité

La chromatographie d’affinitéFigure 18) est basée sur l'interaction réversible entre une
protéine (ou un groupe de protéines) et un liggdtiique couplé a une matrice de la résine.
Cette technique permet de séparer sélectivemenprdééine d’intérét des protéines
bactériennes. La résine de la chromatographieinifest formée de billes d’agarose couplé
au ligand qui doit étre spécifiqgue du tag d’afénftisionné a la protéine d’'intérét. Grace a ce
tag, la protéine d'intérét sera retenue puis éfpEeifiguement par un ligand libre compeétitif.
Les deux types de tag utilisés pour les purificeisont I'hexahistidine (6H) et la Glutathion
S-Transférase (GST).

La Glutathion S-Transférase (GST)

La GST (Glutathion S-Transférase 8ehistosoma japonicynest une protéine de fusion de
26 000 Da qui exprimée dahis coli conserve I'activité enzymatique et la capacit@raner
des dimeres. Les protéines de fusion a la GST fmilement purifiees a partir de lysat

bactérien par colonne d’affinité utilisant de lautgthion immobilisée sur une matrice de
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sépharose. La glutathion, complémentaire au sitkad®mn de la Glutathion S-Transférase,
est couplée aux billes d’'agarose par l'intermédialtun bras espaceur de dix atomes de
carbone. La cinétique de liaison entre la glutattsépharose et la GST est relativement lente.
Lorsque la charge de I'échantillon s’effectue snrsysteme FPLC, le débit doit étre de 0,2
mL/min pour maximiser la capacité de liaison. Lté&ua de la protéine d’intérét s’effectue par
injection du tampon lyse supplémenté par 50 mMaghion réduit.

La Chromatographie d’affinité par cations métalliques divalents immobilisés

Ce type de chromatographie d’affinité permet deas#ples protéines portant un tag
polyhistidine (ici 'hexahistidine). Des cations takiques divalents (Ni, C&*, zr**, Cu),
immobilisés par des groupements imido-diacétiquesqut greffésvia un espaceur de sept
atomes sur une matrice de type sépharose. Cesgaiteragissent avec les hexahistidines de
la protéine recombinante. Dans les purificatiorieafiées les cations divalents utilisés sont
Ni?* d’'une couleur cyprine caractéristique. L'étapelaleage permettre de d'éliminer les
protéines bactériennes endogenes. La protéineécBintpeut étre éluée par différentes
méthodes : modification du pH, agent chélateur @léoule compétitrice (ici I'imidazole).
L’élution par l'imidazole peut s’effectuer selonuwketactiques. La premiére consiste en un
gradient croissant de la concentration d’imidazdim général, cette méthode permet
d’évaluer la concentration d’'imidazole a laguelée grotéine recombinante se sépare des
cations divalents immobilisée sur la matrice. Laosele par palier de concentration
d’'imidazole. Cette derniere est utilisée lorsquectamcentration d’'imidazole d’élution est
connue. La concentration initiale d'imidazole petntéviter la liaison aspécifique de
protéines bactériennes endogénes sur les catiansoricentration finale d’'imidazole permet

I'élution effective de la protéine d’'intérét.
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Lyse cellulaire dans le tampon de liaison

Liaison 4 la résine spécifique du tag

Colonne de chromatographie d'affinité

Lavage de la résine
¢limination des protéines non spécifiques

Elution avec le ligan spécifique
des protéines recombinantes d'intérét

Figure 18 : Principe de la chromatographie d’affinité

Chromatographie d’exclusion de taille (ou filtration sur gel)

Cette technique sépare les protéines en fonctideuweaille et de leur forme. La résine est
constituée d’une matrice de dextrane (polymeére aldrdse) et d’agarose qui forment des
granules poreux. Les protéines sont éluées dardsd’aécroissant de leur poids moléculaire
dans la gamme de résolution de la colonne. Toateprbtéines dont le diamétre est supérieur
a celui des pores sont exclues de la matrice et@aséquent éluées au niveau du volume



d’exclusion, appelé volume mort. La migration dest§ines dont le diamétre est inférieur a
celui des pores est fonction de leur taille etele forme. Les protéines seront ainsi éluées
linéairement en fonction du logarithme de leur reas®léculaire. Enfin les protéines dont la
taille est inférieure a la réticulation seront us#s dans la matrice et seront éluées en méme

temps au niveau du volume total.

Dialyse

Cette technique est utilisée pour purifier les sohs, notamment séparer les petites
molécules (sels détergents,...) des grosses molémlies que les protéinesigure 19). Une
membrane poreuse semi-perméable permet aux peiiésules de diffuser vers une solution
moins concentrée et retient les grosses molécligemembrane est définie selon le seuil de
poids moléculaire (MWCOQO) auquel 95 % des molécwagant ce poids moléculaire sont
retenues. Durant la purification, les dialyses detix finalités différentes. La premiére
consiste a Oter les ligands nécessaires a I'élutiandeuxiéme consiste en la formation des
différents complexes. Le tampon par défaut esti ceidia protéine la moins soluble est stable.
Les autres partenaires sont également dans ce manfmes mélange des différents
partenaires, la dialyse permet d’éliminer le dé&atget en diminuer la force ionique
(concentration en sel). Les interactions hydropbobk électrostatiques entre les protéines
sont ainsi favorisées. Cette dialyse graduelle peum repliement induit des protéines par la

formation de complexes avec les partenaires etansit maintenues solubles.

Figure 19 Principe de formation in vitro de complexe par dialyse. Les deux protéines
(ronds bleus (LEDGF) et ronds verts (INtegrase)) sont solubles indépendamment dans
un tampon a forte concentration en sel (points bleus) et en présence de détergent
(rouge). La membrane de dialyse (en jaune) laisse passer les ions et les détergents
(fleches rouges). Au fur et a mesure des dialyses la concentration en sel et détergent
diminue favorisant ainsi la formation du complexe. Au final, le partenaire le plus
soluble stabilise le second, lui permettant de rester en solution dans un tampon ou
normalement la protéine précipite
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Les différentes stratégies de formation de complexe

La formation d’'un complexdan vitro est basée sur la stabilisation d’'un ou plusieurs
partenaires par d'autres protéines. Cette métléike de solubiliser artificiellement la
protéine en formant des agrégats solubles a lagreades protéines de fusion tels la GST ou
MBP (Nominé, Ristriani et al. 2001). De plus lirdetion est structurellement et/ou
fonctionnellement significative. Plusieurs straésgide formation de complexe ont été
envisagées : par dialyse, par co-broyage, par poesgion. L'impossibilité de tester la
totalité des combinaisons m’a poussé a chercheslua forte probabilité d’obtenir des

résultats rapidement en se focalisant sur les titesgries des différents tests effectués.

La formation de complexe par co-expression

Dans le méme systeme d’expression (ici la bacEedeli), a partir d'un vecteur exprimant les
différents partenaires du complexe, ou de plusiglasmides exprimant séparément les
protéines du complexe, les différentes protéinas gooduites dans I'expectative que le
complexe se forme au sein de la bactérie. De nmgénérale, la position des séquences des
différentes protéines exprimées dans un plasmideoeexpression a une importance dans la
formation du complexe. Pour la co-transformatiangiiantité de chaque plasmide inséré dans
la bactérie est une variable a contr6ler. Pourrtadyrction de certaines protéines humaine,
notamment LEDGF, un plasmide (pRARE) supplémentaiodant pour des ARN de
transferts portants les codons rares est nécessaire

Les différentes tentatives de co-expression daseuahe bactérienrte.coli BL21(DE3)du
complexe IN-LEDGF a partir de plasmide bicaténaieesont avérées peu prometteuges.
fortiori, la co-expression de trois partenaires n’étaitymashoix tactique judicieux.

La formation de complexe par co-broyage

La technique du co-broyage consiste a produireréépnt les différents partenaires du
complexe. Dans un tampon favorisant la formatiorcamplexe, les cellules sont mélangées
et lysées dans des proportions adéquates en foratida stoechiométrie du complexe et du
taux d’expression lors de la production. C’estri@@pal frein & cette méthode. La variabilité
des différentes productions des différentes pregnend difficile la reproductibilité. En effet,
cette variabilité au sein des productions nécessitephase de mise au point importante pour

chaque nouvelle production et ce pour chaque pretéi
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La formation de complexe par dialyse

La technique de la formation de complexe par daly®st avérée étre la plus robuste en
terme de reproductibilité. La production, la lygelee purification s’operent séparément, de
sorte a obtenir en un premier temps les différgrattenaires séparément. Cette étape de
purification gomme la variabilité de la productieh permet un meilleur contréle du ratio
steechiométrique des différents partenaires du aaplLors du mélange des différents
partenaires, le tampon dans lequel se trouvensdwble des protéines est identique au
tampon ou la protéine la moins soluble est staddes Ce tampon contient une concentration
en chlorure de sodium élevée pour favoriser lesragtions électrostatiques et un détergent
zwitterionique qui stabilise les régions hydroptoloes protéines évitant le phénoméne de
« salting out » Higure 37). En dialysant le détergent et en diminuant laceotration en
chlorure de sodium, les interactions hydrophobedlettrostatiques entre les protéines sont
favorisées. Cette dialyse graduelle permet la ftioman vitro de complexes stable.

Mode opératoire de la formation du complexe Intégrase/LEDGF : dialyse

Les constructions utilisées pour la formation dmptexe sont : Intégrase étiquetée GST avec
un site de coupure a la Protéase 3C (P3C) = (G®HNEDGF étiquetée par I'hexahistidine
avec un site de coupure a la thrombine = (HT-LER&Eparément, pour les deux protéines,
la culture et la lyse s’effectue selon le protocstiendard décrit ci-dessus dans le tampon de
lyse (NaCl 1000 mM, HEPES 50 mM pH7.0, Mg@& mM, B-mercaptoéthanol 2 mM,
CHAPS 7 mM, glycérol 5 %).

Capture : Chromatographie d’affinité

Apres avoir clarifie séparément par ultracentrifigjg les lysats sont chargeés

indépendamment sur des colonnes d’affinité.

GS-IN :

Une colonne GSTrap FF 5 mL (GE Healthcare™) estlabfement équilibrée avec 10 VC
(volume colonne) de tampon de lyse. La bonne dxation est vérifiee par une conductivité
stable. Le lysat clarifié est chargé sur la coloar®e2 mL/min. Puis le lavage (15 a 20 VC) de

la colonne s’effectue a 5 mL/min jusqu’a stabilisatde la DO280nm a la valeur initiale. La

74



GS-IN est ensuite éluée par injection sur la catodiin tampon de lyse supplémenté par 50
mM de glutathion réduit pH7.0. L’élution est cor&iéle terminée lors de la stabilisation de la
DO280nm (environ 10 VC). La quantification et laafification de la protéine s’effectue

respectivement par spectrophotométrie (NanoDrop®aeSDS-PAGE 12,5 %.

HT-LEDGF

La colonne utilisée pour la purification de HT-LEB@st HiTrap Chelating HP 5 mL (GE
Healthcare™). L’équilibration s’opére a I'identiqua charge de I'échantillon s’effectue a 5
mL/min. Le lavage est réalisé avec 3 % de tamp@tution (tampon de lyse + 250 mM
Imidazole pH7.0). Ce lavage permet I'éliminationsderotéines bactériennes endogénes
fixées non spécifiquement sur la résine de la g@oh’élution s’effectue sur un gradient de 3
% a 65 % de tampon d’élution sur 40 VC. HT-LEDGE ésiée entre 12 % et 40 % de
tampon d’élution. Un gradient de 5 VC de 65% a PB0permet une vérification du
recouvrement de I'élution. La quantification et daalification de la protéine s’effectue
respectivement par spectrophotométrie (NanoDrop®@peSDS-PAGE 12,5 %.

Formation du complexe : dialyse

GS-IN et HT-LEDGF sont mélangées selon un ratioainelde un pour deux. Cet exces de
HT-LEDGF a pour but d’empécher que de lintégraseles précipite lors de la dialyse. La
dialyse s’effectue avec une membrane MWCO 10 kDgetf8Por Dialysis® Spectrum
Lab™) a 4 °C en trois temps. Le volume de chagakysk est cent fois supérieur au volume a
dialyser. Typiquement, GS-IN et HT-LEDGF sont d2@smL pour 2000 mL de tampon de
dialyse. La premiere dialyse s’effectue pendant32h&ures contre le tampon NaCl 600 mM,
HEPES 50 mM pH7.0, Mggl5 mM, pB-mercaptoéthanol 2 mM, CHAPS 1,3 mM. La
deuxieme et la troisieme dialyse durent 2 a 3 secoatre le tampon NaCl 150 mM, HEPES
50 mM pH7.0, MgGl 5 mM, B-mercaptoéthanol 2 mM. La quantification et la @ication

de la protéine s’effectue respectivement par sppbtitométrie (NanoDrop®) et par SDS-
PAGE 12,5 %.

Purification du complexe : chromatographie d’affinité par gravité

Afin d’élimination de I'excédent de LEDGF, et de garder que le complexe GS-IN/HT-

LEDGF, I'échantillon est incubé pendant un nuit &CGsous agitation douce dans un tube
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avec de la résine glutathion sepharose 4B (GE ht=ak ™) préalablement équilibré avec du
tampon de dialyse NaCl 150 mM, HEPES 50 mM pH7.6CM 5 mM, B-mercaptoéthanol 2
mM. Le volume de résine est fonction de la quantéérotéines, soit environ 1 mL de résine
pour 5 mg de protéines. La résine est transvasée wa colonne de paillasse, puis est lavée
avec 2 fois 15 VC, I'excédent de LEDGF est élimilads le lavage. Le complexe est élué en
5 a 6 fois 1 VC avec du tampon de dialyse supplénpar 50 mM de glutathion réduit
pH7.0. La quantification et la qualification de jmotéine s’effectue respectivement par
spectrophotométrie (NanoDrop®) et par SDS-PAGE 2,5

Elimination du glutathion réduit : dialyse

L’échantillon est dialysé deux fois a 4 °C pendardt 3 heures contre cent fois le volume de
I’échantillon dans le tampon NaCl 150 mM, HEPES & pH7.0, MgC} 5 mM, B-

mercaptoéthanol 2 mM afin d’éliminer le glutathi@duit.

Coupure et élimination du tag : protéolyse spécifique

La protéase 3C (P3C) est ajoutée a hauteur de ZGEH-P3C produite au laboratoire) par
mg de complexe. La P3C coupe spécifiquement laeséguinsérée entre le tag GST et
l'intégrase. Pendant deux jours, I'échantillon iesubé a 4°C sous agitation douce dans un
tube avec de la résine glutathion sepharose 4BH&&thcare™) (environ 250 pL de billes
pour 1 mg de complexe) préalablement équilibré altetampon de dialyse NaCl 150 mM,
HEPES 50 mM pH7.0, Mggb mM, -mercaptoéthanol 2 mM. La résine est transvaség dan
une colonne de paillasse, puis laver deux fois &/®&C. Le complexe se retrouve dans le
volume de lavage, tandis que la GST et la GST-P&@ metenues spécifiguement sur la
résine. La quantification et la qualification dunguexe s'effectue respectivement par
spectrophotométrie (NanoDrop®) et par SDS-PAGE 2,5

Polissage : filtration sur gel.

L’échantillon est concentré sur Amicon Ultra 15 B@k(Millipore™) pour obtenir un volume
de 5 mL. La filtration sur gel s’effectue par FPQ€ce a une colonne de type Superdex 200
High Load 16/60 PrepGrad dans le tampon NaCl 150 HMEPES 50 mM pH7.0, Mgeb
mM, B-mercaptoéthanol 2 mM. La quantification et la dicgtion du complexe s’effectue

respectivement par spectrophotométrie (NanoDrop®@peSDS-PAGE 12,5 %.
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Mode opératoire de la formation du complexe Intégrase/LEDGF/IBD(INI1)

Les constructions utilisées pour la formation dmptexe ternaire sont : Intégrase étiquetée
GST avec un site de coupure a la Protéase 3C (B3GS-IN) et LEDGF étiquetée par
I'hexahistidine avec un site de coupure a la thiomb= (HT-LEDGF) et le domaine de
liaison a l'intégrase (IBD) d’INI1 étiquetée pahéxahistidine avec un site de coupure a la
TEV = (HV-IBD(INI1)). Le complexe Intégrase LEDGEst préalablement formé comme
décrit précédemment. Le domaine d’INI1 est purdi€arément. La culture et la lyse
s’effectue selon le protocole décrit ci-dessus datampon de lyse (NaCl 2000 mM, HEPES
50 mM pH7.0, MgCl 5 mM, B-mercaptoéthanol 2 mM, CHAPS 20 mM).

Capture : Chromatographie d’affinité

Aprés avoir clarifié par ultracentrifugation, lest est chargé sur une colonne d’affinité
HiTrap Chelating HP 5 mL (GE Healthcare™). Apresikigration, la charge de I'échantillon
s'effectue a 3 mL/min. Le lavage par le tampon gselse déroule sur 20 VC, puis
I'élimination des protéines fixées non spécifiquamgeffectue a 20 % de tampon d’élution
(tampon de lyse + 500 mM imidazole) s’effectue égant sur 20 VC. Enfin un gradient de
20 % a 100 % de tampon d’élution permet d’éluer IB{INI1) entre 40 % et 60 %. La
quantification et la qualification de la protéine’efectue respectivement par
spectrophotométrie (NanoDrop®) et par SDS-PAGE 15 %

Polissage : filtration sur gel.

La filtration sur gel s’effectue par FPLC gracerge wolonne de type Superdex 75 High Load
16/60 PrepGrad dans le tampon NaCl 2000 mM, HERE®M pH7.0, MgC} 5 mM, -
mercaptoéthanol 2 mM CHAPS 20 mM. La quantificatbta qualification de la protéine
s’effectue respectivement par spectrophotométran{®rop®) et par SDS-PAGE 15 %.

Formation du complexe ternaire: dialyse en flux continu

Le tampon (150 mM, HEPES 50 mM pH7.0, MgGl mM, B-mercaptoéthanol 2 mM) du
complexe Intégrase/LEDGF est changée par dilutipdeami par un tampon (NaCl 4000 mM,
HEPES 50 mM pH7.0, Mggb mM, B-mercaptoéthanol 2 mM CHAPS 40 mM) pour obtenir
un tampon final NaCl 2000 mM, HEPES 50 mM pH7.0,0lgs mM, B-mercaptoéthanol 2
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mM 20 Mm CHAPS. L’'ajout de HV-IBD(INI1) s’effectudans un ratio 4 HV-IBD(INI1)
pour 1 complexe soit une molécule d’HV-IBD(INI1) ygpoune molécule d’Intégrase. La
dialyse en flux continufr(gure 20) dans un volume cent fois supérieur au volumeadysier,
avec une membrane MWCO 3 a 6 kDa (SpetraPor D&ySipectrum Lab™) a 4 °C pendant
deux jours. Le boudin de dialyse est placé danangon de départ NaCl 2000 mM, HEPES
50 mM pH7.0, MgGl 5 mM, B-mercaptoéthanol 2 mM CHAPS 20 mM. Avec l'aide dun
pompe péristaltique, le tampon de départ est asiing I'éprouvette ou se site le boudin de
dialyse, et dans le méme temps le tampon d’ar(id&| 1000 mM, HEPES 50 mM pH7.0,
MgCl, 5 mM, B-mercaptoéthanol 2 mM CHAPS 7 mM) y est injecté.ddmreau magnétique
assure I’homogénéisation de la solution. Une faie gent volumes a dialyser de tampon
(NaCl 1000 mM, HEPES 50 mM pH7.0, Mg@& mM, B-mercaptoéthanol 2 mM CHAPS 7
mM) a été injecte, le tampon d’arrivée est chargé pNaCl 500 mM, HEPES 50 mM pH7.0,
MgCl, 5 mM, B-mercaptoéthanol 2 mM. Quand cent volumes du setamgon d’arrivée a
étée injecté, le boudin de dialyse est placé poer witime dialyse dans le tampon NaCl 500
mM, HEPES 50 mM pH7.0, Mg&b mM, B-mercaptoéthanol 2 mM.

tampon d'arrivée

poubelle N
boudin de dialyse j
[ e— .
, tampon de départ
eprouvette

barreau magnétique

Figure 20: dialyse en flux continu
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Polissage : filtration sur gel.

L’échantillon est concentré sur Amicon Ultra 15 D@k(Millipore™) pour obtenir un volume
de 5 mL. La filtration sur gel s’effectue par FPQ€ce a une colonne de type Superdex 200
High Load 16/60 PrepGrad dans le tampon NaCl 500, HEPES 50 mM pH7.0, Mgeb
mM, B-mercaptoéthanol 2 mM. La quantification et la dicgtion du complexe s’effectue

respectivement par spectrophotométrie (NanoDrop®aeSDS-PAGE 15 %.

Fin purification

Les complexes Intégrase/LEDGF et Intégrase/LEDAB{IBI1) sont maintenant purifiés et

préts pour une étude structurale et fonctionnelle.

Résultats

Introduction

Deux types de complexes ont été envisagés. 1) bplexe entre le domaine de liaison a
I'intégrase d’INI1 et le domaine du cceur catalyéigle I'intégrase VIH-1 mutant F185K. La

structure du coeur catalytique (50-212) de lintégr&185K ayant déja été résolue par
cristallographie aux rayons X (Dyda, Hickman et1l#194), ce complexe pourrait étre la base
d'une étude cristallographique. 2) Un complexe a&en comprenant l'intégrase pleine

longueur type sauvage, LEDGF pleine longueur typevage et le domaine de liaison a
l'intégrase d’INI1. L’étude structurale par micropie électronique du complexe Intégrase
LEDGF (Michel, Crucifix et al. 2009) servira de basI'étude d’autres partenaires cellulaires

(INI1) et de leurs interactions entres-eux et distégrase.

Essais de formation du complexe INI1 (173-257) / intégrase (50-F185K-212)

Dans un premier temps, la production, la lyse @iuldfication s’operent indépendamment de
sorte a obtenir les différents partenaires séparerRelis dans un deuxiéme temps, des essais
de formation de complexe IN(50-F185K-212) / INI181257) sont réalisés par dialyse. La
vérification de la formation du complexe est efféet par chromatographie d’exclusion de
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taille. En effet, une co-élution des deux partersad un poids moléculaire apparent cohérent

stoeechiométriguement constitue une premiere preeva fbrmation d’'un complexe.

Purification du domaine de liaison a I'Intégrase d’INI1 (173-257)

Le fragment INI1(173-257) a été fusionné au tagseMBP pour sa surexpression et sa
solubilité significativement supérieures aux aufragments. La production s’effectue a partir
de 3 L de cultureH.coli BL21 DE3, milieu LB, sélection ampicilline) soi8,2 g de cellules.

La phase de croissance bactérienne s’effectue@ £3is agitation constante (190 rpm), puis

la phase de production s’effectue a 18 °C sur émege de 12 heures.

La purification du domaine de liaison a l'intégrdsi#1(173-257) est réalisée en cing étapes
(Figure 21). Les culots bactériens sont repris dans 130 miaigon de lyse tampon L1 (NaCl
0,5 M HEPES 50 mM pH7.5 MgCI2 5 mM-mercaptoéthanol 2 mM) puis lysés par
sonification. Apres centrifugation, I'extrait soleb est injecté sur une colonne de
chromatographie d’affinité (HiTrap Chelating HP % fGE Healthcare™)) dont les cations
divalents sont Ni". Un gradient d'élution de 0 & 1 M d’imidazole petna’éluer HisMBP-
INI1(173-257) vers 400 mM d’imidazole. Une secomdi#pe de purification par filtration sur
gel (SUPERDEX 200 HighLoad 16/60 PrepGrad) darnarigon L1 permet d’obtenir 60 mg
de protéine d'intérét et déliminer I'imidazole. Laoisieme étape est une protéolyse
spécifiqgue du tag HisMBP. Le site de clivage TE\sgge entre le tag HisMBP et INI1(173-
257). La protéolyse s’effectue a 4 °C pendant 48rdse Afin de séparer le HisMBP du
fragment d'intérét INI1(173-257), [I'échantillon esinjecté sur une colonne de
chromatographie d’affinité (HiTrap Chelating HP % fGE Healthcare™)) dont les cations
divalents sont Ni. Avec ces deux étapes, le rendement chute & Hoi¥6 mg d’INI1(173-
257). Au final, 1,5 mg d’INI1(173-257) seront obtsnapres la derniére étape de filtration sur
gel (SUPERDEX 200 HighLoad 16/60 PrepGrad) danargon L1.
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Production: LB 18°C
Lyse: sonification
Tampon L1

Chromatographie d’affinité

HiTrap Chelating HP 5mL Ni2*
Tampon L1 / Tampon E1

Filtrationsur gel
SUPERDEX 200 HighLoad 16/60 PrepGrad
Tampon L1

€—— 6HisMBP-INI11(173-257)

- 8 & % 8§ 8 &8 § &8 §

Protéolyse spécifique ménagé
His-TEV
Tampon L1

<«— 6HisMBP-INI1(173-257)
©~ 6HismBP

<— INI1(173-257)

Chromatographie d’affinité
HiTrap Chelating HP 5mL Ni2*
TamponL1/Tampon E1

<€—— 6HisMBP-INI1(173-257)

<— INI1(173-257)

Filtrationsurgel
SUPERDEX 200 HighLoad 16/60 PrepGrad
Tampon L1

<— INI1(173-257)

Figure 21 : Récapitulatif de la production et de la purification du 6His-MBP — INI1(173-257). Pour 13,2g de cellules (3L), 60
mg de protéine d’intérét sont obtenus aprés la deuxiéme étape soit 4,5 mg/g de cellules, et 3 mg aprés séparation du
tag. L'ultime étape de filtration sur gel permet d’obtenir 1,5 mg soit environ 0,1 mg/g de cellules. La composition des
tampons est: pour le tampon L1: NaCl 0,5 M HEPES 50 mM pH7.5 MgCIl2 5 mM B-mercaptoéthanol 2 mM ; pour le
tampon E1 : NaCl 0,5 M HEPES 50 mM pH7.5 MgCI2 5 mM B-mercaptoéthanol 2 mM imidazole 1000 mM.
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Purification du cceur catalytique (50-212) de I'intégrase F185K

La purification du cceur catalytique (50-212) datBgrase F185K (IN(50-F185K-212)) est
documentée (Goldgur, Dyda et al. 1998). Aprés talpction en fiole, 7,9 g de cellules sont
récoltées pour 3 L de cultur€.€oli BL21 DE3, milieu LB, sélection ampicilline). Les
conditions de croissance et de production sonttigiees a celles d’'INI1 (173-257). La
purification d’'IN(50-F185K-212) s’effectue en deatapes Kigure 22). Les culots bactériens
sont repris dans 80 mL tampon de lyse (tamponNacCl 0,5M HEPES 20mM pH7 BMEt
2mM imidazole 5mM) puis lysés par sonification. Aprcentrifugation, I'extrait soluble est
injecté sur une colonne de chromatographie d'affifHiTrap Chelating HP 5 mL (GE
Healthcare™)). Un gradient d’élution de 5 mM a 80M d’'imidazole permet d’éluer 22,5
mg de protéine d’intérét vers 300 mM d’'imidazoleneUseconde étape de purification par
filtration sur gel (SUPERDEX 200 HighLoad 16/60 p®ead) dans le tampon G2 (NacCl
0,5M TrisHCI 20mM pH7,5 EDTA 1mM DTT 5mM) permeté&V/aluer un poids moléculaire
apparent de 40 KDa correspondant & un dimere MED-FF185K-212). En fin de purification
la quantité de protéine d’intérét est évaluée anfy6

82



Production: LB 18°C

Lyse: sonification
Tampon L2

Chromatographie d’affinité

HiTrap Chelating HP 5mL NiZ*
Tampon L2 / Tampon E2

AN AR A AN KR

BV R YR RS

<€— His-IN(50-F185K-212)

T

Filtration sur gel
SUPERDEX 200 HighLoad 16/60 PrepGrad
Tampon G2

<€— His-IN(50-F185K-212)

Figure 22: Récapitulatif de la production et de la purification du 6His-tag - cceur catalytique (50-212) de I'intégrase F185K.
Pour 7,9 g de cellules (3L), 22,5 mg de protéine d’intérét pour la premiére étape (affinité) soit 2,8 mg/g de cellules, et 7,6
mg pour la seconde étape (filtration sur gel) soit environ 1,0 mg/g de cellules. La composition des tampons sont: pour le
tampon L2 : NaCl 0,5 M HEPES 50 mM pH7.5 B-mercaptoéthanol 2 mM imidazole 5 mM ; pour le tampon E2 : NaCl 0,5 M
HEPES 50 mM pH7.5 B-mercaptoéthanol 2 mM imidazole 800 mM ; pour le tampon G2 : NaCl 0,5 M TrisHCl 20 mM pH7.5
EDTA 1 mM DTT 5 mM.
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Essais de formation du complexe IN(50-F185K-212) /INI1(173-257)

Plusieurs essais de formation du complexe entrBOHFL85K-212) et INI1(173-257) ont été
réalisés. Cependant, aucun essai n'a pu abouéirfarination du complexe entre ces deux
protéines Kigure 23). Différents ratios ont été testés de 2 IN(50-FKL-23.2) pour 1 INI1(173-
257) a 1 IN(50-F185K-212) pour 4 INI1(173-257) dfé&tentes force ionique (NaCl 250
mM ; 150 mM et 50 mM) dans la méme base de tampBRES 50 mM pH7.0, MggI5

mM, B-mercaptoéthanol 2 mM.

Purification Purification

His-IN(50-F185K-212)

6HisMBP-INI1(173-257)

Production: LB 18°C

Lyse: sonification
Tampon L2

Production: LB 18°C

Lyse: sonification
Tampon L1

Chromatographie d’affinité

HiTrap Chelating HP 5mL Ni%*
Tampon L2 / Tampon E2

Chromatographie d’affinité

HiTrap Chelating HP 5mL Ni%*
Tampon L1 / Tampon E1

Filtration sur gel
SUPERDEX 200 HighLoad 16/60 PrepGrad

Filtration sur gel
SUPERDEX 200 HighLoad 16/60 PrepGrad

Tampon G2 Tampon L1

Protéolyse spécifique ménagé
His-TEV
Tampon L1

Chromatographie d’affinité

HiTrap Chelating HP 5mL Ni2*
TamponlLl / Tampon E1

Filtration sur gel
SUPERDEX 200 HighLoad 16/60 PrepGrad
Tampon L1

Dialyse

dutampon L1 autampon D1

N

\ 4

Filtration sur gel
SUPERDEX 200 GL 10/30 Tricorn
Tampon D1

i EE— "m'f-*ﬁ{g
5

-7
‘2 <— His-IN(50-F185K-212)
I L <— INI1(173-257)

Figure 23: Récapitulatif de I’essai de formation du complexe entre 6His-tag - coeur catalytique (50-212) de l'intégrase
F185K et INI1(173-257) (ratio 1:2) a NaCl 250 mM HEPES 50 mM pH7.0, MgCI2 5 mM, B-mercaptoéthanol 2 mM (tampon
D1). La composition du tampon L1 est NaCl 0,5 M HEPES 50 mM pH7.5 MgCl2 5 mM B-mercaptoéthanol 2 mM, du
tampon E1 est NaCl 0,5 M HEPES 50 mM pH7.5 MgCl2 5 mM B-mercaptoéthanol 2 mM imidazole 1000 mM ; du tampon
L2 est NaCl 0,5 M HEPES 50 mM pH7.5 B-mercaptoéthanol 2 mM imidazole 5 mM ; du tampon E2 est NaCl 0,5 M HEPES
50 mM pH7.5 B-mercaptoéthanol 2 mM imidazole 800 mM ; du tampon G2 est NaCl 0,5 M TrisHCl 20 mM pH7.5 EDTA 1
mM DTT 5 mM ; du tampon D1 est NaCl 0,25 M HEPES 50 mM pH7.0 MgCI2 5 mM B-mercaptoéthanol 2 mM.
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Une autre alternative pour la formation de complaxété testée : la coupure de I'étiquette
6HisMBP pendant la dialyse. La coupure du tag ementemps que la dialyse de formation
du complexe a également été testée a différents INE0-F185K-212/INI11(173-257) (2:1 ;
1:1; 1:2; 1:4) pour différentes forces ioniqudaCl 250mM ; 150mM ; 50mM). Dans ce
cas, le mélange s’effectue apres la premiéretfitnesur gel de 6HisMBP-INI1(173-257). Les
deux protéines sont mélangées dans le méme tanip@uis la protéase His-TEV est ajoutée
pour une protéolyse spécifique du tag 6HisMBP éthantillon est mis a dialyser. Aprés la
dialyse une filtration sur gel est effectuée. Lg 6disMBP est coélué avec IN(50-F185K-
212) mais séparément d'INI1(173-25Fig(re 24).

Purification Purification

His-IN(50-F185K-212) 6HisMBP-INI1(173-257)
Production: LB 18°C Production: LB18°C
Lyse: sonification Lyse: sonification
Tampon L2 Tampon L1
Chromatographie d’affinité Chromatographie d’affinité
HiTrap Chelating HP 5mL Ni2* HiTrap Chelating HP 5mL Ni%*
Tampon L2 / Tampon E2 Tampon L1/ Tampon E1
Filtrationsur gel Filtration sur gel
SUPERDEX 200 HighLoad 16/60 PrepGrad SUPERDEX 200 HighLoad 16/60 PrepGrad
Tampon G2 Tampon L1

Dialyse & Protéolyse spécifique
ménageé par His-TEV
de Tampon L1 au tampon D1

A

\ 4

Filtration sur gel
SUPERDEX 200 GL 10/30 Tricorn

Tampon D1
IP 910 11 12 13141516 17
| —— <€—— 6HisMBP

———— = «— HisIN(50-F185K-212)

-
. M a0 <«— INI1(173-257)

Figure 24: Récapitulatif de I’essai de formation du complexe entre 6His-tag - coeur catalytique (50-212) de l'intégrase
F185K et INI1(173-257) (ratio 1:1) a NaCl 250 mM HEPES 50 mM pH7.0, MgCI2 5 mM, B-mercaptoéthanol 2 mM (tampon
D1) avec I'étiquette de solubilisation 6HisMBP.
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Purification du complexe Intégrase / LEDGF / INI1(173-290)

Optimisation de la production

La formation du complexe INI1(173-257)/IN(50-F18242) étant impossible dans les
conditions étudiées, une autre construction a titéée INI1(173-290). Pour éliminer I'étape
de clivage de l'étiquette, I'hexahistidine (6His)et choisie. L'utilisation d'un autre tag a
nécessité une optimisation de production a I’éehdili litre de la construction 6His-INI1(173-
290). L'optimisation de la production a I'échelle ttre s’est effectuée par variation de la
température d’induction, variation du temps de potidn et I'addition ou non de saccharose

(Figure 25). La production a 18 °C avec addition de 10 %atzkarose a été retenue.

Figure 25 SDS-PAGE 15 %. Test de production a I’échelle du litre. U = avant
induction ; | = aprés induction. La production s’effectue soit: a 18 °C sans
saccharose ; a 18 °C avec 10 % de saccharose ; a 37 °C pendant 3 heures ; et a
25 °C pendant 3 heures.

Lors de la purification de INI1(173-290) des prab&s de reproductibilité ont été rencontrés
dd a la solubilité mal évaluée du fragment. Darsstésts d’expression, la fraction soluble
d’'INIL(173-290) était surestimée. Il est apparu quecours des différentes purifications du
fragment 6His-INI1(173-290) une proportion impottade la protéine s’agrégeait. Des tests
de solubilité et de purification ont été realisésenant pour base le tampon HEPES 50 mM
pH7.0, MgC} 5 mM, B-mercaptoéthanol 2 mM, différentes concentrationset et détergent
ont été ajoutésrigure 26). Le CHAPS est un détergent zwitterionique nonatiérant plus
facilement dialysé que le zwittergent 3-12. Le mvgent 3-12 (Z[3-12]) est utilisé ici comme

témoin positif de solubilité.
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VE3596 NacCl
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Figure 26: Analyse des tests de solubilité du fragment 6His-INI11(173-290) par SDS-PAGE (15 %). Pour les conditions de
solubilité, la premiére piste correspond a I'extrait total (aprés sonification : témoin pour la quantité de protéine
exprimée), la seconde piste correspond a I’extrait soluble (quantité de protéine soluble aprés centrifugation). Le tableau
récapitulatif présente les résultats obtenus.

Purification du fragment 6His-INI1(173-290)

Aprés la production en fiole, 12,4 g de cellulests@coltées pour 3 L de cultur&.¢oli
BL21 DE3, milieu LB, sélection ampicilline). Les mtitions de croissance et de production
sont identiques a celles d'INI1 (173-257). La cosipon du tampon retenu pour la
purification Figure 27) du fragment 6His-INI1(173-290) est NaCl 2 M HEPHEBSmMM pH7.0,
MgCl, 5 mM, BMEt 2 mM CHAPS 20 mM (tampon L4). Les culots baieés sont repris
dans 130 mL de tampon de lyse tampon L4 puis |pséssonication. Apres centrifugation,
I'extrait soluble est injecté sur une colonne deoofatographie d’affinité (HiTrap Chelating
HP 5 mL (GE Healthcare™)). Un gradient d’élutionGa 1 M d’imidazole permet d’éluer le
fragment 6His-INI1(173-290) vers 180 mM d’imidazoléne seconde étape de purification
par filtration sur gel (SUPERDEX 200 HighLoad 16/B@epGrad) dans le méme tampon
permet d’obtenir 6,2 mg de protéine d'intérét etlidhiner des contaminants protéiques et
I'imidazole. Le fragment 6His-INI1(173-290) est m@nant prét pour I'étape de formation

du complexe ternaire par dialyse en flux continu.
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Purification
6His-IN11(173-290)

Production: LB sucrose 10% 18°C

Lyse: sonification
Tampon L4

Chromatographie d’affinité
HiTrap Chelating HP 5mL Ni?*
Tampon L4 / Tampon E4

. TECE FT 62 72 73 74 757677
| = =

!

¥

< 6His-INI1(173-290)

Filtration sur gel
SUPERDEX 200 HighLoad 16/60 PrepGrad

Tampon L4
UV (A
- e T r,i

A

6His-INI1(173-290)

T

Figure 27: Récapitulatif de la production et de la purification du 6His-INI1 (173-290). Pour 12,3g de cellules (3L), 12,4 mg
de protéine d’intérét sont obtenus en fin de premiére étape (affinité) soit 1 mg/g de cellules, et 6,2 mg sont obtenus en
fin de seconde étape (filtration sur gel) soit environ 0,5 mg/g de cellules. Le tampon L4 a la composition suivant : NaCl 2
M HEPES 50 mM pH7.5 MgCI2 5 mM BMEt 2mM CHAPS 20 mM ; et le tampon E4 : NaCl 2 M HEPES 50 mM pH7.5 MgCI2 5
mM BMEt 2mM CHAPS 20 mM imidazole 1000 mM

Purification du complexe Intégrase / LEDGF

Purification de GST-Intégrase pleine longueur type sauvage

Apres la production en fiole, 22,4 g de cellulesitscoltées pour 6 L de cultur&.¢oli
BL21 DE3, milieu LB, sélection ampicilline). Lesdiaries sont cultivées a 37 °C puis a 18
°C apres induction par 0,5 mM d’IPTG. La productast effectuée sur 12 heures. Les culots
bactériens sont repris dans 250 mL de tampon @el$(NaCl 1 M HEPES 50 mM pH7.0,
MgCl, 5 mM, BMEt 2 mM CHAPS 7 mM) puis lysés dans un systemerdigement de
fluides a fort cisaillement (microfluidizer®). Apéentrifugation, I'extrait soluble est injecté
sur une colonne de chromatographie d'affinité (GPTHP 5 mL (GE Healthcare™)).
L’élution s’effectue en ajoutant 50 mM de glutathioeduit. Cette étape de purification

permet d’obtenir 118 mg de GST-IN soit 5,2 mg /gdiules figure 28).
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Purification de 6His-LEDGF pleine longueur type sauvage

Apres la production en fiole, 45,6 g de cellulests@coltées pour 12 L de culturg.¢oli
BL21 DE3, milieu LB, sélection ampicilline, chlorgménicol). Les conditions de croissance
et de production sont identiques a celles de G¥dgtase. Les culots bactériens sont repris
dans 450 mL de tampon L3 puis lysés dans un systisntraitement de fluides a fort
cisaillement (microfluidizer®). Aprés centrifugatip I'extrait soluble est injecté sur une
colonne de chromatographie d'affinité HiTrap ChelgtHP 5 mL (GE Healthcare™)). Un
gradient d’élution de 0 & 800 mM d’imidazole perndé&luer 6His-LEDGF vers 480 mM
d’'imidazole. Cette étape de purification permetotémir 275 mg de 6His-LEDGF soit 6,0 mg

/ g de cellulesFHgure 29).

Formation du complexe Intégrase / LEDGF

La formation du complexe s’effectue en excés (2&)lal protéine la plus soluble 6His-
LEDGF. Les deux protéines sont dans le méme tar{lpsrconcentrations d’'imidazole et de
glutathion réduit ne sont pas pris en compte, cayamt pas d’incidence). Le mélange
s'effectue avec 118 mg de GST-intégrase et 240mgHie LEDGF, soit au total 358 mg de
protéines. L’étape suivante a pour objectif la fation effective du complexe. La force
ionique (concentration en NaCl) est progressivendéminuée et le détergent (CHAPS) est
éliminé par dialyses successives. L'éliminationgpessive des agents solubilisants (NaCl et
CHAPS) force les partenaires protéiques a s’assamecomplexe stable a faible force
ionique et sans détergent. Apres les trois dial{teespon final NaCl 0,15 M HEPES 50 mM
pH7.0, MgC} 5 mM, BMEt 2 mM), la quantité de protéines est de 294 pigu rendement
de 88 %. L'exces de 6His-LEDGF non complexé a G8&grase est éliminé en incubant le
complexe sur des billes de glutathion. Les billes glutathion sépharose 4B (GE
Healthcare™) retiennent spécifiqguement la GST-mat8g qui est maintenant complexée a
6His-LEDGF. Aprées élution par ajout de 50 mM detagilion réduit, la quantité du complexe
GST-Intégrase / 6His-LEDGF est estimée a 66 mgrbééolyse spécifique ménagée permet
de séparer le tag GST de l'intégrase et le tag AellcEDGF. Le tag GST est ensuite éliminé
par chromatographie par gravité (batch) de glubatlsépharose 4B (GE Healthcare™). Le
complexe n’étant plus immobilisé sur la résindaleage des billes permet d’obtenir 13 mg de
complexe intégrase / LEDGF. Le complexe intégradeEDGF aprés concentration sur
Amicon Ultra 15 50kDa (Millipore™) est injecté sune colonne de filtration sur gel. Apres
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cette ultime étape, la quantité de complexe insraLEDGF obtenu est de 6 mg. Ce

complexe intégrase / LEDGF est une des composantsothplexe ternaire Intégrase /

LEDGF / INI1(173-290) Kigure 28).

Production: LB sucrose 10% 18°C
Lyse: fort cisaillement
Tampon L3

Chromatographie d’affinité

Production: LB sucrose 10% 18°Cprare
Lyse: fort cisaillement
Tampon L3

Chromatographie d’affinité
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Figure 28: Récapitulatif de la purification et de la formation du complexe Intégrase / LEDGF. La composition des tampons
est : tampon L3 NaCl 1 M HEPES 50 mM pH7.5 MgCl2 5 mM B-mercaptoéthanol 2mM CHAPS 7mM ; tampon E3-1 NaCl 1
M HEPES 50 mM pH7.5 MgCI2 5 mM B-mercaptoéthanol 2mM CHAPS 7mM glutathion réduit 50 mM ; tampon E3-2 NaCl
1 M HEPES 50 mM pH7.5 MgCl2 5 mM B-mercaptoéthanol 2mM CHAPS 7mM Imidazol 800 mM ; tampon D3-1 NaCl 0,6 M
HEPES 50 mM pH7.0 MgCI2 5 mM B-mercaptoéthanol 2 mM CHAPS 1,3mM ; tampon D3-2 NaCl 0,15 M HEPES 50 mM
pH7.0 MgCl2 5 mM B-mercaptoéthanol 2 mM ; tampon E3-3 NaCl 0,15 M HEPES 50 mM pH7.0 MgCl2 5 mM f-

mercaptoéthanol 2 mM glutathion réduit 50 mM.
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Formation du complexe ternaire

Préalablement a la formation du complexe tern&egedifférents partenaires sont mis dans les
conditions ou INI1(173-290) est le plus solubldt 8aCl 2 M HEPES 50 mM pH7.0, Mgg&l

5 mM, BMEt 2 mM CHAPS 20 mM. Ainsi le complexe intégradeDGF est dilué 2x dans le
tampon NaCl 4 M HEPES 50 mM pH7.0, Mg@& mM, BMEt 2 mM CHAPS 40 mM. Le
mélange s’effectue entre 6 mg de complexe intedrB&¥GF et 1,6 mg d’INI1(173-290) soit
au total 7,6 mg de protéines. Le ratio des difffagiprotéines est de 4 intégrases, 2 LEDGF et
4 INI1(173-290). Par dialyse en flux continu, lad®e ionique (concentration en NaCl) est
progressivement diminuée et le détergent (CHAPS&3lasiné pour former le complexe. Une
ultime dialyse paracheve la formation du complearsde tampon final NaCl 0,5 M HEPES
50 mM pH7.0, MgCl 5 mM, BMEt 2 mM, la quantité de complexe formé est derBgl La
filtration sur gel finale permet de co-€luer lesigrpartenaires du complexe ensemble dans le
tampon NaCl 0,5 M HEPES 50 mM pH7.0, Mgd@ mM, BMEt 2 mM. La masse de
complexe intégrase / LEDGF / INI1(173-290) obtesude 1,5 mg pour 22,4 g de cellules
exprimant la GST-intégrase, 45,6 g de cellulesieannt la 6His-LEDGF, et 3,2 g de cellules
exprimant INI1(173-290)F(gure 29).
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Production: LB sucrose 10% 18°C Production: LB sucrose 10% 18°Cprare Production: LB sucrose 10% 18°C
Lyse: fort cisaillement Lyse: fort cisaillement Lyse: sonification
Tampon L3 Tampon L3 Tampon L4

Figure 29: Récapitulatif de la purification et de la formation du complexe ternaire Intégrase / LEDGF / 6His-IN11(173-290).
La composition des tampons est : tampon D4-1 NaCl 1 M HEPES 50 mM pH7.5 MgCl2 5 mM BMEt 2mM CHAPS 7 mM ;
tampon D4-3 NaCl 0,5 M HEPES 50 mM pH7.0 MgCI2 5 mM B-mercaptoéthanol 2 mM
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Etudes fonctionnelles

Matériel et méthodes

Les trois activités (liaison a 'ADN3’ processinget transfert de brin) de l'intégrase peuvent
étre mesurées selon divers procédés (Chow 199#eBepauc et al. 2000; Deprez, Tauc et
al. 2001; Wang, Klock et al. 2005; Merkel, Andradteal. 2008; Merkel, Andrake et al. 2009).
L’anisotropie de fluorescence est la méthode chopour la liaison a 'ADN et le
3’processing (Merkel, Andrake et al. 2009). Ledaténts tests fonctionnels ont été réalisés a
I'aide d’oligonucléotides marqués fluorescent (fleecéine (FAM)). Les oligonucléotides
marqués ont été synthétisés par IBA™ GmbH et ligeolicléotides standards (non marqués)
ont quant a eux été produits par SIGMA Life SciéMcées oligonucléotides ont été hybridés
selon les besoins. Deux séquences différentes d’AIDN été utilisées : 'ADN mimant

I'extrémité U5 de I’ADN viral et ’TADN mimant uneégjuence cible génomique.

Anisotropie de fluorescence

Principe

Une molécule fluorescence qui est excitée par umékre linéairement polarisée émettra elle-
méme une fluorescence linéairement polarisée. 4meilation de molécules fluorescentes
dans leur état fondamental a une répartition nument isotrope. Dans cette population, une
lumiére polarisée excitera une sous-population tagkss moments dipolaires répartis de
maniere préférentielle (anisotrope) en faveur delitaction de polarisation de la lumiére
d’excitation. Ainsi les molécules photo-sélectioamn&ont spécifiguement excitées quand leur
orientation moléculaire coincide avec la directimpolarisation de la lumiére d’excitation.
Comme la distribution de molécules a I'état exewé anisotrope, il en résulte une lumiere de
fluorescence elle-méme polarisée en fonction dgehtation moyenne de la sous-population

de molécules excitées au moment de I'émission.

La valeur de la mesure de I'anisotropie de flucgase est le résultat de la perte partielle ou
totale de I'anisotropie de distribution résultaetld photo-sélection. Cette valeur est fonction
pour une large part de la diffusion brownienne d&tron qui entraine un déplacement
angulaire pendant le temps de vie du fluorophormsiAla lumiere polarisée émise est
progressivement dépolarisée en fonction de la sidfu rotationnelle. Plus la taille de la
molécule est importante, plus la diffusion rotatielke est lente, donc plus I'anisotropie de
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fluorescence est grande et plus la molécule esépplus la diffusion rotationnelle est rapide,
donc plus la valeur d’anisotropie est faible. L&sntropie de fluorescence est définie selon la

formule :

r = (Ipar - Iper
(Ipar+ 2Iper

Ou r est I'anisotropie de fluorescence. L'intensigfluorescencéd,,. est mesuréee lorsque les
polarisateurs d’excitation et d’émission sont gdates, elle reflete la proportion des
molécules ayant subi une faible diffusion rotatielfen A linverse,l,, est l'intensité de

fluorescence lorsque les polarisateurs d’excitagbrd’émission sont perpendiculaires, et
refléte la proportion des molécules ayant subifonie diffusion rotationnelle. La différence

est normalisée par 'intensité de fluorescencddatéfinie pai,,+ 21,

L’anisotropie de fluorescence peut également étpeimée en fonction des trois parametres
7., Tp €try : le temps de corrélation rotationnetled’une molécule fluorescente est fonction
de sa masse M, de son volume v, de son volumefispiEcd’hydratationd, de la viscosité n
et de la température Te parameétre est inversement proportionnel auicaaft de diffusion

brownien de rotation

_ M(v+d)n
e = 7RT
L’anisotropie est fonction de. et du temps de vie du fluorophorez:i.e. le temps de latence
entre I'absorption des photons excitateurs et ¥8ion des photons fluorescents. Le temps de
vie du fluorophore définit donc la fenétre templerelurant laquelle la diffusion rotationnelle

de la molécule sera considérée.

La valeurr, représente I'anisotropie limite pour un fluorophalonné dans un milieu rigide
(molécule immobile). Les valeurs d’anisotropie pentvétre prédites et sont presque reliées
linéairement a la masse de la molécule jusqu'aueda valeur de,. approche le tiers de celle

deTF.
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Les tests fonctionnels ont été mis au point damgptiue d'un criblage haut-débit
d’inhibiteurs. lls ont été réalisés dans un prengenps en cuvette de 10mm, puis adaptés a
un lecteur de plaque PheraStar© (BMG LabTech™).

Liaison a ’'ADN

Principe

Le principe du test de liaison a '’ADNigure 30) est basé sur 'augmentation d’anisotropie
guand 'ADN marqué est lié au complexe protéique.céncentration d’ADN fixe, la
concentration en complexe protéique est augmentégrgssivement. Plusieurs facteurs
doivent étre pris en considération. Le changememhdsse dd a la liaison avec la protéine, la
masse absolue des composés, la concentration a®ghore requise pour une détection
robuste, et la constante de dissociation de lauon. La réaction de liaison entre I'ADN

marqué [A] et le complexe protéique [C] ayant esite liaison a I’ADN, s’écrit :
n[AJ+ [C] = [CA,]
A I'équilibre, la constante de dissociation globK|gde la réaction s’écrit :

[CI[AT"
[CA4]

Kd:

Le taux de saturation des sites de liaison a ’ADN

9 [Atie] _f[Aw
[Ciot]  [Crotl
ou f est la fraction d’ADN lieé de l'ensemble de DN présentA,, et [C ] est la

concentration totale de complexe. L'anisotropie eobSe est la somme des anisotropies

individuelles de chaque composant pondérées gaillance.

Fobs = Z Bir;
i

Les composants sont 'ADN marqué libfa;,] et lié [A};s] correspondent & la mesure
d’anisotropie en l'absence de complexer,da mesure d’anisotropie a saturation (plateau)
lorsque tout le complexe ADN/complexe protéiquefeané. La fraction f représentant la

partie liee dgA,] peut s’écrire :
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Il est ainsi possible de modifier 'équation de t8bard afii d’ajuster I'anisotropie, :

Cette équation permet ainsi de prévoir les paranéte liaison de 'ADN avec le comple

protéique.

FAM —

/ﬁf"\_\\\ “‘/’\\_\\\\
4 .. N\f ) - (\ t?>
M .

Figure 30: Principe du test de liaison a ’ADN. En violet le complexe protéique, en noir la séquence de I’/ADN marqué a la
fluorescéine.

Protocole

En pratique, la titration a été réalisée a 25°Clupuits dans une plaque Greiner™ Bl
HiBase 384©. Le volume réactionnel fl est de 20 pL dans un tampon NaCl 150 r
HEPES 50 mM pH7.0, Mg 5 mM, B-mercaptoéthanol 2 mM. La concentration fin
d’ADN est de 2 nM dans chacun des 12 puits de launge Typiquement, la concentrati
finale de complexe protéique varie de 0 nM O nM. Dans chaque puits, 10 pL d’AL
marqué (solution stock a 4 nM) sont déposés poercamcentration finale de 2 nM, puis
puL d'une solution de concentration variable de clexg sont ajoutés. Pour obtenir

différentes concentrations de complexicessaires, une dilution en cascade d’'un facteu
est effectuée dans des tubes Eppendorf 1,5mL. éripre dilution s’opére pour obtenir u
concentration de 600 nM dans un volume de 75 plul58ont pris puis diluer dans 25 pL
tampon seul. Cette ajte est réitérée 10 fois. Onze solutions de coratént décroissante ¢

complexe sont ainsi préparéFigure 31).

96



puits concentration stock |concentration dans le puits
1 600,0 N 300,0 nM
2 400,0 nM 200,0 n
3 266,7 nM 133.3 nM
4 177.8 nM 88,9 nM
5 118,5 nM 59,3 nM
1] 73,0 nM 39,5 nM
7 52,7 nM 26,3 nM
8 35,1 nM 17,6 nM
9 234 nM 11,7 nM
10 15,6 nM 7.8/ nM
11 10,4 nM 5,2 NV
12 0,0 nM 0,0 nM

Figure 31: La concentration en nM de complexe suivant une dilution en cascade de facteur 1,5.

La plaque est placée dans le lecteur a 25 °C lectare est réalisée immédiatement. Trois

mesures sont effectuées a 5 minutes d'intervalle.

Analyse

L’analyse s’effectue a l'aide du logiciel Origin@nsion 6.1. Pour comparer les différentes
séquences d’ADN entre elles, la normalisation stffe selon le principe :

r—r1

r:

Iy — 1o
Ou ryest la mesure d’anisotropie en I'absence de ligam, est la mesure d’anisotropie a
saturation (plateau) lorsque tout le complexe AlNiIplexe protéique est formé. L'analyse
grace a I'équation de Scatchard modifié permet @erchiner la constante de dissociation

globale et le nombre de sites de liaison a ’TADNcdmplexe.

3’Processing

Principe

Un ADN double brin spécifique de 40 paires de baseésnarqué en 3'. Le principe du test de
I'activité enzymatique de&’processing(Figure 32) est basé sur la diminution d’anisotropie
quand les deux derniers nucléotides coté 3’ maggtiéxcisé spécifiquement par le complexe

protéigue qui s’est préalablement lié a I'ADN sfi§ciement. La séquence utilisée pour le
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test d’activité est identique a celle de I'ADN Virgilisé préecédemment. Les concentrati
d’ADN et de complexe protéique sont fix

CAGT.
GTCA

TR
4 ) g

4

\‘\'J/

Figure 32: Principe du test pour I'activité de 3’processing. L'ADN marqué se fixe sur le complexe protéique. L’activité
enzymatique de I'intégrase entraine I'excision spécifique du dinucléotide pGT(FAM).

Protocole

En pratique, la mesure s’effectue en plaque GréfnBlack 96© a 37 °C. Le volume final «
la réaction s’effectue dans 100 puL dans le tampon Na@ M, BisTris 25 mM pH6.E
MgCl, 10 mM, DTT 5 mM. La concentration finale d’ADN noaé est de 50 nM, et
concentration finale de complexe protéique est @& rdM. Dans un premier temps, I'AD
marqué estilué dans le tampon, une mesure d’'anisotropieeffsttuée, puis le comple:
protéique est ajouté. Le puits est recouvert depbOd’huile de paraffine afin d’évite
I’évaporation. La mesure d’anisotropie se déroumsuée sur 6 heures (une mesuree les

85 secondes).

Analyse

L’analyse s’effectue a l'aide du logiciel Origin®ension 6.1. La normalisation s’effect

selon la formule suivante :

Ou est la valeur maximale d’anisotropie mesurée. Ceteur correspond a la liais:
totale de I'ADN viral marqué au complexe protéique valeur est une mesure
expérimentale d’'un dinucléotide pGT(FAM) marqué sls mémes conditions. Cette val

correspond a la valeur limite d’anisotropie de 100&p&T(FAM) libre.
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Résultats

Intégrase et liaison a 'ADN

La liaison a 'ADN de lintégrase a été étudiee parsotropie de fluorescence, la formation
du complexe protéine/ADN résultant en une augmiemtate I'anisotropie associée du fait de
I'accroissement en masse. Les courbes obtenues apatyse avec le logiciel Origin© sont

présentées efigure 34.

L'intégrase lie des séquences d’ADN distinctess: d&trémités de I’ADN viral (U5 et U3)
sont liées spécifiquement, alors que I’ADN génoreigst lié de maniére peu spécifique. Pour
étre au plus proche de la réalité cellulaire, éss$sin vitro ont été effectués en duplicata et sur
deux séquences difféerentes : 'une de 40 pairebades mimant I'extréemité U5 de I'ADN
viral, l'autre de 49 paires de bases mimant '’AD&hgmique cible. L'activité de liaison a
'ADN des deux complexes IN/LEDGF et IN/LEDGF/INM{3-290) pour chaque ADN
(viral et cible) a été mesurée dans les méme dondit NaCl 150 mM, HEPES 50 mM
pH7.0, MgC} 5 mM, B-mercaptoéthanol 2 mM a 25 °C.

En résumé, deux ADN ont été utilisés :

- ADN 40mer avec la séquence de I'extrémité U5 viral (ADN viral)

6FAM-5-GACTACGGTTCAAGTCAGCGTGTGGAAAATCTCTAGCAGT-3
3-CTGATGCCAAGTTCAGTCGCACACCTTTTAGAGATCGTCA-5

- ADN 49mer mimant ’ADN génomique cible (ADN cible)

5-AGTTAAGTGCTGAATTATGATAGTAATCAATATCTACTCCTAACTGBGCEFAM
3-TCAATTCACGACTTAATACTATCATTAGTTATAGATGAGGATTGSHAGA

Au sein du complexe IN/LEDGF, lintégrase est tétéaique (Michel, Crucifix et al. 2009).
D’aprés le modele développé au laboratoire, trivés sle liaison a ’ADN sont nécessaires au
processus d’intégration. Les deux sites de liassBADN viral (un pour chaque extrémité U5
et U3) sont probablement spécifiques et équivalémsite de liaison a I’ADN cible n’est pas
spécifiqgue. Les parametres de modélisation deoliade 'ADN avec le complexe ont été
choisis en fonction de ce modele. Les variabled'@giation de Scatchard modifiée sont
ajustées pour obtenir un coefficient de détermima¢R?) le plus proche de un. Les valeurs de

départ des parametres sont :
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Pour I’ADN viral marqué :

=0 =1 [A] =2nM n=205
Pour 'ADN cible marqué :

ro=20 =1 [A] =2nM n=1

La constante de dissociation Kd et la valeur firdiisotropier, sont laissés variables, les

autres variables (n €A _]), connues, sont fixées. Selon les données traitéesrombre

tot]
variable d'itération de l'algorithme de Levenbergiduardt est nécessaire pour calculer une
solution numérique de minimisation. Le nombre dgréle de liberté étant identiques, le
calcule du coefficient de détermination R2? est wn bndicateur de la qualité de la

minimisation.

Les expériences de liaison a I’ADN ont été réaksée absence et en présence d’ADN froid
dans des proportions 100 fois supérieures a I'’ADMqué (soit 200 nM). La séquence des
ADN froids est identique a celle des ADN marquéstitieorie, '’ADN viral froid agit comme

un inhibiteur compétitif de I’ADN viral marqué. Pole complexe IN/LEDGF, la constante
de dissociation Kd de la liaison a ’ADN viral nane pas entre I'absence et la présence de
200 nM d’ADN cible froid. Cependant, la constantafiihité est divisée par cing en présence
de 200 nM d’ADN viral froid. Les deux sites de fikan de 'ADN viral semblent étre
spécifiques puisque la constante de dissociatiovarnie qu’en présence du méme ADN viral

froid. (Figure 33).

La constante de dissociation de la liaison a I’A€ible n’est pas significativement différente
dans les trois cas sans ADN froid, avec ADN vinaid, avec ADN cible froid Rigure
33/Figure 34). L’ADN froid de quelque nature qu’il soit (viralu cible) ne semble rentrer en
compétition ni avec ’ADN viral ni avec ’ADN cibld_effet sur la liaison & ’ADN cible ou
viral serait donc nul. L’ADN viral se fixe préfériaellement sur les sites spécifiques de
liaison a I’ADN viral, il est normal que la liaisawvec I’ADN cible n’en soit pas affecté. En
revanche, la constante de dissociation observé lpaite de liaison a 'ADN cible ne varie
pas car l'affinité pour le site est plus faible.ajJgut d’ADN cible froid d’'un exces plus

important permettrait d’obtenir un effet décroigssignificatif.

Le complexe ternaire IN/LEDGF/INI1(173-290) a uni&ngé pour 'ADN viral et cible

environ 4 fois moindre que le complexe IN/LEDG¥g(re 34c et f). Le domaine de liaison a
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I'intégrase d’'INI1(173-290) réduit I'affinité pourADN du complexe IN/LEDGF. Cette
réduction est probablement due a la baisse deeksduilité des sites de liaison a 'ADN de
l'intégrase. Cependant, la constante globale dsodiation pour I'ADN viral double en
présence d’ADN froid (viral ou cible). Concernaatsite de ’ADN cible, le comportement de
I'affinité du complexe IN/LEDGF/INI1(173-290) suielui du complexe IN/LEDGF. Pour le
complexe IN/LEDGF/INI1(173-290), il est & noter gles courbes de titration en présence
d’ADN froid (viral ou cible) décrivent une légéregmsioide ce qui pourrait trahir une
coopérativité entre les sites de liaison a I'’ADNar3 ce cas, le modele utilisé ne serait plus

satisfaisant car il implique que les sites de diaisoient identiques.

En résumé, en présence d’'INI1(173-290) laffinidup ’ADN cible et viral est diminuée.
Les courbes a) et b) defgure 34 montre la spécificité des sites de liaison a 'ARiKal. La

diminution de l'affinité des sites de I’ADN viralneprésence d’ADN viral froid en est la

consequence.
IN/LEDGF IN/LEDGF/INI1(173-290)
sans ADN viral froid ADN cible froid sans ADN viral froid ADN cible froid
n Kd R? n Kd R? n Kd R? n Kd R? n Kd R? n Kd R?

ADN viral
marqué

05 | 44 nm?|099| 05 | 217 nm?|[099| 05| 53 nm?| 099 05 | 201 nwm?| 1.00| 05 | 493 nm? [0.984| 05 | 463 nm? |0.952

2 2 2 2 2 2
ADN cible n Kd R n Kd R n Kd R n Kd R n Kd R n Kd R

marqué

10| 54 nM | 097 10 | 86 nM | 099 1.0 | 65 nM | 097 1.0 [ 235 nM |095| 1.0 | 541 nM | 094 1.0 | 33.8 nM |0.928

Figure 33 : Tableau des valeurs modélisées. n = nombre de sites de liaison au complexe/ ADN ; Kd = constante de
dissociation ; R? = coefficient de détermination, sont reportées par ’ADN marqué (viral ou cible) en fonction du complexe
(IN/LEDGF ou IN/LEDGF/INI1(173-290)) avec ou sans ADN froid (viral ou cible). Pour ’ADN viral, le Kd est exprimé en nM2
et pour ’ADN cible, le Kd est exprimé en nM.
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Figure 34. Expériences et calculs des sites de liaisons a I’ADN des complexes IN/LEDGF (bleu) et IN/LEDGF/INI1(173-290)
(rouge). a) courbe de titration de 'ADN viral contre le complexe IN/LEDGF (sans (bleu) ou avec ADN froid (viral (rose) ou
cible (pourpre)). b) courbe de titration de ’ADN viral contre le complexe IN/LEDGF/INI1(173-290) (sans ADN froid (rouge)
ou avec ADN froid (viral (rose) ou cible (pourpre)), c) comparaison des courbes de titration de 'ADN viral contre
IN/LEDGF (bleu) et IN/LEDGF/INI1(173-290) (rouge). d) courbe de titration de ’ADN cible contre le complexe IN/LEDGF
(sans (bleu) ou avec ADN froid (viral (rose) ou cible (pourpre)). e) courbe de titration de 'ADN cible contre le complexe
IN/LEDGF/INI1(173-290) (sans (rouge) ou avec ADN froid (viral (rose) ou cible (pourpre)), f) comparaison des courbes de
titration de I’ADN cible contre IN/LEDGF (bleu) et IN/LEDGF/INI1(173-290) (rouge).
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Intégrase et 3’ processing

L’activité catalytigue 3' processing de lintégrase a été étudiée par anisotropie de
fluorescence en suivant la cinétique. La diminuton I'anisotropie associée a I'activité
enzymatique du complexe protéique a été mesugéda(libération dans le milieu réactionnel
du dinucléotide pGT(FAM) excisé spécifiquement).ftaction d’anisotropie due a I'activité
enzymatique doit étre séparée de celle due aisatiar 'ADN. Il est nécessaire que la totalité
de I’ADN soit lié au complexe. Bien que la totaldé dinucléotide pGT(FAM) soit larguée
dans le milieu (Guiot 2006), il est nécessaire dengre en compte la possibilité que le
complexe peut se dégrader a une concentratioresalérieure a 10 mM, a 37 °C et pendant
un laps de temps de 6 heures. En effet, le complégeadé ne lie plus I'ADN qui resté libre
diminue la mesure de [lanisotropie globale. L's@liion des complexes mutants
IN(D64E)/LEDGF et IN(D64E)/LEDGF/INI1(173-290) pesnh de soustraire a la fraction
d’anisotropie due a cette perte de liaison et &ctfon d’anisotropie due a I'activitd’
processingLe résidu 64 de lintégrase du VIH-1 appartiehd &riade catalytique D64 D116
E152 nécessaire a lactivité enzymatique de lira8g. La mutation D64E entraine
I'inactivation du site catalytique empéchant lactémn de3’ processinget de transfert de brin.
Cette mutation D64E est cependant neutre poumrisol a 'ADN (Engelman and Craigie
1992; Drelich, Haenggi et al. 1993; Jenkins, Edposi al. 1997). Par cette méthode, il est
possible de suivre la réaction en continu. La foact’anisotropie représentant cette perte de
la liaison a 'ADN au complexeFigure 35 a) diminue de 40 % de maniere linéaire en 6 heures
Cette diminution est identique quelque soit le claxg envisagé (IN(D64E)/LEDGF ou
IN(D64E)/LEDGF/INI1(173-290)). Afin de vérifier lapécificité pour 'ADN viral, des tests
d’activité enzymatique ont été effectués en remgiia ADN viral par un ADN quelconque
marqué en 3. Une diminution d’anisotropie comp&abcelle des complexes mutants a éte
observée. Cependant la pente indique que le compO64E)/LEDGF/INI1(173-290)) est
plus stable que IN(D64E)/LEDGF durant les troisnpigge heures.

Plusieurs essais ont été effectués pour trouvecdeslitions ou I'activité enzymatique est
mesurableHgure 35 b). A une force ionique de 150 mM de NaCl, l'atévenzymatique est
négligeable comparée a la diminution d’'anisotromiesurée avec les complexes mutants
inactifs. La réaction d8’' processingsemble nécessiter une force ionique faible, iatée a

10 mM de NacCl.
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Apres soustraction de la fraction d’anisotropie duéa perte de liaisorFigure 35 c), la
comparaison de [lactivité enzymatique des complexéN(D64E)/LEDGF et
IN(D64E)/LEDGF/INI1(173-290), permet de déduire i§ii1(173-290) inhibe totalement
I'activité enzymatique d8’ processingLa courbe d’activité du complexe IN/LEDGF atteint
un plateau aprés 4 heures a 37 °C alors que léofnade GT*M libéré n’est que de 50 %. Les
60 % du complexe resté en solution effectuent &trén de3’ processingsur 50 % du
substrat disponible. Un complexe IN/LEDGF effectiomc la réaction sur un seul ADN. Le
site catalytique de l'intégrase ayant l'activit&@matique n’est pas régénéré, l'intégrase n’est
donc pas processive.

En résumé, I'action d’'INI1(173-290) au sein du céemp IN/LEDGF diminue la liaison a
I’ADN viral et a 'ADN cible. Le domaine de liaisoa I'intégrase d’INI1 (173-290) inhibe

totalement I'activité catalytiqu® processingle I'intégrase.
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Figure 35 : Activité enzymatique 3’ processing des complexes IN(D64E)/LEDGF/INI1(173-290) et IN(D64E)/LEDGF. a) Les
controdles négatifs de I'activité 3’ processing des complexes mutants D64E (en rouge : IN(D64E)/LEDGF/INI1(173-290) ; en
bleu : IN(D64E)/LEDGF) (& 37 °C pendant 6 heures) b) Fraction d’anisotropie de GTFAM non pondérées c) Fraction
d’anisotropie de GTFAM pondérées par la diminution d’anisotropie respective des courbes des complexes mutants non
actifs.
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Etudes structurales

Matériels et méthodes

Introduction

Le principe est de combiner deux niveaux de rémwlugu’offre la cristallographie par
diffraction des rayons X pour une résolution atamigdes fragments de protéines et la
microscopie électronique pour une résolution delifmine d’angstroms pour le complexe
entier (Baker and Johnson 1996). Par cette appratdse modéles peuvent étre développés

mettant en exergue la relation structure-fonction.

La stratégie de cristallisation

Un cristal est un agencement périodique tridimemmbd de molécules liées par des
interactions intermoléculaires non covalentes f(adigons de Van der Waals, liaison
hydrogenes et interactions ioniques). L’obtentian afistaux uniques est nécessaire pour
déterminer la structure tridimensionnelle d’'unet@iree par diffraction des rayons X. La
cristallogenése consiste a favoriser la formatiencdstaux en diminuant la solubilité de la
protéine encourageant les interactions intermoé@@d spécifiques. Le caractere spécifique
de ces interactions est fondamental car des idienac non spécifiques menent a la
précipitation du soluté. Au début les moléculegpd®éines sont solubles car stabilisées par
des interactions protéine/solvant. La déstabilisaties interactions protéines/solvant au profit
d’interactions protéine/protéine. La technique distallisation utilisée est la diffusion de
vapeur soit en gouttes assises ou suspendigse (36). La goutte est constituée d'un
mélange de protéine/solution dont il est possikleatier le ratio. Le volume du réservoir est
considéré comme infiniment grand par rapport aumwe de la goutte. La solution réservoir
dans la goutte est diluée ou concentrée par ragptatsolution dans le réservoir et il y a
diffusion de vapeur de la goutte vers le réserjiggu’a obtention d’'un équilibre. C’est au

cours de ce processus que la protéine cristallise.
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Figure 36: Représentation schématique de la technique de la diffusion de vapeur en goutte suspendue et en goutte
assise.
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Figure 37: Représentation schématique du phénoméne de « salting in/out » ; solubilité en fonction de la concentration
en sel.
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La stratégie de microscopie électronique

Introduction

La microscopie électronique moléculaire vise a wmibten modéle en trois dimensions (3D)
de complexes supramoléculaires en observant deésybes isolées immobilisés sur une
grille. En combinant les différentes méthodes diparation d’échantillon, d’enregistrement
des images et d’analyse des données, il est pessiiitenir une enveloppe 3D du complexe

supramoléculaire a une résolution de I'ordre d'dizaine d’Angstrom.

Les méthodes de préparations

Diverses méthodes sont utilisées pour amplifiecdetraste, par addition d’atomes de haut
numeéro atomique tels que l'acétate uranyle ouwkaphosphotungstique, soit sur le matériel
biologique (coloration positive), soit autour deljet (coloration négative). Ainsi un atome
d’uranium (Z=92) diffuse 60 fois plus les électrogge le carbone (Z=6). La coloration
négative, la cryo-coloration négative en sandwicka €ongélation dans une couche de glace

amorphe Kigure 38) sont les techniques de préparation d’échantiliisées pour réaliser le
modele 3D.

film de carbone film de carbone perforé

acétate d'uranyl

particules glace amorphe

A) coloration négative B) cryo coloration négative C) congelé hydraté
méthode sandwich

Figure 38: Les différentes techniques de préparation d’échantillon pour la microscopie électronique moléculaire.

La méthode de coloration négative

La méthode de coloration négative consiste a iedies particules a étudier dans une couche
de sel d’atomes lourds (la plupart du temps deétate d’'uranyl). Le sel entoure I'échantillon
et pénétre toutes les régions accessibles présedeata déshydratation dans le vide du
microscope. Les atomes lourds utilisés dans laratibm négative doivent étre solubles dans
'eau, amorphes aprés séchage, stables sous ¢tedai®t ne doivent pas interférer avec le

matériel biologique. Les particules sont enrob&ssdin film constitué de matériel dense aux
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électrons. Les électrons incidents sont proporttiament diffusés élastiquement en fonction
du numéro atomique Z car ils interagissent avethérge positive du noyau. Plus le numéro
atomique est élevé plus la diffusion élastique se@ortante selon une proportionnalité de
Z%2. Ce phénomeéne de diffusion élastique est resplmsiabla formation de I'image. Ainsi

un atome ayant un numéro atomique élevé appamitsasombre qu’un atome dont le Z est
inférieur. Le contraste entre deux points est féince de densité électronique entre ces
deux points. Si la densité électronique est éleuée, proportion importante des électrons
incidents seront diffusés. L’échantillon biologigé&ant constitué d’atomes dont le nhuméro
atomique (carbone, d’azote, d’hydrogéne et d’oxggéinde quelques éléments représentés de
facon mineure) est faible apparait en clair sandge car la diffusion élastique est faible.

Pratiquement, I'échantillon biologique est adsosgoé une grille recouverte d’'un film de
carbone rendu hydrophile pendant 1 minute. Ensuite, solution contenant de l'acétate
d’'uranyle de 0,5% a 2% est ajoutée au complexeasugeéculaire. L’'excés de liquide est
ensuite éliminé a I'aide d’'un papier filtre et lallg est séchée. Une meilleure répartition des
particules est obtenue quand la grille est effluséant adsorption. Pour cela, la grille est
mise dans une enceinte ou I'on peut créer un viaepoussé avant de réaliser une décharge
électrique qui ionisera les molécules d’air résilise la surface des grilles sera ainsi rendue
hydrophile. L'acétate d'uranyle permet une grarej@dité d’infiltration et présente un grain
tres fin. Méme avec son pH tres acide, les objat$ sarement détruits. L'acétate d’uranyle
présente I'inconvénient de précipiter avec les Ohk, ainsi qu’en présence de lumiére ou de

groupements phosphate.

L’observation des échantillons est aisée avec cefthnique, la préparation rapide et
'analyse d'images permet de mettre en évidencedd&als structuraux a une résolution de
20 A et permet d’identifier des vues caractériggjale I'objet étudié, obtenir un premier
modéle 3D et valider la possibilité de débuter ahede en cryo-microscopie (Brenner and
Horne 1959). Cependant cette méthode ne donne dapiequ’une information de surface de
I’échantillon car ce qui est observé est la fractite I'objet qui exclut le colorant. Aucune
information structurale interne ne pourra étre pbé&e La préservation de 'objet n'est pas
optimale car [lutilisation de sels datomes louréstraine une augmentation de la
concentration saline qui peut déstabiliser les dergs protéiques. Mais I'échantillon est
toutefois mieux préservé que lors du séchage adaile moule de sel réduit les forces de
tensions superficielles qui s’appliquent sur I'édillon au cours du séchage et le sel masque
les forces ioniques qui apparaissent lorsque ldéaules d’eau sont retirées.
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La cryo-coloration négative et la méthode sandwich

La méthode de cryo-coloration négative en sandW@BNS) (Golas, Sander et al. 2003)
minimise les variations de coloration, les pargsusont prises en sandwich entre deux films
de carbone fins apres coloration uniforme a I'aeétburanyle puis congelées dans I'éthane
liquide. La densité protéique la plus éloignée itha tle carbone présente le méme contraste
gue celle au contact du film. L'analyse d’'imagest@@ essentiellement sur les variations
entre les molécules plutét que sur les variatiansaloration qui ne sont pas forcément liées a
la structure de I'objet. La congélation des éclilanis et leur observation a basse température
réduit les effets des dommages d’irradiation. AG°IB la perte de résolution est 2 a 3 fois
moins importante qu’'a température ambiante. Cepenciette technique n'améliore pas le
phénomene d’aplatissement de la molécule qui irdlsterreurs dans la mesure de sa taille.
Pratiguement, une plague de mica recouverte diomde carbone est plongée (selon un angle
d’environ 45°) dans la solution protéique. Le caidge détache de la plaque de mica et flotte
a la surface. Les protéines s’adsorbent sur le digntarbone puis I'ensemble est retiré de la
solution protéique. La plaque de mica avec le filen carbone recouvert de protéines est
plongée dans une solution d’acétate d’'uranyle.iloe fle carbone se détache et flotte a la
surface, permettant ainsi la coloration des pddgprotéiques. Une grille de microscopie
électronique est déposée sur la surface du filmbadeone. Le film de carbone s’adsorbe a la
grille, il peut donc étre détaché de la plaque deamUn autre film de carbone avec un
support en mica est flotté dans une solution d&eéd’'uranyle. La grille recouverte du film
de carbone auquel sont adsorbées les protéineseesl@st immergée dans la solution
d’acétate d’'uranyle et plaquée contre la face iefée du film de carbone avant d’étre
détaché de la plaque de mica. Finalement, I'écli@mtiprotéique se trouve dans un

« moule » de colorant coincé entre deux films debarze. L'ensemble est plongé dans

I’éthane liquide puis observé a froid au microscope

La CRYO : hydratés congelés

Cette meéthode (Dubochet, Adrian et al. 1988) sagpe le plus des conditions

physiologiques. Cette technique consiste a maintesiparticules dans un état hydraté piége
dans de I'eau vitrifiée (glace amorphe) obtenueuypabrusque plongeon de I'échantillon dans
un agent cryogénique (éthane liquide). La vitegseahgélation est de I'ordre de 2000°C par
seconde évitant la formation de cristaux de glaexaponale opaque aux électrons.

Contrairement a la coloration négative, I'absene@todhes lourds préserve la force ionique
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des particules et permet de s’affranchir des variatde contraste dues a une répartition
inégale des atomes lourds sur la surface des plagicAinsi le contraste ne provient que de la
différence entre la particule et le milieu.

Les particules ne collapsent pas au sein d’uneigeatrydratée, et n'adoptent pas une
orientation préférentielle ainsi, il n'est pas resa@re d’avoir recoure aux techniques de
« tilts » (inclinaisons a différents angles).

Pratiguement, les particules sont observées sugriless recouvertes de carbone perforé sur
lesquels est tendu un film mince contenant I'éalant L’épaisseur de ce film est de I'ordre
de 20-100 nm et le film est obtenu en appliquantpapier absorbant sur une goutte de
I’échantillon déposé sur la grille (par « blotting avant d’étre plongé dans I'éthane liquide
pour transformer le film d’eau liquide en glacerettse. Le support technique utilisé pour
congeler I'échantillon est appelé la guillotine {@@chet, Booy et al. 1981). Ce dispositif est
composé d’'une cuve contenant de I'éthane entoundedautre cuve remplie d’azote liquide
(son point d’ébullition est de -189.85°C et sonnpale fusion est de -195.85 °C) qui sert a
maintenir I'’éthane dans un état liquide (son pdigbullition est de — 188.75 °C et son point
de fusion est de -183.45°C). Quand le film fin depension protéique est formé, la guillotine
est rapidement activée, la grille plonge brusquérdans I'éthane liquide ce qui entraine une
vitrification instantanée de la fine suspensiontgigue. A partir du moment ou I'échantillon
est congelé, le maintient de la chaine du froidadgrille est primordial et préserver la grille
d’'une contamination de glace hexagonale par la@osation de I’humidité ambiante. Dans le
microscope, le dépdt de molécules d’eau sur léegeffroidie est empéché par un piege froid
placé autour de I'échantillon. Depuis I'inventioe th guillotine, d’autres appareils ont été
développés pour rendre plus reproductible et meantréler les conditions de congélation
des grilles. Le laboratoire est équipé d'un appavéTROBOT qui permet de controler
I’humidité de I'environnement dans lequel se failBpo6t de la solution protéique sur la grille
jusqu’a la congélation, ceci afin d’éviter I'évaption de I'échantillon avant sa congélation.
Cet appareil permet aussi de contrbler avec poitise temps d’application du papier
absorbant sur la grille et ainsi de mieux contr@kgpaisseur de la suspension protéique qui

constitue un facteur déterminant pour le contrisgede I'observation.

Observation de I’échantillon

Le microscope utilisé est un TECNAI F20 (Philips™yjuipé d’'une platine cryogénique ou

se place I'échantillon, et ainsi permet la prisendge a -174 °C. Une fois I'échantillon
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préparé, il faut le transférer dans le vide du oscope, afin que seuls les atomes avec
lesquels doivent interagir les électrons soientxcele I'échantillon. La fragilité des
échantillons sous le flux d’électrons oblige unibl&aexposition a lirradiation pour limiter
les dégradations induites par le transfert d’émedgs électrons au spécimen. L'acquisition
des images s’effectue sur une émulsion photographagqun agrandissement de 50 000x dans
la gamme de défocalisation de 0,5 pm a 1,5 um. waénisation du film argentique
s'effectue & 5000 dpi (dot per inch) ce qui corcempa 1 A/pixel.

L'analyse numérique des images

Extraction et création d’'une référence

Parmi tous les signaux présents dans une imagks sea fraction provient de I'objet. Le

rapport signal/bruit des images de microscopiet@rimjue est faible et ne permet pas
I'interprétation directe des détails structurauxsfide l'objet observé. Les méthodes
numérigues d’analyse d’images ont pour but de ségar signal contenant l'information

structurale du bruit de nature aléatoire. Une imapget-étre considérée comme étant
constituée d’'une partie signale et d'une partietbRour augmenter le rapport signal/bruit, les
techniques d’analyse d'images visent a calculemégyenne d’'un nombre important de ces
images bruitées. Cette opération permet d’élimieebruit réparti de facon aléatoire et

d’améliorer le rapport signal/bruit d’un facteurphisque le signal reste constant d’'une image
a l'autre (N étant le nombre d’'images intervenamgla moyenne). Ce calcul de la moyenne
n'est justifié que si les images présentent tolat@aséme projection. La méthode de I'analyse
par corrélation et moyenne d'image (van Heel arehkrl981) est appliquée dans le cas
général ou aucune information d’orientation et dsition des molécules n’est connues. Les
images sont partitionnées en sous-groupe homogemesspondant chacun a une projection

de I'objet dans une orientation particuliere.

L’image originale contient un grand nombre de dédfées particules isolées. Une premiére
sélection grossiere et visuelle permet d’extraies dous-images centrées sur les objets. Par
sélection des zones d'intérét, la quantité d’infation a traiter sur I'image est ainsi réduite et
la translation a appliquer pour amener les imagesseperposition est partiellement
compenseée. Le but de cette opération est de rdesirenages comparables entre elles en
éliminant les variations indépendantes de la sireaie la macromolécule. Manuellement, les

images qui se ressemblent le plus sont moyennéasadb ainsi une forme générale tres

112



grossiere de la macromolécule. Cette forme qui iserde premiére référence est

nécessairement effectuée manuellement pour éeirbiais dans le modeéle. Le choix de la
référence est trés important puisqu’il détermimei¢ntation des images recalées. Elle devra
étre représentative de la population d'images apewer pour les recaler de fagcon a permettre

leur répartition en sous-groupes représentant laera@ientation.

L’alignement en rotation et translation

L’orientation privilégiée selon laquelle les imagedividuelles vont étre alignées est donnée
par I'image de référence. Toutes les images deojaulption seront alignées sur cette
référence en rotation d’abord, I'angle de rotat@®ant quelconque, en translation ensuite, la
translation étant supposée faible. La méthodegtialnent consiste a calculer pour toutes les
rotations et translation possibles, une mesurendigasité entre I'image et la référence. Cette
mesure de similarité est donnée par le calcul axificeent d’intercorrélation pour toutes les
combinaisons de rotations et de translations. leheaehe du maximum de la courbe
d’intercorrélation permet de définir les paramett&gdignement. Dans le cas de I'alignement
en rotation, le calcul du coefficient d’intercoatbn se fait en coordonnées polaires pour se

replacer dans le contexte d’'un recalage en traoslat

Classification des images

Si I'objet posséde plusieurs orientations, le dattirect de I'image moyenne n’améliore pas
le rapport signal/bruit. Le critere de ressemblafomefficient d’intercorrélation) garantit la

similarité¢ d’images comparées deux a deux mais qeie de I'ensemble des données.
L’intervention de méthodes statistiques automasquee partitionner la population d'images
en classe de projections selon des criteres deméance maximale. Cette classification se
fait en deux étapes: l'analyse factorielle desrezspondances et une classification

hiérarchique ascendante.

Analyse factorielle des correspondances

Cet outil a été adapté a l'analyse d’'images et peme décrire une population d’'images
alignées dans un espace de dimensions restrdddnas.un espace a N dimensions, une image
constituée de N pixels est représentée par un.pbatpopulation d'images alignées est

décrite par un nuage de points dans cet espaceéiniiaution du nombre de dimensions
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s'effectue par le calcul des vecteurs propres daatila variance inter-images maximale des
images de la population. Chaque image peut aloesdécrite selon une combinaison linéaire
de quelques vecteurs de base. Le principal avardageette étape est de permettre de
diminuer les temps de calcul pour I'étape de clasgion. Elle permet également de n’utiliser

gue les tendances lourdes du jeu de données.

La référence pouvant influer sur le résultat deldssification (van Heel, Schatz et al. 1992),
les images moyennes obtenues a lissue de ce egrdront aux cycles ultérieurs de

classification, ainsi le biais du choix des réf@&esnest interne au jeu de données.

Classification hiérarchique ascendante

Dans un premier temps, chaque image alignée esidésae comme une classe a part entiére,
avec ses propres coordonnés dans l'espace détesnioes de I'analyse factorielle des
correspondances. Selon un critere de proximité,classes fusionnent alors deux a deux
jusqu’a ne former plus qu’'une seule et unique elak%historique de fusion des classes peut-
étre représenté par un dendrogramme de structwteotdimique. Le critere de fusion
correspond a la plus courte distance euclidientie é&s centres des deux classes, pondérée
par le nombre de membres. Le partitionnement &segbar une réaffectation des images aux
classes dont elles sont le plus proche, pour démser la variance a l'intérieur de chaque
classe. Le nombre de classes est déterminé mameelleen coupant le dendrogramme a un
niveau choisi. Le choix du partitionnement s’eftextselon les criteres d’homogénéité: a
l'intérieur d’'une classe, la variation est la plizgsble possible (les images sont le plus
semblables possibles); et d’homologie: les clasSegnées correspondent a une vue
différente de I'objet. L’inspection manuelle desages moyennes des classes de ces
différentes partitions permet de regrouper leselasselon des criteres de formes et de
contours semblables pour déterminer les différefanslles. Cette opération permet de se
concentrer sur les familles les plus stables. Riwague famille déterminée, une image

moyenne est choisie et servira de nouvelle référeratignement.

Alignement multi-références et itération

Un alignement est de qualité si et seulement glialssification est efficace. Ainsi en bouclant
le processus alignement - classification, la s&lectles images moyennes de classes est

améliorée. Le premier cycle d’alignement - clasatiibn permet de répartir des images
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moyennes de classes dans différentes familles s#dsncaractéristigues morphologiques
différentes. Afin de parfaire I'analyse, la boueliggnement - classification est réitérée. Les
itérations successives stabilisent les famillesndijes : une famille peu représentative va
perdre de I'importance alors qu'une nouvelle faenpleut apparaitre, bien que masquée lors
des cycles précédents. L'analyse par corrélationatenne d’'images permet de calculer des
images moyennes de l'objet a partir d’'une grandpufaion hétérogene d’images. Ces
images moyennes correspondent a différentes : tatiens, conformations ou especes
moléculaires. Plus la population d'images est cexmpl (nombre élevé de projections
différentes), plus il faut d'images pour pouvoistiibuer ces images en classes homogenes.
Par conséquence, une analyse d’'un nombre impatiamiges est nécessaire pour mettre en
évidence une sous-population faiblement représemtéatérieur d’'un jeu de données. La
stabilisation est dépendante de la diversité dadpialité des références établies. Les images
représentant les différentes familles sont sélenges, puis alignées entre elles en translation
et en rotation selon un cycle itératif par compaoai des coefficients de corrélation. Les
différentes projections (familles) de I'objet s@msi visualisées. Au final, la stabilisation des
cycles d’alignement - classification est détermimdanuellement. Les derniéres classes

déterminées sont en partie différentes ou non liiesctu cycle précédent.

Reconstruction 3D

Pour reconstruire un objet en 3D a partir de ptaac2D (images), la combinaison des
différentes projections d’'un méme objet nécessateléterminer les orientations relatives de
ces projections entre elles. Afin de déterminerrldations angulaires entre les différentes

projections, la technique de la reconstruction &igria été appliquée.

La technique de reconstitution angulaire

La technique de la reconstruction angulaire (VaelH®87) se base sur le principe que les
particules sont distribuées aléatoirement sur st de la grille de microscopie. Aucune
inclinaison de grille n'est alors nécessaire danmésure ou toutes les vues de la molécule
sont présentes dans les images de départ. Cepdadamtentations relatives des différentes
projections sont inconnues. La technique de rettatish angulaire permet de déterminer les
angles des degrés de liberté en rotation a pautithéoreme de la projection des lignes

communes (« Common Line Projection (CLP) theoryw) stipule que deux projections
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différentes d’'un méme objet 3D partagent au moms ligne de projection. A partir de ces
lignes communes, la comparaison de projections daedeux permet de déterminer les angles

relatifs entre elles et donc de construire un nm8él.

Pour déterminer I'angle relatif de projections 2&ytes les projections 1D sont préalablement
calculées pour chaque image 2D. Un masque estgagpd chaque image de maniere a ce
gu’essentiellement ne soit considérée que l'infdioma provenant de la particule. Un
sinogramme est représenté sous forme d’'une imaaet @pur lignes toutes les projections
1D de limage 2D. Par le calcule des 360 projecti@d (incrément angulaire de 1°), une
projection 2D de 128x128 pixels permet de génénesinogramme de 128 pixels de largeur
sur 360 pixels de haut. Les sinogrammes sont n@ésakfin de ne pas considérer des
variations d’intensité qui ne sont pas dues a d#érehces d’orientation de l'objet. La
comparaison deux a deux et ligne par ligne : pediwditenir une fonction de corrélation des
sinogrammes (Sinogram Correlation Function, SCI€).chlcul de corrélation d’'une ligne
contre une autre est représenté numeériqguement seloiveau de gris dans une image de la
fonction de corrélation. Cette information est camcée dans un pixel. La détermination de
I'orientation se fait par observation des pics daate fonction. Une forte corrélation se
traduit par un pic intense dont les coordonnéesneloin 'angle relatif entre les deux
projections. L'étude de la hauteur et la déviatstandard des pics permet également

d’éliminer les mauvaises projections.

Rétroprojection pondérée

Les angles ainsi déterminés pour un jeu de projestmoyennes permettent ainsi un calcul de
la densité par la méthode de la rétroprojectiordpoée (Radermacher 1988). Cette technique
est utilisée pour reconstruire effectivement leunoé de I'objet. La rotation de I'échantillon
doit se faire sur une gamme angulaire la plus lggssible pour éviter de trop grandes
distorsions entre la structure d'origine et samstraction 3D, et il est aussi nécessaire d'avoir
un repere central sur les images 2D pour permeéreentrer les images les uns par rapport
aux autres pour effectuer la rétroprojection. Lmgpe consiste a replacer la moyenne des
pixels de chaque projection dans le voxel corredponni.e. reconstruire dans un cube d’'un
pixel de face (voxel), chaque face est la moyeneg pixels pondérée en fonction de

I'orientation des différentes projections.
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Itération du modele

A partir du modele tridimensionnelle, des projeesi@D sont calculées pour créer un jeu de
références représente toutes les projections 2Drithes. Ce jeu de référence permet
d’aligner derechef les images, et d’effectuer unveau cycle d’affinement. Les projections

moyennes obtenues n'ont pas toutes forcément ugamer3D commune (centrées sur le

centre de masse de la molécule). Grace au calcpratnier modele 3D, I'alignement sera

amélioré en générant des projections rares paseépsrcues lors de la sélection des
références et parfaire ainsi la reconstruction abifgration.

Fitting : Positionnement

Superposition

Dans un premier temps, I'enveloppe 3D (IN/LEDGFANI73-290)) obtenue est superposée
a I'enveloppe 3D (IN/LEDGF) précédemment obtenudahoratoire (Michel, Crucifix et al.
2009) en utilisant le programme CHIMERA (Pettergéoddard et al. 2004). Une premiere
superposition grossiere est faite manuellemenitsdivne superposition des deux cartes dans
CHIMERA par une optimisation de la corrélation enles deux cartes de densité. Dans un
deuxiéme temps, les structures atomiques positesndé@ns I'enveloppe (IN/LEDGF) (un
tétramere d’intégrase, et le domaine de liaisdm&grase de LEDGF) sont transférées telles
quelles dans I'enveloppe (IN/LEDGF/INI1(173-29@ans un troisieme temps la position du
modele est affinée par corps rigide dans CHIMERA.

Positionnement flexible en mode normal

La derniere position du modéle est utilisée pourmpasitionnement flexible en utilisant les
modes normaux avec le programme NORMA (Suhre, Naeaal. 2006). Il a été montré que
des changements importants de conformation pe@entiécrites par un nombre restreint de
modes normaux basses fréquences (Yang and Bah8}. 20Gtilisation du positionnement
flexible en modes normaux en utilisant des careglensité électronique basse résolution
provenant de la microscopie électronique a forraghar (Tama, Miyashita et al. 2004). Pour
repositionner les structures atomiques dans laeieuenveloppe, une approche en plusieurs
étapes a été utilisée. Un premier affinement aré&disé en utilisant un seul mode basse

frequence (mode 7) et un premier modele intermediai été généré. Cette étape est
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complétée par un affinement par REFMAC (CCP4-6.94)9Cette premiere étape est suivit
par un affinement utilisant 3 modes (7,8,9), supat une régularisation de la structure par
REFMAC.

Résultats

Cristallogenése

Des tests de cristallisation ont été réalisés, mdgmet aucune condition testée n’a abouti a la
formation de cristaux Hrreur ! Source du renvoi introuvable). Les pré-tests de
cristallisation (annexe 1) ont déterminé la coneditn utilisée pour les tests de
cristallisation. Le criblage a été réalisé en pta@reiner™ LOWPROFILE™ par le robot de
cristallisation (Cartesian©) en mélangeant 200 alcdnditions de cristallisation et 200 nL de

protéine ou de complexe protéique.

Les différentes conditions de cristallisation

conditions de

. Natrix/ . Sparse cristallisation

+

concentration| JCSG MembFac The Classics| PEG/lon/pH Matrix1 ProComplex SaltRX IN(50-F185K-
212)

INI(173-257) 4,2 mg/mL
GHis-MBP +
INI(173-257) 35 mg/mL

INI(173-257) +
IN(50-F185K-212)

6His-MBP +
INI1(173-257) + 25 mg/mL
IN(50-F185K-212)

3,4 mg/mL

Figure 39 : Les différents panels de conditions (Hampton Research™) testés pour chaque protéine ou complexe
protéique. Aucune condition testée n’a donné lieu a la formation de cristaux de protéines.

Les conditions de criblages couvrent les variatides parametres habituellement utilisés
pour la recherche des conditions de cristallisatiba meilleure facon d'identifier les
conditions de cristallisation optimales consisexplorer systématiquement les conditions (ou
leurs variantes) les plus courantes pour obtemircdstaux.

En cristallisation des protéines, la fonction géierdes agents de précipitation est de
diminuer la solubilit¢ de la protéine. En théories facteurs déclenchant entrent en

compétition avec la protéine solutés pour les mdsc d’eau, ce qui conduit a la
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sursaturationdes protéines. Les sels, les polyméres, et lesastsvorganiques sont |
facteurs déclenchant les plus popula

La stratégie « Sparse Matmx(criblages « Sparse Matrix 1 », eTke Classic ») établit une
carte typique d’un large spectre de ccions de cristallisation a lI'aide de nombreux prtx
différents. Les conditions sont établies a pares bases de données d’expérience:
cristallisation ayant données des cris (criblage « JCSG+ »Ces conditions constituent

excellent point delépart pour commencer la recherche de conditiortsiskallisation pour I«

complexe.

De plus, la condition de cristallisation du domageeur catalytique de I'intégrase du \-1
mutant (F185K) a été testée. Il est intéressamader que seul I'intégra (50-F185K-212)
cristallise €igure 40) Dans les mémes conditions en présence d’INI}-257) avec ou sans
I'étiquette HisMBP il n'y a pas cristallisation. Llmrmaton de sphérules en présence
HisMBP est probablement due a la formation d’agiegalubles. Toutes les conditic

approchant se sont révélées négatives pour la flarmae cristaux.

-
r
g )
#7

ety S
IN{50-F185K-212) 6His-MBP + INI1{173-257) +
5,2 mg/mL INI1{173-257) + IN{50-F185K-212)
IN(50-F185K-212) 3,4 mg/mL
25 mg/mL

Figure 40 : Condition de cristallisation de 'intégrase VIH-1 (50-F185K-212) (Dyda, Hickman et al. 1994). Cette condition a
été testé sur I'IN(50-F185K-212) comme témoin positif, ainsi que sur 6His-MBP + IN11(173-257) + IN(50-F185K-212) et sur
INI1(173-257) + IN(50-F185K-212).
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Microscopie électronique moléculaire

En collaboration avec le laboratoire de P. Schultzinodéle en trois dimensions a été obtenu
par microscopie électroniqgue moléculaire. Plusiétiapes ont été nécessaires a la réalisation
des cartes de densité dans le but dobtenir uneelgope 3D du complexe
IN/LEDGF/INI1(173-290). La comparaison avec le cdexe IN/LEDGF permet de recaler la

position d’INI1(173-290) au sein du complexe tereai

Coloration négative

Afin de permettre de reconstruire un volume 3D dmplexe IN/LEDGF/INI1(173-290), des
micrographies ont été enregistrées sur des édoastitolorés négativement pour percevoir la
qualité de I'échantillon. Ces micrographies som¢c@®nnées en fonction de la qualité de la
coloration, de l'astigmatisme de la micrographiedetlintégrité structurale des particules
gu’elles contiennent. Apres extraction des imadjasalyse permet de calculer un volume
pour donner un premier apercu du complexe. En popant le complexe IN/LEDGF et
IN/LEDGF/INI1(173-290), il est possible de visualisgrossierement les changements
gu’'opérent I'ajout du domaine de liaison a l'intége d’INI1 €igure 41). Le calcul d’'une carte
de différence entre IN/LEDGF et IN/LEDGF/INI1(1230) permet de positionner INI1(173-
290) au sein du complexe IN/LEDGF/INI1(173-290).
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b)

Figure 41: Ces cartes de microscopie électronique en coloration négative : en a) (bleu) trois vues du complexe IN/LEDGF
sont représentées ; en b) (en or) est représenté le complexe IN/LEDGF/INI1(173-290). En c) Les deux complexes ont été
superposés puis la différence entre IN/LEDGF et IN/LEDGF/INI1(173-290) a été représenté en rouge. INI1(173-290)
apparait en rouge. En d) la superposition de IN/LEDGF/INI1(173-290) et de la différence entre IN/LEDGF et

IN/LEDGF/INI1(173-290) permet de visualiser le positionnement de INI1(173-290) au sein du complexe
IN/LEDGF/INI1(173-290).
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Cryo-Coloration négative

Afin d’établir une référence des projections du ptere IN/LEDCF/INI1(173-290), des
micrographies ont été enregistrées sur des édoastilcryc-colorés négativement. |
reconstruction 3D & partir de ces images seraségilicomme matrice pour I'alignement
images extraites des micrographies d’échantilloydrdté: congelés. Aprés extraction d
images, I'analyse permet de calculer un volume @uapexe IN/LEDGF/INI1(17-290). I
est possible de superposer les cartes des comph#dsDGF et IN/LEDGF/INI1(17-290)

(Figure 42) Le coefficient de corrélation de la suposition s cartes est de .

Figure 42: Cartes de microscopie électronique en cryo-coloration négative. la superposition des cartes du complexe
IN/LEDGF (en bleu) et du complexe IN/LEDGF/INI1(173-290) (en or).

Figure 43: Le modele en cartoon (bleu) positionné des domaines de l'intégrase et de I'IBD de LEDGF (Michel, Crucifix et al.
2009).

Le positionnement de la structure est ensuite @dans CHIMERA par corps rigideigure

43 a) et est ensuite affinée dans NORNMFigure 43 b)
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Figure 44: a) position initiale du complexe IN/LEDGF aprés positionnement dans la carte par corps rigides (Chimera) en
bleu et b) position finale du complexe en jaune aprés positionnement flexible en modes normaux par NORMA.

Une carte différence entre la cartovenant de la microscopie électronique et le mofiléde
positionnéa été générée par CO(Emsley and Cowtan 2004) pourgdartie supérieure de
carte de densité électronique. La densité résigluelprésente la pdion d’INI1 dans le

complexe figure 45).

Figure 45: carte différence de la partie supérieure du modele (la partie LEDGF a été retirée) montrant le positionnement
de INI1 (en rouge).

Le volume occupé par le complexe IN/LEDGF/INI1 estaccord avec les expériences
spectrométrie de masse glonnent une staechiométrie de 4 intses, 2 LEDGF, et 2 INI

(Figure 46).
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4 intégrases —>

2 LEDGF

Figure 46: carte de densité (jaune) avec la structure de IN/LEDGF positionné (rouge) avec indiqué la stoechiométrie et la
position de I'intégrase, de INI1 et de LEDGF

Les interactions de INI1 avec l'intégrase sont ecoed avec la zone cartographiér double

hybride et le résidu Kl crucial pour I'interactic (Maroun, Delelis et al. 200 (Figure 47).

Figure 47: Zoom sur le corps catalytique de I'intégrase. Les résidus 53 -153 qui définissent le domaine d’interaction de
I'intégrase avec INI1 sont en violet. Le résidu K71 crucial pour I'interaction est représenté en sphere.

On remarque que INI1 se positionne au sommet dégrase en la maintenant dans
conformation qui diminuerait I'interaction avec DN cible et empécherait la réaction 3’
processinge qui est accord avees résultats fonctionnels.
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Discussions

Discussion de I’étude in silico

Résumé des résultats de I'étude in silico

La stratégiein silico a permis de dégager des limites des domaines 1'INds différentes
prédictions obtenues a l'aide des difféerents pnognas utilisés ont été combinées pour
extraire de l'information pertinente. L'analyse dksinées ainsi produites a permis de définir
les limites de domaines qui ont servi de base fesuclonages et tests d’expressions. Toutes
les limites contiennent le domaine de liaison atégrase d’INI1. Selon les limites utilisées,
les différentes constructions imaginées englobemi@s soit le domaine potentiel de liaison a
I’ADN (106-186), soit la répétition imparfaite (258.9), soit les deux.

Discussion

L’absence de structure analogue a INI1 englobantotalité du domaine de liaison a
'intégrase a été un frein a I'établissement rapilde domaine structurellement integre et
soluble. En effet au sein du MACS aucune strucapparentée a INI1 n'a été mise en
évidence. La compilation des différentes prédidio(structures secondaires, région
intrinséquement désordonnée, définition automatipse domaines) ont permis d’établir des
limites. Parmi les constructions réalisées, un et nombre s’est avéeré soluble. Cependant
ces constructions ont permis la formation d’'un claxe ternaire stable. A posteriori, la
prédiction P173 la plus forte du coté N-ter étfliedivement la meilleure de celles testées.
En effet, la convergence des prédictions de stracsecondaire était un indice trés fort.
Malheureusement, c’est l'unique convergence deigiéds de structure secondaire dans la

séquence.

Perspectives

Certaines limites de domaines 85 et 106 n’'ont pésegploitées. La limite 85 exclurait
totalement la partie manquante de lisoforme B. danstruction commencant par 106
permettrait d’englober au plus prés le domaineri@kede liaison a I’ADN. La construction
tirée (183-243) d'études précédentes (Morozov, Yeigl. 1998) n'est pas soluble dans les
conditions testées. Différentes limites (141, 145284) peuvent générer des fragments
intéressants pour une étude structurale. Cepenldasglubilité reste un probléme récurent.
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En effet, sortis du contexte cellulaire, ces fragtaeseront probablement insolubles au vue
des prédictiongn silico. Un changement de systéme de production (bacukyvnammifére)
pourrait permettre d'obtenir des fragments ayantitsudes modifications post-

traductionnelles.

Une modélisation par homologie de la structure 3D ddmaine 173-290 est en cours.
Cependant, les homologies entre les séquencesf@seire a 20 % et les structures prédites
comme homologue ne convergent pas. De plus, awstmmeture ne recouvre entierement le

domaine.

Discussion tests d’expression et production

Résumé des résultats des tests d’expression

La construction de la banque de clones des fragm@#itill a été réalisée par la stratégie
Gateway®©. Les tests d’expression ont permis derenett évidence les constructions solubles

des différents vecteurs, notamment les construetlgi3-257 et 173-290.

Discussion

Les tests d’expression ont mis en évidence lestean®ns les plus solubles. Cependant,
plusieurs faux positifs ont été détectés a posiéiia difficulté réside dans le changement
d’échelle entre les 2 mL de milieu des tests d’egpion et de solubilité, et 1 L de milieu
utilisé en production de masse. Ce changement ellécimduit une variabilité qui nécessite
des ajustements. Les conditions de production éliffiérente, la variabilité peut entre autre
diminuer la solubilité de la construction. Dansoes, de nouvelles conditions de solubilité

doivent étre trouvées.

Perspectives

Les différentes tentatives de co-expression daseuahe bactérienrte.coli BL21(DE3)du

complexe IN-LEDGF a partir de plasmide bicaténaeesont avérées peu prometteuges.
fortiori, la co-expression de trois partenaires n’était paschoix tactique judicieux.
Cependant, la formation du complexe entre les fagmINI1 et IN(50-F185K-212) avec et

sans Nter et Cter pourra étre testée en co-expressi
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Discussion purification

Résumé des résultats de purification

La purification du complexe a partir des partermiexprimées séparément s’est revéle
I'approche la plus robuste en termes de reprodiitéibLe rendement pour le complexe
IN/LEDGF est de 6 mg de complexe purifié pour 6d_allture d’'IN (22,4 g de cellules) et
12 L de culture de LEDGF (45,6 g de cellules), lendement pour le complexe
IN/LEDGF/INI1(173-290) est de 1,5 mg pour 6 L ddtare d’'IN (22,4 g de cellules), 12 L
de culture de LEDGF (45,6 g de cellules) et 3 Lodéture d’ INI1(173-290) (3,2 g de

cellules).

Discussion

La purification du complexe ternaire dure en géniéoés semaines. Il n’a jamais été possible
de réduire le temps de purification, par exempleaéauisant le temps de dialyse et/ou en
augmentant la vitesse de protéolyse ménagé, sdesteaf I'intégrité et la qualité du
complexe. La purification de ce complexe nécessitevéritable savoir-faire empirique

développé au sein du laboratoire.

La purification par co-broyage est une méthode t@ap plus rapide pour la formation du
complexe IN/LEDGF et de méme IN/LEDGF/INI1(173-29Qx variabilité des différentes
productions des différentes protéines rend difficlh reproductibilité. En effet, cette
variabilité au sein des productions nécessite umesg de mise au point importante pour
chaque nouvelle production et ce pour chaque pretdine des solutions pourrait étre de
produire une grande quantité de chaque protéinéefementeur de 100 L), et d’optimiser le
ratio des masses de cellules de chaque productigraléines. Le temps pour optimiser la
formation du complexe risque de faire perdre unptermonsidérable d’autant qu’il faudra

optimiser chaque production.

Pour les fragments d’INI1, la principale difficultéencontrée au cours de [|'étape de
purification était l'instabilité du fragment INI1{B-257). En effet, la protéine s’agrégeait au
fur et a mesure de I'avancement de la purificationtilisation de I'étiquette de solubilité

MBP a masqué la solubilité réelle d’INIL(173-257) éormant des agrégats solubles
(Nominé, Ristriani et al. 2001). La constructioni$tPB-INI1(173-257) est apparemment

soluble, cependant en réalité le fragment INI1(233) est maintenu en solution par la
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multimérisation de 6His-MBP qui forme une cage dé/aation et au centre le fragment
INI1(173-257) agrégé.

Indéniablement, le zwittergent 3-12 est un détdrgem solubilise trés bien les fragments
d’'INI1 notamment INI1(173-290). Cependant, le zengient 3-12 inhibe les interactions entre
protéines (Nollstadt, Karkhanis et al. 1989), desplne fraction résiduelle reste méme apres
dialyse. En revanche, le CHAPS est un détergerttriglaement neutre qui empéche
I'agrégation mais non dénaturant (Hjelmeland 198@®).plus le CHAPS est plus facilement

dialysable.

Discussion Fonction
Liaison a ’'ADN

Résumé

La comparaison entre les complexes IN/LEDGF et BBIGF/INI1(173-290) font apparaitre
I'action du domaine de liaison a l'intégrase d’INKette étude a montrée qu’'en présence
d’'INI1(173-290) I'affinité pour I'ADN cible est dinmuée de 4 fois et de 2 fois pour 'ADN
viral pour chacun des deux sites. L'étude a mouitr& spécificité pour les sites de liaison a

I’ADN viral de l'intégrase.

Discussion

Pour les mesures sur le complexe IN/LEDGF/INIL(288) en présence d’ADN froid, les
courbes décrivent une légéere sigmoide ce qui pounahir une perte de sensibilité de
I'appareillage ou une coopérativité entre les sikediaison a 'ADN. Dans ce cas, le modéle
utilisé ne serait plus satisfaisant car il impliogee les sites de liaison soient identiques.

L’étude de la variation du ratio ADN/complexe paitretablir s’il y a ou non coopérativité.

Une étude de la liaison a I'ADN (cible et viral) sdecomplexes IN/LEDGF et
IN/LEDGF/INI1(173-290) en fonction de la concenimat en NaCl permettra déceler les
interactions non ionique entre '’ADN et les progsnMély, de Rocquigny et al. 1995). Les

effets des ions My, Mn?* et Zrf* sur les complexes devrons étre aussi contrdlés.
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Perspectives

Une étude basée sur la technique de spectroscepercelation de fluorescence est en cours
pour confirmer le nombre de sites de liaison et Igpecificité. Cette technique est une
alternative a I'anisotropie résolue en temps. Hetele temps de vie de la fluorescéine (4 ns)

est trop court au regard de la taille imposantecdesplexes étudiés (250 KDa a 300 KDa).

3’processing

Résumé des résultats

Au sein du complexe IN/LEDGF, le fragment INI1 (32380) empéche complétement3e
processing Le domaine de liaison a l'intégrase d’INI1 (17392 non seulement réduit
I'affinité de l'intégrase pour '’ADN, mais inhibega@lement la maturation endonucléolytique

de l'intégrase.

Discussion

La perte de 40 % du complexe par dégradation edtapiement due a combinaison de la
faible force ionique, de la température (37 °C)detla durée de la mesure (6 heures). Il est
intéressant de noter que le fragment INI1(173-28@)fluence pas significativement la
dégradation du complexe IN/LEDGF.

La comparaison avec d’autres études (Guiot 20060I@m Gottikh et al. 2006; Merkel,
Andrake et al. 2009; Michel, Crucifix et al. 200&)ontre que lactivité du complexe
IN/LEDGF est supérieure a celle de l'intégrase eseluh tétramérisation de l'intégrase induite
par la formation du complexe avec LEDGF semble p#ineune conformation facilitant &
processingQuand l'intégrase est seule, les études monguanh dimere d’intégrase est plus
efficace qu’'un tétramére d’intégrase seule (Gui@d&). Le changement de conformation
gu’'opére LEDGF est probablement a I'origine de diaaentation de I'activité. Maintenant que
le test d’activité est mise au point en micropladuserait intéressant d’observer la variation
du ratio ADN/complexe, ainsi que I'effet des difféts cations divalents My Mn** et Zrf*
sur I'activité du complexe IN/LEDGF/INI1(173-290).

Lorsque l'intégrase du VIH-1 est sous forme tétrizaoe, il existe une activité de clivage

interne de '’ADN sur des séquences palindromiqinede(is, Parissi et al. 2007). Une étude
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comparative (avec et sans INI1(-290) pourrait mettre en lumiére le réle di1 dans le
choix du site d'intégration. En effet, il a été gaggt depuis longtemps qu’INI1 pourr

intervenir dans le choix du site d’intégral

Les autres activités de I'intégrase

Pour que I'étude soit la plus compléte possiblesiglrs autres acités enzymatiques
I'intégrase doivent étre testées sur le complexe &t sans INI1(1°-290).

Transfert de brins

L’activité de transfert de brins du complexe paiirétre testée par transfert d'énergie €
molécules fluorescentes résolu en tei(Wang, Klock et al. 2005Figure 48). Cette méthode
présente I'avantage de pouvoir mesurer |'activitéyenatique en continu. De plus, du fait
temps de vie trés long des composés fluorescebtssa d’europium (de I'ordre plusiel
centaines de us) les oligonucléotides utilisés nadant également servir pour une étude
I'état d’oligomérisation des complexes IN/LEDGF jdes mesured’anisotropie résolue €

temps.

Figure 48: Principe du test pour le transfert de brins basé sur le TR-FRET. Le complexe catalyse le transfert de ’ADN viral
« préprocessé » marqué au Cy5 (accepteur). L’ADN cible est marqué a I'Europium-chélaté (B) (donneur).

Une étude a montrée que LEDGF augmente |'activéétrdansfert de brir(Cherepanov,
Maertens et al. 2003)La protéine pleine longuelKalpana, Marmon et al. 19¢ et le
fragment (183-294) d’'INIIDas, Cano et al. 20C stimule également l'activité de transfert

brin de l'intégrase. Il sera intéressant d’obsdevédle d’'INI1 et du fragment (1-290) au
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sein du complexe IN/LEDGF dans le cadre des deaxtigns de trar-estérification 8’
processinget transfert de Ims). En effet, les tests d’activité 3’ processiniont montrés une
inhibition totale de l'activité en présence d’IN{173-290). Une explication serait qu’t
I'absence d’ADN cible, INI1 inhiberait la réactiale 3’ processingafin d’éviter que '’ADN

viral ne s’integre lui-méme.

Intégration concertée

Enfin, pour étre au plus proche de ce qui se pdasse la cellule, une étude de l'intégrat
concertée pourrait étre envisa¢(Grandgenett, Bera et al. 200®a présence de partena
protéiques viraux (NC) ou cellulaires de l'intégramugmente I'efficacit(Carteau, Gorelick
et al. 1999). Geendant, l'intégration concertée est difficile attmeen évidencdn vitro

(Sinha and Grandgenett 20. Une étude a montrée que LEDGF augmente modest:
I'intégration concertééPandey, Sinha et al. 20(. Dans la cellule, un &ft dose dépendant

LEDGF est mesuré.

Désintégration

Le test de désintégration peut facilement étre emsoceuvre selon une méthode simil
(Chow 1997; Merkel, Andrake et al. 20 par anisotropie de fluorescence avec
oligonucléotides en Y ou en halteidumbbel) (Figure 49). Généralement, ce test est util
pour tester le mécanisme compétitif de certaingbitgurs car le domaine central isolé
requis pour la désintégration. Il serait intéressiensavoi le mode d’action d’INI1 (17-290)
sur cette réaction qui s'apparente a une activiteucléasique non spécifiq

@y = W
\3’57 °-D“

Figure 49: Principe du test de désintégration. En violet est représenté le complexe avec I'IN. L’ADN est marqué a la
fluorescéine. La réaction est suivie par mesure de I'anisotropie de fluorescence. S’il y a désintégration, I’anisotropie
devrait diminuer.
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Discussion structure

La structure présentée dans ce travail a été r@gméu microscopie électronique par la
technique de cryo-coloration négative. Elle monkarganisation supramoléculaire du
complexe IN/LEDGF//INI1,. INI1 se place dans le complexe a I'opposé de LED@ns la
zone de d'intéraction de I’ADN cible et bloque égaknt le site actif pour la réaction 8le
processingLes interactions de INI1 avec l'intégrase sontecord avec la zone cartographié

par double hybride et le résidu K71 crucial pountéraction (Maroun, Delelis et al. 2006).

Les résultats publiés sont contradictoires concerigaréle que joue INI1 pendant I'infection
du VIH-1. Une étude (Boese, Sommer et al. 2004)ggéré qu’INI1 n'avait aucun effet sur
I'intégration du virus dans des cellules déplétigasiNI1. Tandis que d'autres rapports ont
montrés qu’INI1 participe a une réponse antivireddlulaire en interférant avec les étapes
précoces de la réplication virale (Turelli, Doueasl. 2001; Maroun, Delelis et al. 2006). A
'inverse, une autre étude (Ariumi, Serhan et &@0& a montrée qu’INI1 renforce
indirectement la transcription provirale. INI1 aafsment été jugée essentielle pour la
production de particules virales infectieuses (Yu8grin et al. 2001; Sorin, Yung et al.
2006).

Nos résultats structuraux et fonctionnels suggecert INI1, en bloquant le site actif de
l'intégrase, en inhibant la réaction 8eprocessinget en diminuant I'affinité de l'intégrase
pour I'ADN cible, pourrait empécher l'auto-intégaat de I’ADN viral sur lui-méme dans le
noyau cellulaire avant de cibler 'ADN cellulair€e qui serait cohérent avec les résultats
publiés montrant un rbéle apparemment contradictéréNI1. En effet une surproduction de
INI1 dans la cellule infecté empécherait l'intégratalors qu’'une cellule déplétive en INI1
montrerait des taux de réplication virale faibleadune diminution du taux d’intégration de
I’ADN viral dans I'ADN cellulaire, conséquence dauto-intégration de I’ADN viral sur lui-

méme.

En perspective les structures de ce complexe aveans ADN viral avec des échantillons
hydratés congelés sont en cours de résolutiontruatsre avec '’ADN viral nous donnera la
position et les zones d’interaction de I’ADN viglec le complexe IN/LEDGF/SNF5 et nous

permettra de comprendre structuralement I'inhibitie la réaction d& processing
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Annexes

Composition des milieux

Les milieux sont stérilisés par autoclavage deuxdsa 110 °C en atmosphére liquide et

sous pression d’'une atmosphere.

Composition de milieu LB

composition concentration unité
bacto-tryptone 1 % m/v
extrait de levure 0,5 % m/v
NacCl 0,5 % m/v
Composition de milieu LB agar
composition concentration unijté
bacto-tryptone 1 % m/v
extrait de levure 0,5 % m/v
NacCl 0,5 % m/v
bacto-agar 1,5 % m/v

Composition de milieu SOB (pour bactéries chimiocompétentes).

composition concentration unité
bacto-tryptone 2 % m/v
extrait de levure 0,5 % m/v
NaCl 10 mM
KCI 2,5 mM
MgCl2 10 mM
MgSO4 10 mM
NaOH ajusterle pH 7,0

Le milieu est autoclavé avant I'ajout des sels. @asiers sont ajoutés stérilement.
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Composition de milieu TB (pour bactéries chimiocompétentes).

composition concentration unité
PIPES pH7,0 10 mM
CaCl2 15 mM
MnCl2 55 mM
KCI 250 mM

KOH ajusterle pH 7,0

Le pH est ajusté a 7,0 avant d’ajouter le MnCl2nlkeu est filtré sur membrane de porosité

0,22um.

Composition de milieu ZYP-5052 (pour tests mini-expression).

composition concentration unité
milieu ZY 92 % v/v
MgS04 1 mM
50x5052 2 % v/v
20xNPS 5 % Vv/v

Ce mélange s’effectue stérilement extemporanément.

Détail :

Milieu ZY

composition concentration unijté
bactotryptone 1 % m/v
yeast extract 0,5 % m/v
Le milieu est autoclavé
50x5052
composition concentration unité
glycerol 25 %
glucose 2,5 %
alpha-lactose 10 %

La solution est filtré sur membrane de porosit@ Q.
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20xNPS

composition concentration unijté
(NH4)2504 0,5 M
KH2PO4 1 M
Na2HPO4 1 M
ajuster le pH 6.75

La solution est filtré sur membrane de porosit@ Qya.

Electrophorese sur gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes (SDS-

PAGE)

Composition du gel de séparation

% de réticulation 10% 12,50% 15%
composition volume volume volume unijté
H20 distillée 6,1 5,4 4,1|mL
TRIS-HCL 1,5mM pH8.8 SDS 0,4 % m/v 3,15 3,15 3,15|mL
acrylamide-bisacrylamide 29/1a40% 3,1 3,9 4,7|mL
persulfate d'ammumium 10 % 125 125 125|pulL
TEMED 12 12 12|l
Composition du gel de concentration

composition volume unijté

H20 distillée 3,8|mL

TRIS-HCL 0,5mM pH6.8 SDS 0,4 % m/v 1,6{mL

acrylamide-bisacrylamide 29/1 a 40 % 0,8|mL

persulfate d'ammumium 10 % 125|plL

TEMED 12|pL

Composition du tampon de dénaturation

composition concentration |unité
TRIS-HCL pH6.8 100|mM
SDS 41% v/v
glycérol 25(% v/v
bleu de bromophénol 0,2|% m/v
B-mercaptoéthanol 140|mM
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Composition du tampon de migration 5x concentré

composition quantité pour 1L unité
TRIS-base 15|g
glycine 72|g
SDS 0,5% v/v
H20 distillée gsp 1L

Composition de la solution de coloration

composition quantité pour 200 mL |unité
éthanol 30|% v/v
acide acétique 20|% v/v
bleu de Coomassie G250 2|g
H20 distillée gsp 200|mL

Composition de la solution de décoloration

composition concentration |unité
éthanol 30(% v/v
acide acétique 20|% v/v
H20 distillée qasp

Composition de la solution de conservation

composition concentration |unité
acide acétique 2|% v/v
H20 distillée qsp

Protocole

Le gel est moulé entre deux plaques de verres pseaucet effet. L'épaisseur du gel est
d’environ 1 mm. Avec une pipette, on dépose latgmiuencore liquide du gel de séparation,
puis on la recouvre d’éthanol absolu pour aplamtdrface. Une fois le gel de séparation
polymérise, I'éthanol est enlevé, et on dépose adenéme facon la solution du gel de

concentration.

La dénaturation des 10 pL d’échantillons se faiagmtant SuL de tampon de dénaturation.
La dénaturation des protéines est complétée paiffelge 5 minutes a 100 °C. La migration

s’effectue a une tension constante de 250 V etntaasité limitant de 80 mA.
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Le gel est démoulé de son support, mis a fixeoktrer par immersion dans une solution de
coloration au bleu de Coomassie pendant 10 mimpédeature ambiante et sous agitation. Le
gel est ensuite décoloré dans plusieurs bains ligicso de décoloration pour révéler les

protéines précédemment fixées et colorées. Apngage a I'eau distillée, le gel est immergé

dans la solution de conservation.

Hybridation des oligonucléotides

Reprendre chaque oligonucléotide dans du tampofI(§& mM, BisTris pH 6.5 10 mM)
afin d’obtenir une concentration finale en oligoiatide de 200 puM. Puis mélanger les
oligonucléotides complémentaires dans un ratio tyfliguement 15 puL / 15 pL. Dans un
appareil PCR, I'étape de dénaturation dure 10 rasat90 °C, puis I'’hybridation consiste en
une diminution de la température de 0,5 °C touwgsdIminutes sur 14 heures 20 minutes pour
atteindre 4 °C. La vérification de I'hybridationeffectue par TBE-PAGE 20 % (Tris Borate
EDTA PolyAcrylamide Gel Electrophoresis). 2 nmobies chaque échantillon sont chargés
supplémenté par du bleu de charge (Fermentas RO&Jgctrophorése s’effectue en
conditions non dénaturante a 45 V pendant enviibhe&ures. Le gel est démoulé, coloré (5

min maximum) au bleu de toluidine, puis rincé alie

Remarque : en absence d’appareil PCR disponibies, dia becher, on maintient de I'eau a 90
°C, on y plonge les tubes a hybrider pendant 1Qutes) puis on transfert le tout (becher +

tubes) dans une boite en polystyréene hermétiqué@udépose a 4 °C durant la nuit.
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Résumé

Le génome viral inversement transcrit du VIH-1 (4rde I'lmmunodéficience Humaine type 1 est intéags
le génome de la cellule cible par l'intégrase, pnetéine virale de 288 acides aminés. L'intégrastepartie
intégrante d’'un important complexe nucléoprotéigeecomplexe de pré-intégration (CPI). Ce complese
formé apres la reverse transcription dans le cgpe de la cellule infectée. Il migre par lintetiadre des
microtubules jusqu’a I'enveloppe nucléaire ou il ansporté dans le noyau a travers le pore niuelédze CPI
est composé d’ADN et de protéines virales dontdgmase. D’autres protéines virales (VPR, NC, CAjles
protéines cellulaires participent a ce complexenPées protéines cellulaires identifiées s'illesit notamment
LEDGF (Lens Epithelium-Derived Growth Factor) efININtegrase Interactor 1). Cette protéine auppetée
SNF5 est une composante du complexe SWI-SNF dedelage de la chromatine. Mon travail de thése
s’articule autour de la résolution de structurédirtrensionnelles de I'intégrase du VIH-1 en complewvec
LEDGF et INI1. Mon sujet consistait a réaliser wtatégie permettant d’aboutir a la formatiarvitro de ce
complexe. Par une analyse bioinformatique de laépre INI1, j'ai défini les limites de différentsothaines
potentiellement stables d’INI1 contenant le domalediaison a l'intégrase (IBD). Apres clonage gpression
dans le systeme bactériBrcoli. J'ai mis au point la production a grande échetla purification des fragments
ayant la meilleure solubilité. Aprés avoir obtemuaomplexe stable, J'ai résolu la structure du derepternaire
entre l'intégrase pleine longueur type sauvage, GEDet ''BD d’INI1 par microscopie électronique. d.e
structures cristallographiques connues des domaiedsntégrase ont été positionnées dans la atdensité
électronique.

J'ai mis au point des tests fonctionnels originbasées sur les techniques d'anisotropie de fluenescqui
m’ont permis de tester I'affinité du complexe pdADN ainsi que I'activité enzymatique d&processing Les
résultats indiquent qu'au sein du complexe terndl&D de INI1 réduit significativement I'affinitgpour 'ADN

cible et dans une moindre mesure l'affinité poDN viral. De plus, I''BD d'INI1 inhibe totalementa

réaction de8’processing

La structure du complexe ternaire nous permet sligaliser les postions relatives des différentegépres dans

le complexe. On montre que le complexe est formé d®lécules d'intégrase, deux molécules de LEDGF e
deux molécules d’INI1. La combinaison de ces ré@ssilavec les tests fonctionnels nous permetteptajgser

un modele et un réle pour INI1 qui serait d’empédtaito intégration de I'’ADN viral sur lui-méme guod le
CPI se trouve dans le noyau cellulaire.

The viral genome reverse transcribed from the HIfHUman Immunodeficiency Virus type 1) is integichii@
the target cell genome by the integrase, a viraigim of 288 amino acids The integrase is a pastnoimportant
nucleo- proteique complex, the preintegration caxp(PIC). This complex is formed after the reverse
transcription in the cytoplasm of infected cellsniigrates along the microtubules up to the nuctsarelope
where it is carried in the nucleus through the eaclpore. The PIC is composed of DNA, and viraltgirns
including integrase. Other viral proteins (VPR, NTA) and cellular proteins are part of this complarong
the cellular proteins, two of them are the objddhes work: LEDGF (Lens Epithelium-Derived Grow#actor)
and INI1 (INtegrase Interactor 1). This last projeilso called SNF5, is a component of the SWI-SNiematin
remodeling complex. The object of my PhD work is tinderstanding of the structure function relatijmsvith
the 3D structure solving of the complex between Hlintegrase in complex with LEDGF and INI1. | sgta
strategy to reconstitute this compliexvitro. Using a bioinformatic approach, | defined theitgrof domains,
containing the region interacting with integrasetemtially stable of INI1 After cloning and expr&ssin E.
coli, | set up the production and purification of thermsoluble fragments. After obtaining a stable glemx |
solved by electron microscopy the structure ofdbmplex between the integrase, LEDGF and INI1. Ri@wvn
crystallographic structures of the integrase domaihere fitted in the EM map.

| set up functional tests based on fluorescenceo&opy, which permit us to test the affinity oétbomplex for
DNA and the 3'processing activity. The results shbat INI1 reduces the affinity for the target DNwvd for
the viral DNA. Moreover INI1 inhibits totally the Brocessing reaction.

The structure of the ternary complex shows thetivelgoosition of the different proteins in the cdmp We
show that the complex is made of 4 integrases mtde@ LEDGF and 2 INI1 molecules. The comparisbn o
these results with the functional tests allowsougropose a model and a role for INI1 which woubdtd prevent
the auto integration of the viral DNA on itself whthe PIC is in the nucleus.
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