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Liste des abréviations

A
A = Angstrom
ADME = Administration, Distribution,
Métabolisme et Excrétion
ADN = Acide DésoxyriboNucléique
AIE = Anémie Infectieuse des Equidés
AIP1 = ALIX = Apoptosis-Linked gene 2-
Interacting protein X
Ala = Alanine
ALIX = ALG2-interacting protein X
AMP = Adénosine Monophosphate
AMPS = AmMonium PerSulfate
ANs = Acides Nucléiques
ANRS = Agence Nationale de la Recherche sur
le SIDA
AP-1/2 = Adaptor Protein 1 ou 2
APOBEC3G/F = A3G = APOlipoprotein B
mRNA editing Enzyme, Catalytic polypeptide-
like 3G ou 3F
ARN = Acide RiboNucléique
ARNm = ARN messager
ARNtY3 = ARN de transfert
ATCC = American Type Culture Collection
ATF/CREB = Activating Transcription Factors /
cAMP Response Element Binding protein
ATP = Adénosine TriPhosphate
AZT = AZidoThymidine

B
BAF = Barrier to Auto-integration Factor
BAL = British Anti-Lewisite = 2,3-
dimercaptopropanol
BiFC = Bimolecular Fluorescence
Complementation
BSA = Bovine Serum Albumine

C
CA = Capside
Ca? = Calcium
CA-CTD = Domaine C-Terminal de CA
CA-NTD = Domaine N-Terminal de CA
CBP = cAMP responsive Binding Protein
CCso = Concentration Cytotoxique a 50 %

CCR5 = Récepteur a la Chimiokine de type 5
CD4 = Cluster de Différenciation 4
CDC = Center for Disease Control

Cf = Concentration finale
Clso = Concentration Inhibitrice a 50 %
CMH-I ou -Il = Complexe Majeur
d’Histocompatibilité de classe 1 ou 2
CMV = CytoMegaloVirus
Co-IP = co-ImmunoPrécipitation
CPP = Cell Penetrating Peptide
cPPT = central PolyPurine Tract
CPSF = Facteurs de Clivages Spécifiques a la
Polyadénylation
CRISPR-Cas9 = Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats -
CRISPR associated protein 9
CRM1 = Chromosome Maintenance Region 1
C-ter = partie C-terminale
CTl = Complexe de Transcription Inverse
CXCR4 = C-X-C Chemokine Receptor type 4
cycT-1 =cycline T1
CypA = Cyclophilin A
Cys = Cystéine

D
DC-SIGN : Dendritic Cell Specific Intercellular
adhesion molecular-3-Grabbing Non-integrin
DDX9 = RHA = RNA Hélicase A
DIS = Dimer Initiation Site = site d’initiation
de la dimérisation
DMEM = Dubelcco’s Modified Eagle Medium
DMSO = DiMéthylSulfOxyde
dNTPs = désoxyribonucléotides
DPBS = Dubelcco’s Phosphate Buffered Saline
DTT = DiThioThreitol

E
ECL = Enhanced Chemiluminescence
EDTA = Ethylene Diamine Tetraacetic Acid
EED = Embryonic Ectoderm Development
EFla = Elongation Factor 1 — a

elF4E = Eukaryotic translation Initiation
Factor 4E

ELISA = Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
EMCCD = Electron-Multiplying Charge-
Coupled Device

Env = Enveloppe

eRF1 = Eukaryotic Release Factors 1
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ESCRT = Endosomal Sorting Complex
Required for Transport

F
FACS = Fluorescence-Activated Cell Sorting
FDA = Food and Drug Administration
ffDRONPA = fast folding DRONPA
FLIM = Fluorescence-Lifetime Imaging
Microscopy
FRET = Fluorescence Resonance Energy
Transfert

G
Gag = Group antigen
GFP = Green Fluorescent Protein
Gln = Glutamine
Gly = Glycine
GM3 = Monosialodihexosyl Ganglioside
GMP = Guanosine MonoPhosphate
Gp120 = Enveloppe Glycoprotein 120
Gp160 = Enveloppe Glycoprotein 160
Gp41 = Enveloppe glycoprotein 41
GRPE = Genomic RNA Packaging Enhancer
H
HAART = Highly Active AntiRetroviral
Treatment
HBR = Highly Basique Region
HBSS = Hank’s Balanced Salt Solution
HCD = Higher-energy Collisional Dissociation
hCG1 = Nucleoporin-like protein NLP1
HDACs = Histone DeACetylases
HF = High Fidelity
hMGAL1 = High Mobility Group protein HMG-
I[/HMG-Y
HP1y = Heterochromatin Protein 1y
HR = Heptad-Repeat
HRP = Horse Radish Peroxydase
HSP70 = Heat Shock Protein 70

|
IAA = lodoAcetic Acid
ICAM-1 = Intercellular Adhesion Molecule 1
lle = Isoleucine
IMP1 = Insulin-like growth factor |l mMRNA
binding Protein 1
IN = Intégrase
Inh = Inhibiteur
INI = Inhibiteurs de I'Intégrase
INNRT = Inhibiteurs Non Nucléosidiques de
Transcriptase Inverse

INTER = INTERmoléculaire
INTRA = INTRAmoléculaire
IP = Immuno Précipitation
IP5 = Inositol Pentaphosphate
IP6 = Inositols-Phosphates = Acide Phytique
IPHC = Institut Pluridisciplinaire Hubert
Curien
IPTG = IsoPropyl B—D-1-
ThiolGalactopyranoside
IRES = Internal Ribosome Entry Site
K
Kb = Kilobase
kDa = Kilo Dalton
L
LANL = Los Alamos National Lab
LAV = Lymphadenopathy Associated Virus
LB = Lysogeny Broth
LDL = Low Density Lipoproteins
LEDGF = Lens Epithelium-Derived Growth
Factor
LFA-1 = Lymphocyte Function-associated
Antigen 1
LSMBO = Laboratoire de Spectrométrie de
Masse Bio-Organique
LT CD4* = Lymphocyte T auxiliaire
LT CD8" = Lymphocyte T cytotoxique
LTR = Long Terminal Repeat
Lucif = Luciférase
M
MA = Matrice
MCS 1 et 2 = Multi Cloning Site 1 et 2
Met = Methionine
Mg?*= Magnésium
MHR = Major Homology Region
MI = Inhibiteurs de Maturation
miARN = micro-ARN
MMP9 = MétalloProtéinase Matricielle 9
MMTV = Mouse Mammary Tumour Virus
Mn?*=Manganése
MS = Mass Spectrometry
MTT = bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyl tetrazolium
MW = Molecular Weight
Myr = Myristate
N

n = Nombre d’échantillon analysé
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N = Nombre d’expérience indépendante
NC = NCp7 = NucléoCapside

NCls = NCinh = Inhibiteurs de la
Nucléocapside

Nef = Negative Regulatory Factor

NFAT = Nuclear Factor of Activated T-cells
NFX1 = Nuclear transcription Factor, X-box
binding 1

NF-kB = Nuclear Factor-kappa B

NLS = Nuclear Localisation Site

nm = Nanometre

NMD = Nonsense-Mediated Decay

NMT = N-MyristoylTransférase

NR = Neutron Reflectivity

NRTI = Nucleoside analog Reverse-
Transcriptase Inhibitors

Nt = Nucléotides

N-ter = Partie N-terminale

NtRTIs = Nucleotide analog Reverse-
Transcriptase Inhibitors

NUPs = NUcléoPorines

(o)
OMS = Organisation Mondiale de la Santé
ONUSIDA = Programme commun des nations
unies sur le VIH/SIDA
Opti-MEM = Optimisation du milieu Eagle’s
Minimum Essentials Media
P
P(T/S)AP = Motif Proline (Thréonine/Sérine)
Alanine Proline
p.i. = Post infection
PACS2 = Phosphofurin Acidic Cluster Sorting
protein 2
PAGE = Poly Acrylamide Gel Electrophoresis
PALM = Photo-Activated Localization
Microscopy
PARP = Poly(ADP-ribose) Polymerase
PAS = Primer Activation Signal
PATEs = PyridinioAlkanoyl ThioEster)
PBS = Primer Binding Site
PCR = Polymérase Chain Reaction
PDB = Protein Data Base
PEl = PolyEthyléne Imine
PFA = ParaFormAldéhyde
Phe = Phenylalanine
Pl = Inhibiteurs de Protéase
pl = Point Isoélectrique

Plia,sP2 = Phosphatidyl-sérine et
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate
PIC = Complexe de Pré-Intégration

PIQ = Plateforme d’'Imagerie Quantitative
PMT = Photomultiplicateur

Pol = Polymérase

polyA = PolyAdenylation

PPs = Pseudo-Particules

PPT = Poly Purine Tract

PPTc = Poly Purine Tract central

PR = Protéase

PrEP = Pre-Exposition Prophylaxie

PSF = Point Spread Function

PTD = Domaine de Transduction

P-TEFb = Positive Transcription Elongation
Factor b

PVDF = PolyVinyliDéne Fluoride

R
Ran = RAs-related Nuclear protein
RanBP1 = Ran-specific binding protein 1
RanGAP = Ran GTPase-activating protein
Ran-GTP = GTP-binding nuclear protein Ran
Rh6G = Rhodamine
Rm/c = Ratio entre la fluorescence moyenne
des pixels membranaires et celle des pixels
cytoplasmiques
RNAP = ARN Polymérase
RNaseH = RiboNucléase de type H
RNP = RiboNucléoProtéine
Rpm = Rotation par minute
RRE = Rev Response Element
RT = Transcriptase Inverse

RT-PCR = Real Time Polymerase Chain
Reaction

S
SAMTSs = S-Acyl-2-Mercaptobenzamide
Thioester
SANS = Small Angle Neutron Scattering
SAR = Relation Structure-Activité
SD = Splice Donor
SDS = Sodium Dodecyl Sulfate
SELEX = Systematic Evolution of Ligands by
Exponential Enrichment
Ser = Serine
SIDA = Syndrome d’Immunodéficience
Acquise
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SIVcpzPtt = Virus de I'lmmunodeficience
Simienne du chimpanzé

SIVsm = Virus de I'lmmunodeficience
Simienne du mangabey

SNARE = Soluble N-ethylmaleimide-sensitive
factor Attachment protein REceptor

SOCS1 = Suppressor of Cytokine Signaling
protein 1

SUV39H = Histone-lysine N-methyltransferase
protein

SV40 = Simian Virus 40

SVF = Sérum de Veau Fcetal

T
TALENSs = Nucléases des Effecteurs Mimant
I’Activation de Transcription
TAR = TransActivation Response element
TBS-T = Tris Buffer Saline-Tween
TC = TétraCystéine
TEMED = Tétraméthyléthylénediamine
THINPAD = Targeting the HIV-1 Nucleocapsid
Protein to fight Antiretroviral Drug Resistance
Tlso= Temps nécessaire pour perdre 50 % de
I’effet d’'une molécule (TOAA)
TNPO3 = Transportin 3
TOAA = Time Of Addition Assay
Tpm = Tour par minute
TREX1 = Three-prime Repair Exonucléase
Trp = Tryptophane
Tsg101 = Tumor susceptibility gene 101

U
U. A. = Unité Arbitraire
UNG2 = Uracil DNA glycosylase
UTR = UnTranslated Region

\'
Val = Valine
vDNA = Viral DNA
VIB = Virus de I'lmmunodéficience Bovine
Vif = Virus de I'lmmunodéficience Féline
VIH = Virus de I'lmmunodéficience Humaine
VIS = Virus de I'lmmunodéficience Simienne
Vpr = Viral Protein R
VPS4 = Vacuolar Protein Sorting 4
Vpu = Viral Protein U

VSV-G = Glycoprotéine du Virus de la
Stomatite Vésiculaire

w
WB = Western Blot

WP = Working package
WT = Wild-Type
Y
YPxL = motif Lysine Proline (nucléotide au
hasard) Lysine
yA
ZFN = nucléases a doigt de zinc
Symbole

ARinter»intra= Rm/c inter = Rm/c intra
%inh = pourcentage d'inhibition
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Chapitre 1 : Introduction

|. Comprendre le VIH = Virus de I’Immunodéficience

Humaine

A. Classification : a quelle famille appartient le VIH ?

Le Virus de I'lmmunodéficience Humaine (VIH) est un virus :

- de la famille des Retroviridae: regroupe tous les virus enveloppés a ARN
monocaténaire diploide de polarité positive. Tous les rétrovirus possédent une
organisation génomique semblable. Sont ainsi retrouvés un géne gag (group
antigen), un géne pol (codant la polymérase, la transcriptase inverse et I'intégrase)
et un géne env (codant les protéines d’enveloppe).

- de la sous-famille des Orthoretrovirinae : la caractéristique principale de ces virus
est I’étape de transcription inverse qui permet de rétrotranscrire I’ARN génomique
viral en ADN viral double brin qui sera par la suite intégré dans le génome de la
cellule infectée.

- et du genre Lentivirus : caractérise les virus qui ont une période d’incubation
longue (peut durer de 1 a 15 ans sans signe ou symptome apparent de maladie) et
qui sont cytopathogenes (toxiques pour la cellule que le virus infecte) (Campbell
and Robinson, 1998). Plusieurs espéces de mammiféres sont touchées par cette
famille de virus présentant des caractéristiques espece-dépendantes : bovins (VIB
= Virus de I'lmmunodéficience Bovine), félins (VIF = Virus de I'lmmunodéficience
Féline), équidés (AIE = Anémie Infectieuse des Equidés), les primates (VIS = Virus

de I'lmmunodéficience Simienne) et I’'Homme (VIH).

B. Origine, Evolution Phylogénétique et Historique : d’ou
vient ce virus découvert il y a 33 ans ?

Le VIH-1 (ou a cette époque LAV : Lymphadenopathy-Associated Virus) a été découvert en

1983 par I’équipe de recherche de I'Institut Pasteur du Professeur Montagnier ou travaillaient
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les Drs Barré-Sinoussi et Chermann (Barré-Sinoussi et al., 1983)(Prix Nobel médecine 2008).
Ce virus semble étre apparu au début du XXéme siecle en Afrique centrale de I'ouest (Korber
et al., 2000; Worobey et al., 2008) et plus précisément dans les années 1920 dans la région de
Kinshasa (aujourd’hui en République Démocratique du Congo) (Faria et al., 2014). Il s’agirait
d’une transmission inter-espéce ou I’Homme aurait été en contact avec des tissus contaminés
de primates (chasse de viande de brousse, primates comme animal de compagnie...). La
datation approximative de I'origine de transmission du virus a 'Homme a été déterminée en
étudiant I’évolution génétique du virus a partir du plus ancien échantillon humain positif pour
le VIH (biopsie d’'un nceud lymphatique prélevé en 1960 d’une femme de Kinshasa, République
Démocratique du Congo).

L'étude phylogénétique (Figure 1) de différents rétrovirus rappelle la grande diversité
génétique du VIH-1 constituant un des obstacles majeurs de I'éradication de ce virus (Smyth
et al., 2012). Elle permet également de montrer que le VIH-1 est plus proche du Virus de
I'lmmunodéficience Simienne du chimpanzé (SIVcpzPtt) (Keele et al., 2006) pour les groupes
M et N ou du gorille (SIVgor) pour les groupes P et O (D’arc et al., 2015). Le VIH-2 quant a lui,
serait apparu suite a une transmission inter-espéces avec des mangabeys (SIVsm) (Reeves and
Doms, 2002). Le VIH-1 est classé en 4 groupes (Figure 1) (Mourez et al., 2013) :

- Groupe M (pour Main = Majoritaire) : regroupe les virus a I'origine de I'épidémie
du SIDA puisqu’ils sont responsables de 99 % des infections soit plus de 40 millions
de personnes a travers le monde et qui est aussi la lignée de virus la plus ancienne.
Ce groupe est également divisé en 9 sous-types (A, B, C, D, F, G, H, J, K), tous
distincts génétiquement. On distingue également dans les sous-groupes A et F des
sous-sous-groupes (A1, A2, A3, A4, F1 et F2). Lorsqu’un patient est co-infecté par
plusieurs sous-types, une forme recombinante apparait (actuellement une
guarantaine observée) accentuant alors la diversité génétique du virus (appelé
CRF : Circulating Recombinant Forms) (Hemelaar, 2012).

- Groupe N (pour New = Nouveau, ou Non-N Non-0) : est plus rare et retrouvé
uniguement chez des individus Camerounais.

- Groupe O (pour Outlier = aberrant) : est également rare (environ 100000
personnes infectées) et a été décrit suite a l'isolement d’une nouvelle souche

présentant une divergence importante avec le groupe M (De Leys et al., 1990). Ce
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groupe est retrouvé uniqguement en Afrique centrale de I'ouest (Cameroun, Gabon,
Nigeria).

- Groupe P (lettre choisie a la suite des groupes M, N et O) : qui est le groupe
découvert le plus récemment (Plantier et al., 2009), mais également celui dont la

transmission inter-espéces est la plus récente.

GROUPEM

Kk F2 F1 D

B 9 Sous-types (A-D, F-H, J, K)

AN

Al Sous-sous-types pour A et F
A3 uniquement
A4
SIVcpzANT
SIvVgor

S|VCpZGAB N GROUPE P

GROUPEN

Figure 1 : Arbre phylogénétique du VIH-1 montrant la grande diversité génétique des VIH-1 (simplifié
de Tebit and Arts, 2011)

Jusgu’au début des années 1980, ce virus a donc pu se développer sans étre inquiété par une
guelconque action humaine. En 1981, le doute s’installe dans la communauté médicale et
scientifique suite a I'apparition simultanée de plusieurs cas d’infections pulmonaires rares et
de cancers agressifs (Sarcomes de Kaposi). Ces maladies, couplées a une sévere
immunodéficience, sont retrouvées dans la communauté gay de plusieurs villes états-
uniennes. Apres avoir été rapporté chez les drogués par injection, les hémophiles, les haitiens
et finalement les hétérosexuels, le virus a I'origine du Syndrome d’'ImmunoDéficience Acquise
(SIDA) est décrit par des chercheurs francais sous le nom de LAV (Lymphadénopathie-
Associated Virus) (Barré-Sinoussi et al., 1983). Si le prix Nobel et la découverte de ce virus ont
été attribués a I'équipe francaise, une équipe américaine a identifié que la particule virale
découverte par les francais est celle qui est a I'origine du SIDA (Gallo et al., 1983). A partir de

cette date, les connaissances sur le virus n‘ont cessé d’augmenter, permettant le
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développement de traitements de plus en plus efficaces. Plusieurs dates importantes sont a

retenir sur la découverte du VIH (Figure 2) :

Début XX¢™e : origine possible du VIH dans I’Afrique centrale de I'ouest (Worobey
et al., 2008)

1982 : premiére description du Syndrome d’Immuno-Déficience Acquise par le
centre de contrdle des maladies états-uniens (CDC = Center for Disease Control).
1983 : isolation et découverte du Virus de I'lmmunodéficience Humaine (Barré-
Sinoussi et al., 1983)

1984 : description du récepteur CD4 comme étant indispensable pour I'infection
par le VIH-1 (Dalgleish et al., 1984)

1985 : séquencage du génome viral (Ratner et al., 1985)

1986 : agrément par I'agence du médicament états-uniennes (FDA, Food and Drug
Administration) de la zidovudine (AZT) développée a I’origine en 1964 comme anti-
cancer (Horwitz et al., 1964)

1996 : découverte des corécepteurs : CCR5 (Alkhatib et al., 1996; Choe et al., 1996;
Deng et al., 1996) et CXCR4 (Feng et al., 1996a)

+ Premiere tri-thérapie antirétrovirale (HAART = Highly active Antiretroviral
treatment) comprenant un inhibiteur de protéase (Saquinavir) et deux inhibiteurs
nucléosidiques de transcriptase inverse (zidovudine, AZT et zalcitabine) (Collier et
al., 1996).

2005 : description des patients dit « contréleurs » du VIH-1, c’est-a-dire qu’ils sont
infectés mais capable de contréler la réplication virale (Lambotte et al., 2005).
2008 : patient Berlin qui a regu une transplantation de cellules souches
hématopoiétiques d’'un donneur portant une mutation sur le gene du récepteur
CCR5. Ce patient, positif au VIH-1 depuis 1995, a stoppé la trithérapie depuis cette
transplantation et la charge virale est restée indétectable. Il est ainsi considéré
comme soigné du VIH-1 (Hutter et al., 2009).

2013 : contrbleurs post-traitements. Ces patients, traités précocement apres
infection par le VIH-1, arrivent a maitriser le développement du virus

naturellement (Saez-Ciridn et al., 2013).
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. 2013 : contréleurs post-traitement

. 2008 : patient Berlin
2005 : description des patients VIH-1 contrdleurs

.1996 : découverte des corécepteurs: CCR5 et CXCR4

+ Premiére tri-thérapie antirétrovirale
.1986 : Agrément de 'AZT comme antirétroviral par la FDA

. 1985 : séquencage du génome viral
1984 : description du récepteur CD4
© 1983 : Isolation et découverte du Virus de FImmunodéficience Humaine
© 1982 : Premiére description du Syndrome d’Immuno-Déficience Acquise

« Début XX : Origine possible du VIH-1 dans I'Afrique centrale de I'Ouest

Figure 2 : Principales dates a retenir sur les découvertes du VIH-1 (adapté de Barré-Sinoussi et al.,
2013)

C. Transmission et Infection du virus : comprendre pour ne

pas infecter ou étre infecté

1. Mode de transmission

Le VIH-1 étant présent dans la plupart des liquides biologiques de I'organisme mais a des
concentrations différentes, la transmission du virus d’un individu a un autre se fait donc par
I’échange de ces liquides (sang, sperme, liquide séminal, sécrétions vaginales et lait maternel).
Il existe trois modes de transmission :

- Voie sexuelle : c’est la voie majoritaire de transmission. Il y a pénétration du virus
au travers des muqueuses vaginales, buccales ou anales. Si des lésions sont
présentes au niveau de ces muqueuses, ou s’il y a présence d’autres maladies
sexuellement transmissibles, une forte augmentation du risque de contamination
est observée. Le meilleur moyen de limiter I'infection par ce type de transmission
reste |'utilisation du préservatif. Récemment, un traitement prophylactique a été
autorisé a la commercialisation en France (PrEP = Prophylaxie Pré-Exposition) afin
de cibler les populations clés pouvant étre réfractaires a l'utilisation du préservatif

(essai ANRS Ipergay).
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- Voie sanguine : rapidement apres la découverte du virus, la voie sanguine a été
démontrée comme étant une voie de transmission du VIH-1. En effet, de
nombreuses personnes se sont retrouvées infectées suite a une transfusion
sanguine ou une transplantation (risque presque nul en France de nos jours mais
existant encore dans les pays ou le sang n’est pas systématiquement testé lors du
don). Aujourd’hui, la transmission par cette voie persiste principalement chez les
toxicomanes (injection de drogues par voie intraveineuse) ou chez les personnels
de santé ou de recherche (blessure par un objet souillé).

-  Mere — enfant: le risque de transmission verticale peut exister pendant la

grossesse, pendant I'accouchement (principal risque de transmission verticale) ou

encore pendant I'allaitement maternel. Ce risque reste trés faible en France grace

a un accompagnement adapté.
Il est important de noter que la transmission se fait essentiellement par le virus de type CCR5
qui reste prédominant dans les phases initiales de I'infection (Keele et al., 2006; Rowland-
Jones, 2003). Puis les virus capables d’utiliser CXCR4 ou ayant un double tropisme sont
détectés au fur et a mesure des années et cela de maniére concomitante a la déplétion des
lymphocytes et I'apparition des signes cliniques. Or rapidement apreés I'infection, la réplication
virale étant exponentielle, I'homogénéité de la population de virus circulants devient tres
importante. Il existe donc plusieurs systéemes « d’entonnoir » qui permettent la transmission
d’une seule souche virale alors que la diversité génétique intra-individu est importante

(Joseph et al., 2015).

2. Infection : de la contamination au SIDA

Sans traitement, l'infection par VIH-1 évolue en 3 étapes aboutissant a la disparition du
systéme immunitaire et la dégradation de |'état général de la personne infectée conduisant a
sa mort (Figure 3). Ces trois étapes sont :

- Phase aigiie ou primo-infection : cette phase correspond aux quelques semaines

qui suivent I'exposition au VIH-1. Elle est caractérisée par une forte augmentation
du nombre de virus dans la circulation sanguine qui résulte en une forte diminution
du nombre de lymphocytes T CD4*. Parfois, a cause de la dégradation du systeme
immunitaire, cette phase est accompagnée de symptomes mimant ceux d’une

grippe ou d’'une mononucléose (fievre, éruption cutanée...). D’un point de vue du
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dépistage, cette phase est caractérisée par un test ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) négatif (anticorps anti-VIH-1 pas encore synthétisés), alors
qu’il est possible de détecter I’ARN viral et/ou I'antigéne p24 permettant le
diagnostic. C’est pendant cette étape que le réservoir viral est constitué (Simon
and Ho, 2003). Ce réservoir est ainsi constitué par une partie du virus qui reste a
I’état latent (génome viral intégré mais non transcrit) dans certaines cellules
(cellules dendritiques, macrophages, cellules microgliales) rendant ainsi trés
compliqué le développement d’un traitement anti-VIH-1 curatif.

- Phase chronique asymptomatique : I'apparition des anticorps anti-VIH-1 dans le

sang marque le début de cette phase. On observe alors une nouvelle augmentation
de la quantité de lymphocytes T CD4* permettant dans un premier temps une
diminution du nombre de copies d’ARN viral qui se stabilise a un faible niveau tout
au long de cette période. Cette phase de latence, pouvant durer plusieurs dizaines
d’années si le patient est sous traitements antirétroviraux, est caractérisée par une
absence de symptémes mais, si la charge virale est forte, la transmission reste
toujours possible a un autre individu.

- Phase SIDA (Syndrome d’ImmunoDéficience Acquise) : caractérisée par une chute
drastique du nombre de lymphocytes T CD4* (inférieur a 200 par mm? de sang au
lieu de 500 a 1600 LT CD4*/mm?) facilitant I'apparition d’'une maladie opportuniste
grave conduisant a la mort du patient (cancer invasif, sarcome de Kaposi,
lymphome, candidose...). Sans traitement, cette phase dure rarement plus de 3

ans.
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Figure 3 : Evolution naturelle de l'infection par le VIH-1 sur la base de I’évolution de deux marqueurs
clés de I’'infection : nombre de lymphocytes T CD4+ qui diminue a I'inverse de la charge virale (quantité
d’ARN viral dans le plasma sanguin) qui augmente. Il est également rappelé ici que la diversité
génétique du virus au sein du méme individu augmente avec I’évolution de I'infection (Simon and Ho,
2003).

D.Epidémiologie : pourquoi P’infection par le VIH est
toujours bel et bien une épidémie ?

En 2015, on décompte encore plus de 2 millions de nouvelles infections par le VIH-1 et 1,1
millions de décés dus au SIDA (Tableau 1). Lorsque I'on s’intéresse a la prévalence (nombre de
cas de la maladie par rapport a la population totale), il est possible d’observer que dans le
monde environ une personne sur 100 est infectée par le VIH (0,8 %) et qu’en Afrique presque

une personne sur 20 est infectée (4,8 %) (Figure 4).
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Total 36,7 millions [34,0 — 39,8 millions]

Adultes 34,9 millions [32,4 — 37,9 millions]

N .
ombre de personnes vivant Femmes (+ de 15 ans) 17,8 millions [16,4 — 19,4 millions]

avec le VIH-1 en 2015
Enfants (- de 15 ans) 1,8 millions [1,5 — 2,0 millions]
Total 2,1 millions [1,8 — 2,4 millions]
Nombre de personnes
nouvellement infectées par  Adultes 1,9 millions [1,7 — 2,2 millions]
le VIH-1 en 2015
Enfants (- de 15 ans) 150 000 [110 000 — 190 000]
Total 1,1 millions [940 000 — 1,3 millions]
Nombre de morts dus au s )
SIDA en 2015 Adultes 1,0 millions [840 000 — 1,2 millions]
Enfants (- de 15 ans) 110 000 [84 000 — 130 000]

Tableau 1 : Données épidémiologiques du VIH-1 et du SIDA dans le monde en 2015 (Traduit d’un
document publié par I'OMS)

En France (mais aussi dans d’autres pays d’Europe de I'ouest), I'épidémie n’est pas totalement
controlée et ce particulierement chez les hommes ayant des relations sexuelles avec des
hommes (HSH) mais aussi dans d’autres populations clés (professions du sexe, toxicomanes
par injection). En effet, malgré une prévalence globale en France de moins de 0,2 %, elle est

de 17 % chez les HSH.

Prévalence (%) par région

Pacifique Ouest : 0,1 [0,1-0,1] Europe : 0,4 [0,4-0,5]
Méditerranée de IEst:0,1[0,1-0,1] [ ] Amérique :0,5[0,4-0,6] [~ Prévalence globale : 0,8 [0,7-0,9]
Asie du Sud-Est : 0,3 [0,3-0,3] I Afrique : 4,5 [4,3-4,8] O AT 70 300 Kiemews

Figure 4 : Prévalence du VIH-1 chez I'adulte (15 - 49 ans) dans différentes régions du monde en 2014
(Traduit d’un document publié par I’'OMS)
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Pour mettre fin a I'épidémie du SIDA a I’horizon 2020, une cible ambitieuse a été mise en
place par 'ONUSIDA en 2014 : 90 % des personnes vivant avec le VIH devront étre dépistées,
90 % de celles-ci devront recevoir un traitement antirétroviral durablement et 90 % de ces
derniéres devront présenter une charge virale indétectable (Figure 5) (ONUSIDA, 2014). Cet
objectif permettra de multiplier par trois le nombre de personnes vivant avec le VIH qui auront
une charge virale indétectable (on atteindra 73 %) donc potentiellement non infectieuses. La
modélisation de I'épidémie si cette cible est atteinte prédit une fin de I'épidémie du SIDA d’ici
a 2030 (ONUSIDA, 2014). Si pour la France cet objectif semble réalisable, il parait beaucoup
plus difficile a atteindre dans d’autres régions du monde comme I’Afrique Sub-saharienne ou
le principal effort devra étre fait au niveau du dépistage (seulement 45 % des personnes vivant
avec le VIH savent qu’elles sont infectées). L’apparition de nouveaux matériels, plus simples
d’utilisation, portatifs et peu onéreux devrait faciliter ce dépistage (Ritchie et al., 2014). L'idée
est donc de fixer des objectifs difficilement atteignables pour concentrer les efforts et les
ressources sur celui-ci.
u Objectif Horizon-2020

® France
® Monde

Afrique Sub-Saharienne

Personnes vivant avec le Personnes vivant avec le Personnes vivant avec le Personnes vivant avec le
VIH VIH connaissant leurs VIH recevant un VIH ayant une charge
statut sérologique traitement ARV virale indétectable

Figure 5 : Cascade de la prise en charge des personnes vivant avec le VIH en comparaison avec
lobjectif horizon-2020 90-90-90 (apparait ici en rouge). Les pourcentages donnés pour chaque
catégorie sont des estimations en prenant comme 100 % le nombre de personnes vivant avec la VIH-1
dans chaque région. Issus du site de I’Organisation Mondiale de la Santé pour les données Monde et de
(ONUSIDA, 2014) pour la France et I’Afrique Sub-saharienne. Aucune donnée n’est disponible
concernant le nombre de personnes vivant avec le VIH dans le monde avec une charge virale
indétectable.
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II. Comment est structuré le VIH-1 ?

A.Photos d’identités de la particule virale immature et

mature

La particule virale contient le génome viral ainsi que I'ensemble des protéines indispensables
pour linfection et la multiplication du virus. Une particule virale est sphérique et d’un
diamétre moyen de 130 nm pour une particule mature ou immature (Briggs et al., 2003). Ces
deux particules présentent des morphologies fortement différentes, la phase de maturation
étant absolument nécessaire pour obtenir des particules infectieuses.

La particule immature est composée de I'alignement des précurseurs Gag et Gag-Pol dont
I’'extrémité N-terminale est ancrée dans la bicouche lipidique et dont I'extrémité C-terminale
interagit avec les deux copies d’ARN viral (Wilk et al., 2001) (Figure 6 A et B). La particule est
entourée d’une enveloppe constituée d’une bicouche lipidique empruntée a la cellule héte
lors du bourgeonnement de la particule. Finalement, a la surface de cette membrane, on
retrouve les glycoprotéines virales reconnues par les récepteurs des lymphocytes T CD4*
indispensables pour l'infection.

La particule mature est le résultat d’'une modification structurelle des protéines de structure
(Mattei et al., 2016) et possede une forme caractéristique avec, en son centre, une capside de
forme conique formée par I'assemblage d’hexameéres et de pentameéres de protéine de
Capside (CA, Figure 6 C et D) (Briggs et al., 2003). Cette derniere renferme le génome viral
recouvert de nombreuses protéines de Nucléocapside (NC). Cette ribonucléoprotéine
comporte également les protéines Transcriptase inverse (RT), Intégrase (IN) et Protéase (PR).
L'enveloppe de cette particule est en revanche identique a celle observée au niveau de la

particule immature.

Caractérisation cellulaire de nouveaux traitements anti-VIH-1 ciblant la NucléoCapside

et observation d’une forme compacte de Gag in cellulo.

15



Il Comment est structuré le VIH-1 ?
Manuel PIRES

Gp41 transmembranaire

ARN viral

N

Membrane lipidique

£« Précurseur Gag
Gp120 de surface

|

Précurseur Gag-Pol

Matrice

Protéase

Capside
Nucléocapside
Transcriptase Inverse

Intégrase

Figure 6 : Particules virales immatures (A et B) et matures (C et D) observées en microscopie
électronique (A et C, particules d’environ 130 nm de diamétre) et en représentations schématiques (B
et D). (Adapté et traduit de Balasubramaniam and Freed, 2011; Ganser-Pornillos et al., 2008).

B.Génome viral : un plan simple pour une structure

complexe

1. L’ARN viral :

Une particule virale du VIH-1 contient deux copies d’ARN génomique simple brin de polarité
positive, coiffé a I'extrémité 5’ et poly-adénylé a son extrémité 3’ ce qui signifie qu’il est
susceptible, comme les ARNs messagers cellulaires, d’étre traduits en protéines. Les
séquences de ces deux copies peuvent étre différentes augmentant ainsi la diversité

génétique du virus.

a) Région codante de ’'ARN

Si la séquence de I’ARN viral est connue de longue date (Ratner et al., 1985), la structure
secondaire de l'intégralité de I’ARN n’a été proposée que récemment (Sukosd et al., 2015).
Cette structure (et notamment les extrémités 5’-UTR et 3’-UTR) est riche en appariement sous
forme de tige-boucle et permet 'activation de la transcription, l'initiation de la transcription

inverse, facilite la dimérisation de 2 ARNs viraux ainsi que I'assemblage, modifie le cadre de
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lecture, interagit avec des protéines virales et cellulaires (Watts et al., 2009). Mais il est
important de se souvenir que la fonction principale de I’ARN du VIH-1 (d’une taille de 9,2 kb)
est de coder le génome viral nécessaire pour la production de I'ensemble des protéines virales.
Celui-ci contient neuf cadres de lecture ouverts qui permettent la production de 15 protéines
(Figure 7). Trois de ces cadres de lecture encodent les polyprotéines Gag, Pol et Env qui seront
par la suite protéolysés pour donner I’ensemble des protéines virales. Ainsi, le précurseur Gag
est clivé en plusieurs protéines, MA (Matrice), CA (Capside) et NC (Nucléocapside) qui sont les
composants indispensables pour la structure de la particule virale. Le précurseur Env est lui
clivé en une protéine de surface (gpl120) et une protéine transmembranaire (gp4l)
indispensable pour la reconnaissance du virus par les cellules lymphocytaires de I'organisme
infecté par le VIH-1. Les trois protéines issues de Pol, PR (Protéase), RT (Transcriptase inverse)
et IN (Intégrase) portent les activités enzymatiques essentielles a l'infection et sont
encapsulées dans la particule virale (Frankel and Young, 1998). L’ARN code également six
protéines accessoires dont certaines sont encapsidées dans la particule virale (Vif, Vpr, Nef),
d’autres participent a la régulation de la transcription génique (Tat et Rev) et une derniere
facilite I'assemblage de la particule (Vpu). Les protéines Tat et Rev sont indispensables pour
la transcription virale, alors que les protéines auxiliaires (Vif, Vpr, Nef et Vpu) sont nécessaires

in vivo mais pas in vitro.

o]

s1 M |eae || vif | tat nef

o R,USMA CA NCp6

v?2 wu oo~ L
o " U3,R
<3 | | pol | | ver | | env|

3 PR RT RNase IN SP  gpl20 gp4l

Figure 7 : Organisation génomique du VIH-1 sous forme d’ARN. Les régions codant les protéines sont
en gris, les domaines de jonctions des protéines au sein des polyprotéines (gag, pol et env) sont indiqués
par un trait vertical noir (Watts et al., 2009).

b) Région non codante de 'ARN

Les régions codant toutes ces protéines virales sont encadrées par des séquences non
codantes appelées UTR (UnTranslated Region) : 5’-UTR et 3’-UTR situées aux deux extrémités
du génome. Ces deux séquences sont composées d’une région identique aux deux extrémités
et d’'une région propre a chaque extrémité (U5 et PBS pour I'extrémité 5’ et U3 et PPT pour

I’'extrémité 3’).
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(1) Partie identique aux extrémités 5’ et 3’ : R

Cette partie, appelée la région R (en rose dans la Figure 8), est composée de deux structures
en tige-boucle :

- TAR (TransActivation Response element, Nucléotides 1 a 57) : est le site de fixation
de la protéine Tat indispensable pour I'activation transcriptionnelle du VIH-1. Le
role de cette protéine sera expliqué dans la partie [I.4.3)] de ce chapitre. Cette
région, hautement conservée et trés structurée, joue un role important dans la
transcription inverse (Beerens and Kjems, 2010; Harrich et al., 1997) ainsi que lors
de lI'assemblage en facilitant I'empaquetage (Helga-Maria et al., 1999) et la
dimérisation de I’ARN viral (Andersen et al., 2004; Jalalirad et al., 2012).

- polyA (PolyAdénylation, nucléotides 58 a 104) : contient le signal de
polyadénylation (AAUAAA). Malgré la présence de cette zone aux deux extrémités
de I’ARN viral, le signal en 5’ semble étre séquestré dans une boucle, alors que celui
en 3’ semble alterner entre conformation ou la polyadénylation peut avoir lieu et
séquestration dans une boucle, permettant la régulation de la transcription virale

(zarudnaya et al., 2013).
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Figure 8 : Structure secondaire possible de la région 5’-UTR (U5) de ’ARN du VIH-1 (Jones et al., 2014).
Les lignes pointillées englobent les différentes parties de cette région : TAR/polyA en rose qui est
identique en 5’ et en 3’ de I’ARN viral et des séquences uniques d I'extrémité 5’ : PBS/TLE en jaune et
Psi en bleu.
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(2) Région unique de I'extrémité 5’ : U5

En 5" de 'ARN messager (Heng et al., 2012), on retrouve une région unique (U5) a cette

extrémité comprenant :

PBS (Primer Binding Site)/TLE (tRNA-Like Element) (en jaune dans la Figure 8) : cette
zone a un role majeur dans la réplication car c’est la zone de fixation de l'initiateur
de transcription inverse, I’ARN"s3 (Beerens and Berkhout, 2002). Elle est, de plus,
importante dans I'assemblage des particules virales en facilitant I'acces de la
protéine Gag pour son interaction avec la boucle SL3 (Clever et al., 2002).

Psi (en bleue dans la Figure 8) : région d’environ 120 nucléotides nécessaire mais
non suffisante pour I’encapsidation du génome viral grace a son interaction avec
Gag (Lu et al., 2011). Cette zone est composée de quatre structures tige-boucle :

o SL1 ou DIS (Dimer Initiation Site) : permet l'initiation de la dimérisation du
génome avec le méme site d’un autre ARN via une interaction boucle-
boucle (kissing-loop) (Skripkin et al., 1994). Cette structure SL1 semble étre
un site a haute affinité pour la polyprotéine Gag (Abd EI-Wahab et al., 2014)
et la dimérisation facilitée au niveau de SL1 permet I'exposition du signal
d’encapsidation W. C'est pourquoi SL1 est impliquée dans I'assemblage des
particules (Lawrence et al.,, 2003). Cependant sa mutation a un effet
drastique sur I'encapsidation des ARNs viraux encapsidés ce qui
conditionne le pouvoir infectieux (Houzet et al., 2007).

o SL2 ou SD (Splice Donor) : est le site principal d’épissage de I’ARN viral. Tous
les ARNSs viraux, qui sont épissés, le sont au niveau de ce site pour former
différents ARNm viraux et donc certaines protéines virales. De plus, cette
boucle est une zone de haute-affinité pour la fixation de la NC (Amarasinghe
et al., 2000).

o SL3: contient le signal d’encapsidation (W) permettant I’encapsidation
préférentielle du génome viral lors de I'assemblage (Lever et al., 1989;
Russell et al.,, 2003) grace a la trés forte affinité qu’elle a avec la NC
(Athavale et al., 2010; Guzman et al., 1998).

o SL4: contient le codon d’initiation (AUG) pour la traduction des précurseurs

Gag et Gag-Pol.
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(3) Région unique de I'extrémité 3’ : U3

Cette zone possede un réle moins étudié que la région U5. Elle est ainsi décrite comme site

d’interactions préférentielles de micro-ARN (miARN) qui régulent le cycle réplicatif (Sun et al.,

2012) et facilitent la mise en place du réservoir du VIH-1 (Huang et al., 2007).

(4) Autres régions non codantes

En dehors de ces régions, d’autres séquences, non codantes mais situées dans des régions

codantes, sont retrouvées dans la séquence de I’ARN viral :

PPT (Poly Purine Tract) : riche en purines, est retrouvée juste avant la séquence
unique U3 en 3’ de I'ARN génomique viral au niveau de la séquence codant Nef.
Cette région, trés conservée dans tous les rétrovirus, est indispensable pour la
synthése du brin (+) de ’ADN viral lors la transcription inverse. Son role lui est
conféré par sa résistance a |’activité RNase H de la transcriptase inverse. Alors que
I’ARN viral est dégradé, ce fragment d’ARN reste apparié au brin (+) d’ADN viral
nouvellement synthétisé, formant un hybride ARN/ADN stable qui devient ainsi
I"amorce pour la synthése du brin (-) de I’ADN viral (Rausch and Le Grice, 2004). Si
cette région est mutée, la réplication virale est limitée voire supprimée conduisant
a une diminution drastique de l'infectivité du virus (Miles et al., 2005).

PPTc (Poly Purine Tract central) : située en plein centre du génome viral, dans la
région codant l'intégrase, est structurellement similaire au 3’-PPT. Cette région
participe a la synthése discontinue du brin (+) d’ADN en formant un 28 sjte
d’initiation de la transcription (Rausch and Le Grice, 2004). En effet, lors de la
transcription inverse, au niveau de la séquence cPPT est retrouvée une structure a
trois brins d’ADN appelée « ADN-flap » (Charneau and Clavel, 1991; Charneau et
al., 1992). Cette structure semble également étre trés importante dans la
formation et I'import nucléaire du complexe de pré-intégration (PIC) (Arhel et al.,
2007; Riviere et al., 2010), mais aussi comme bloqueur de I'action des facteurs de
restrictions APOBEC3G/F (Hu et al., 2010).

RRE (Rev Response Element): cette séquence, située sur le gene env, est
uniguement présente au niveau des ARNm non épissés ou mono-épissés (Malim et

al., 1989) afin de permettre la fixation de plusieurs protéines Rev (DiMattia et al.,
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2010), favorisant le recrutement de facteurs d’exports nucléaires (Crm1 et Ran-
GTP). Alors que I'épissage total est normalement nécessaire pour que les ARNm
sortent du noyau, le complexe formé autour de RRE, permet la régulation de la
sortie des ARNm non- ou mono-épissés. De par sa capacité a adopter des
conformations différentes cette structure permet également le contréle de la

réplication virale (Blissenbach et al., 2010; Grewe et al., 2012; Sherpa et al., 2015).

2. L’ADN proviral :

Une des étapes clés du cycle viral du VIH-1 est la transcription inverse. Elle permet ainsi la

synthése d’ADN proviral a partir de I’ARN viral génomique (Figure 9).

r_Us PBS cPPT PPT_U3 r aappna ARN génomique (+)
(2 copies par particules)

Transcriptioninverse

ADN cellulaire U3 R U5 PBS cPPT PPT U3 R US ADN cellulaire Brin (+) ADN

gag pol Env/protéines Brin (-) ADN
accessoires

Figure 9 : La transcription inverse permet d’obtenir ’ADN proviral double brin a partir de I’ARN viral
génomique. Les étapes de cette transcription inverse seront décrites dans la section [lll.D] de ce
chapitre (Sarafianos et al., 2009).

Les régions codantes sont identiques a celles retrouvées dans I’ARN et les régions UTR (5’-UTR
et 3’-UTR) sont dupliquées pour former les LTR (Long Terminal Repeat). Ces LTR sont
identiques aux deux extrémités de I’ADN proviral et sont composées des régions U3, R et U5.
Si cette structure est trés importante pour l'intégration du génome viral dans le génome
cellulaire, elle contient également tous les signaux indispensables a I'expression des génes : le
promoteur, des éléments activateurs et régulateurs et les sites d’initiation (coiffe) et de

terminaison (polyadénylation) de la transcription.
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C. Protéines virales : les matériaux de construction pour faire

le virus

1. Protéines de structure

a) Polyprotéine Gag

Gag, ou group specific antigen, est la polyprotéine structurelle majeure du VIH-1 qui est
nécessaire et suffisante pour la formation de particules virales sphériques (Figure 6). Cette
protéine de 55 kDa est composée de quatre domaines qui formeront, aprés maturation, des
protéines aux roOles bien définis (Figure 10). Seuls les trois premiers domaines sont
indispensables a I'assemblage de 1500 a 3000 polyprotéines Gag sur I’ARN viral nécessaire a
la formation d’une particule : la Matrice (MA) permet notamment |'interaction avec les lipides
membranaires, la Capside (CA) possede des acides aminés indispensables aux interactions
Gag-Gag et la Nucléocapside (NC) permet l'interaction avec I'ARN viral génomique. Le
domaine p6 quant a lui, permet le recrutement de partenaires cellulaires qui sont nécessaires
au bourgeonnement et a la libération des particules virales (Lingappa et al., 2014). Le rOle de
la polyprotéine Gag dans I'assemblage sera étudié dans la partie [llI-1] de ce chapitre et les
roles des différents domaines et protéines seront décrites dans cette section. En revanche, la
structure tridimensionnelle de la protéine Gag compléte reste non élucidée certainement a
cause de I'abondance de régions non structurées et flexibles empéchant la cristallisation de

Gag.
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Figure 10 : Modéle des structures linéaires et tridimensionnelles hypothétique de la polyprotéine
Gag. La structure représentée est celle des protéines issues du clivage protéolytique selon les structures
PDB (MA = Matrice = 1UPH ; CA = Capside = 2M8N ; NC = Nucléocapside = 1AAF ; p6 = 2C55). Les
peptides Sp1 et Sp2 n’ont pas été représentés dans la structure tridimensionnelle. Les fleches noires
indiquent les sites de clivages protéolytiques qui se font en trois étapes pour finalement aboutir aux
différentes protéines de structures (adaptée de Bell and Lever, 2013).

b) Matrice (MA)

Cette protéine de 17 kDa (132 acides aminés) est composée de cing hélices a et de trois
feuillets B et posséde un myristate (modification post-traductionnelle) sur la glycine en 2&me
position co6té N-terminal. Lors de I'assemblage a la membrane, ce domaine s’assemble sous
forme d’un hexamere de trimeres autour d’un axe central formant un creux ou viendra
s’ancrer la protéine transmembranaire d’enveloppe (gp41) (Figure 11) (Alfadhli et al., 2016;
Hill et al., 1996; Tedbury et al., 2016). Dans la particule virale mature, cette protéine forme

une « seconde membrane » directement située sous la bicouche lipidique (Figure 6).
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Figure 11 : Organisation membranaire de plusieurs Matrice de HIV-1 (PDB 1HIW). Cette organisation
montre la formation d’un hexamere de triméres formant un creux (hexagone noir au centre) dans lequel
vient se placer I'ancrage transmembranaire de I'enveloppe (gp41l). Les triangles noirs indiquent
I'espace autour duquel se forment les trimeres de CA (Alfadhli and Barklis, 2014).

Dans les étapes précoces du cycle viral, immédiatement apres I'entrée du virus dans le
cytoplasme de la cellule infectée, la MA semble intervenir dans le transport vers le noyau du
complexe de pré-intégration (PIC) permettant I'infection par le VIH-1 des cellules quiescentes
(Kiernan et al., 1998). Ce transport actif du PIC est permis grace a la présence de deux signaux
de localisation nucléaire (NLS) sur la MA (Bukrinsky et al., 1993; Haffar et al., 2000; von
Schwedler et al., 1994). Mais I'implication directe de la MA dans le transport du PIC est sujet
a controverse et n’est a ce jour, pas totalement élucidée (Fouchier et al., 1997; Freed et al.,
1995). Il a également été démontré I'importance de la phosphorylation de résidus sérine de
la MA dans les étapes qui suivent immédiatement I'entrée de la CA dans le cytoplasme pour
les sérines 9, 67, 72, 77 (Kaushik and Ratner, 2004).
Dans les étapes tardives, le principal role décrit du domaine MA de Gag, outre I'incorporation
de la protéine d’enveloppe, est son implication dans la liaison avec les lipides membranaires.
Plusieurs régions (Lingappa et al., 2014) sont importantes pour que cette interaction soit
correcte :
- Acides aminés 2 a 5: indispensables pour la reconnaissance par la N-
myristoyltransférase (NMT) du site de myristoylation. Cette modification post-

traductionnelle permet la fixation d’un acide gras saturé (myristate) sur la glycine
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en position 2 de la MA lorsque la méthionine N-terminale a préalablement été
délétée. La mutation G2A (remplacement de la Glycine en position 2 par une
Alanine) prouve que la myristoylation est indispensable pour la production de
particules virales immatures en réduisant séverement la liaison de Gag a la
membrane et inhibe la production de particules virales (Bryant and Ratner, 1990;
Freed et al., 1994; Goéttlinger et al., 1989; Zhou et al., 1994). Lorsqu’il est lié a la
MA, le myristate existe sous 2 conformations. La premiere, lorsque la MA est sous
forme monomérique, ou il est séquestré au sein d’'une poche constituée par les
hélices-alpha de la MA. La seconde est observée lors de la trimérisation de la MA,
ou un changement structural permet I'exposition de la chaine carbonée du
myristate, facilitant I’ancrage de Gag dans les lipides membranaires (Chukkapalli
and Ono, 2011).

- Acides aminés 7 et 8 : non nécessaires a la myristoylation. Leur mutation entraine
d’importants défauts d’assemblage et de bourgeonnement en diminuant la liaison
a la membrane plasmique et inhibe I'exposition du myristate en présence de
phospholipides en bloquant la trimérisation de MA (Ono and Freed, 1999; Paillart
and Gottlinger, 1999; Saad et al., 2007).

- HBR (Highly Basic Region) : qui, avec I'ancrage par le myristate, est le second signal
qui stabilise I'interaction avec les lipides membranaires. Cette zone, composée des
acides aminés 15 a 32, permet la formation d’interactions électrostatiques avec la
téte polaire des phospholipides membranaires Pl(,5)P2, stabilisant la liaison de Gag
a la membrane plasmique (Saad et al., 2006). Il apparaitrait ainsi que la liaison de
Gag spécifique au Pls5P2 soit médiée par trois mécanismes : (i) exposition du
myristate et stabilisation (ii) par le Pl(,5)P2 et (iii) par les acides aminés basiques
(HBR).

- Acides aminés 85 a 89 : qui assurent avec le domaine HBR le ciblage de Gag
spécifiguement a la membrane plasmique qui est le principal site membranaire
d’assemblage de Gag pour la formation de particules virales immatures. Ainsi la
mutation de ces acides aminés entraine la relocalisation de I'assemblage sur les
membranes intracellulaires (Golgi, réticulum endoplasmique, ...) (Ono et al.,,

2000a).
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Toujours dans les étapes tardives, la liaison de la MA a I’ARN est également importante. En
revanche, une compétition entre acides nucléiques et lipides membranaires semble avoir lieu
au niveau de la MA car les acides aminés impliqués dans les différentes liaisons se retrouvent
tous localisés dans la partie N-terminale de la MA. Ainsi, certains acides aminés se retrouvent
impliqués d’une part dans la liaison a I’ARN et d’autre part dans la liaison lipidique (Figure 12).
La MA semble plutét lier une séquence C-terminale correspondant au géne Pol (Purohit et al.,
2001), alors que la nucléocapside permet la liaison de la séquence W située en N-terminale de
I’ARN viral génomique. Cette double liaison a ’ARN peut étre simultanée, le précurseur Gag
empruntant alors une forme compacte dite en U (Datta et al., 2007a; Munro et al., 2014).
Cette forme compacte caractéristique pourrait alors étre impliquée dans la sélection des
lipides membranaires spécifiques ou encore dans la différenciation entre ARNs cellulaires et
ARNs viraux. La caractérisation de cette forme compacte étant un de mes projets de these, le

réle et la structure de celle-ci seront détaillés dans la partie [IV] de ce chapitre.

Figure 12 : Chevauchement des sites de liaison préférentiels a 'ARN et au PI(4,5)P2 de la partie N-
terminal de la Matrice. Cette illustration de la partie N-ter de la matrice (PDB 1UPH) montre les sites
impliqués préférentiellement dans la liaison a I'’ARN (en rouge), ou aux phospholipides PI(4,5)P2 (en
bleu), ou impliqués dans la liaison avec I’ARN et les phospholipides membranaires (en violet) (Alfadhli
and Barklis, 2014).

c) Capside (CA)
La CA est la protéine indispensable a I'oligomérisation du précurseur Gag et permet la

formation de la capside virale conique contenant le génome viral caractéristique des

particules virales matures. La CA, protéine de 24 kDa, est sous divisée en deux sous-
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domaines reliés par une portion flexible : N-terminal ou CA-NTD (acides aminés 1-145) et C-
terminal ou CA-CTD (acides aminés 146-231) (Berthet-Colominas et al., 1999; Gamble et al.,
1997; Gitti et al., 1996; Lingappa et al., 2014b). Lors de I'assemblage de CA sous forme
d’hexameres (ou de pentameres favorisant les courbes de la base et du sommet de la capside),
le CA-NTD est situé a la surface extérieure de la capside, alors que le CA-CTD est dirigé vers
I'intérieur contenant le génome viral (Figure 13). Dans le CA-CTD est retrouvée une zone
appelée MHR (Major Homology Region), composée d’une vingtaine d’acides aminés trés
conservés (de D152 a L172) qui permet la dimérisation de Gag (Doménech et al., 2011). De
plus, des protéines Gag portant la double mutation W184A et M185A dans CA-CTD présentent
un fort défaut de multimérisation limitant alors la production de particules virales (Burniston

et al., 1999; von Schwedler et al., 2003).

Figure 13 : Représentation schématique de la forme conique empruntée par la capside virale mature
et observation de I'assemblage sous forme hexamérique (existe aussi des formes pentamériques) des
protéines de Capside (adapté de Campbell and Hope, 2015)

La capside virale a deux rbéles majeurs : le premier est un réle de protection des acides
nucléiques contre l'activité de facteurs cellulaires capables de reconnaitre des acides
nucléiques étrangers (la synthase cyclique des enzymes GMP-AMP (Lahaye et al., 2013) ou
TREX1 (three-prime Repair Exonucléase, Yan et al., 2010) ; le second permet de maintenir dans
un espace restreint I'ensemble des éléments nécessaires a la transcription inverse (ARN viral,

transcriptase inverse...).
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d) Nucléocapside (NC)

La NC, protéine de 7 kDa, est une petite protéine dont la structure et la séquence sont tres
conservées dans les différents sous-types de VIH-1. Dans ce manuscrit, une nomenclature
particuliere sera utilisée afin de faciliter la compréhension. Ainsi, la NC désigne le domaine NC
retrouvé dans le précurseur Gag, alors que la NCp7 permettra de décrire la protéine aprés
maturation. Sa structure caractérisée par deux doigts de zinc de type CX4CX,HX4C permet son
activité de liaison spécifique a la boucle SL3 de I’ARN viral (Figure 14 ; Guzman et al., 1998).
Cette protéine étant la cible du premier de mes projets de these, sa structure, ses fonctions
ainsi que son intérét comme nouvelle cible thérapeutique seront détaillées dans la partie [VI]

de ce chapitre.

Fixation de la boucle SL3
de la séquence W de
I’ARN viral

Figure 14 : Structure linéaire de la Nucléocapside (PDB 1AAF) et représentation de la poche
hydrophobe formée par les doigts de zinc ot vient se fixer la boucle SL3 de la séquence W de ’ARN viral
(adapté par M. Mori de Guzman et al., 1998).

e) Protéine p6

Aucun role aprés la maturation n’a été identifié pour ce domaine, d’'une masse de 6 kDa, de
I'extrémité C-terminale du précurseur Gag. En revanche, en tant que domaine de Gag, p6
permet la fixation de nombreux facteurs cellulaires et viraux indispensables au

bourgeonnement de particules virales infectieuses. Parmi eux, sont retrouvés des membres
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de la machinerie cellulaire, a savoir les facteurs cellulaires ESCRT (Endosomal sorting Complex
Required for Transport) impliqués dans le remodelage et la scission membranaire en
particulier dans la formation des corps multivésiculaires. Ces facteurs permettent de réaliser
la coupure entre particules virales et membrane cellulaire a la fin du bourgeonnement
(environ vingt protéines participent a ce processus). Ces protéines sont principalement
recrutées au niveau de deux motifs tres conservés de p6 appelés « late domain » (Votteler
and Sundquist, 2013) :
- domaine P(T/S)AP (code a une lettre de I'acide aminé dans la séquence; P =
proline, T = thréonine ou S = sérine, A = alanine) : connu pour fixer la protéine Tsg-
101, membre du complexe ESCRT-I (Garrus et al., 2001; Martin-Serrano et al., 2001;
VerPlank et al., 2001) qui permet le recrutement et la fixation des autres protéines
du complexe ESCRT. Ce domaine est le plus important des deux « late domain ».
- domaine YPxL (code a une lettre également ; Y = tyrosine, x = longueur et nombre
d’acides aminés variable, L = leucine) : interagit avec la protéine ALIX qui recrute et
active le complexe ESCRT-III (Strack et al., 2003).
- Enfin, son interaction avec la protéine auxiliaire Vpr permet 'embarquement de
cette derniere dans la particule virale (Solbak et al., 2013). Son réle ainsi que celui

des partenaires ESCRT sera discuté dans la partie [lll.I] de ce chapitre.
2. Protéines enzymatiques

a) Polyprotéine Gag-Pol

Au méme titre que le précurseur Gag mais en plus faible quantité, cette polyprotéine de 160
kDa (Pr160) est encapsulée lors de I'assemblage des particules. En revanche, cette protéine
est environ vingt fois moins abondante que Gag (Pettit et al., 2005). En effet, la traduction de
Gag est obtenue par un décalage du cadre de lecture a I'extrémité 3’ du gene gag rendant
silencieux le codon stop de fin de traduction de Gag (Figure 15; Coffin et al., 1997). Sa plus
faible concentration ne la rend pourtant pas moins importante, le précurseur Gag-Pol permet,
d’abord par clivage auto-protéolytique, I'apport de la protéase virale, puis grace au clivage
réalisé par cette derniére, l'apport des autres enzymes indispensables du VIH-1, la
transcriptase inverse et l'intégrase (Pettit et al., 2004). Le role de ces différentes protéines

sera décrit dans les parties suivantes et les différentes étapes qui découlent de I'activité
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enzymatique, a savoir la maturation [Partie IIl.J], la transcription inverse [Partie Ill.D] et

I'intégration [Partie III.F], seront étudiées plus tard.

MA N-ter CA C-terCA NC p6
Pr55 Gag | |
Spl 1Sp2
1
1
MA N-ter CA C-terCA NC : P6* PR RT IN
Pr160 Gag—P0| _S 1 | I3 |
p .

Figure 15 : Comparaison des précurseurs Gag et Gag-Pol. La ligne discontinue indique le décalage du
cadre de lecture qui aboutit a la synthese du précurseur Gag-Pol dans lequel le domaine p6 (indiqué ici
p6*) est directement associé au domaine NC sans domaine Sp2 (d’apres Leiherer et al., 2009; Louis et
al., 2013).

b) Protéase (PR)

Cette protéine virale est indispensable a la maturation de la particule virale, la rendant alors
infectieuse. Son action de clivage du précurseur Gag-Pol permet alors la libération des
protéines de structure et enzymatique. Comme les autres protéases a acide aspartique, la
protéase du VIH-1 présente un site actif avec un motif Asp-Thr-Asp dit « fireman’s grip »
(Cooper, 2002). Toutefois, elle a la particularité, comme celles des autres rétrovirus, de n’étre
active que sous forme d’homodimeéres (Wlodawer et al., 1989). Les acides aminés Asp-Thr-Gly
permettent I'activation d’une molécule d’eau nucléophile qui clivera alors la liaison peptidique
de la protéine cible (Sundquist and Krausslich, 2012). Synthétisée en tant que domaine du
précurseur Gag-Pol, la premiére action de cette protéine est de réaliser un clivage auto-
protéolytique selon un mécanisme encore mal connu (Tang et al., 2008). Cette protéine étant
indispensable a la formation de particules virales infectieuses, I'inhibition de son activité par
des molécules antivirales constitue un axe de recherche important qui a donné naissance a

plusieurs molécules actuellement sur le marché (Voir partie [V-B-V.3]) (Kunze et al., 2014).

c) Transcriptase Inverse (RT)

Cette protéine posséde deux activités enzymatiques indispensables a la synthése d’ADN
double-brin a partir de I’ARN viral, a savoir les activités polymérases (synthese de I’ADN
proviral) et RNase H (dégradation de I’ARN matrice). Cette étape qui a lieu dans le cytoplasme
est appelée transcription inverse et sera discutée dans la partie [IIl.D] de ce chapitre. La RT est
un dimére asymétrique composé des protéines p66 (560 acides aminés, contient les sites

actifs des deux activités enzymatique) et p51 (440 acides aminés, permet le maintien de la
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structure de la RT) toutes deux issues du clivage de Gag-Pol (Lowe et al., 1988; di Marzo
Veronese et al., 1986; Sarafianos et al., 2009). Grace a la caractérisation de la structure
tridimensionnelle de la protéine, il a été décrit que les deux sites actifs de la RT sont situés
dans deux zones distinctes (Jacobo-Molina et al., 1993; Kohlstaedt et al., 1992). La réplication
rapide et I'absence de systéme de correction sont trés importantes pour le virus et pour
expliquer les difficultés rencontrées dans la lutte contre l'infection. En effet, ces propriétés
contribuent a l'importante diversité génétique du virus rendant, jusqu’a aujourd’hui, le
développement de tout vaccin impossible. De plus, ce mécanisme est également a I'origine
des résistances observées chez les patients sous traitement rendant ce dernier inefficace a
tres long terme. Le réle de cette enzyme étant rapidement devenu un des mieux documentés
dans I'historique de la compréhension du VIH-1, il a été la premiere cible d’inhibiteurs

antirétroviraux (description dans la partie [V-B-V.1 et V-B-V.2] de ce manuscrit).

d) Intégrase (IN)

Cette protéine permet de réaliser I’étape d’intégration de I’ADN viral nouvellement synthétisé
par la RT dans I’ADN de I’h6te cellulaire. Cette étape sera décrite dans la partie [IIl.F] de ce
chapitre. Cette protéine de 32 kDa (288 acides aminés) est retrouvée sous forme de
monomeres, mais également de diméres, de tétraméres ou de diméres de tétraméres (Deprez
et al., 2000). La protéine monomérique est composée de trois domaines (Andrake and Skalka,
2015; Bushman et al., 1993; Engelman et al., 1993) :

- Domaine N-terminal (résidus 1 - 49) : contient un motif en doigt de zinc liant deux
zinc qui est nécessaire a l'oligomérisation et qui pourrait étre impliqué dans
I’'amélioration de la transcription inverse (Cai et al., 1997),

- Domaine central catalytique (résidus 50 - 212) : trés conservé, lie les régions LTR
(Esposito and Craigie, 1998) et contient le site catalytique (Aspartates 64 et 116 et
Glutamine 152) qui permet ainsi de réaliser les étapes de préparation de I’ADN viral
(3’-processing) et de transfert de brin. Pour étre actif ce site doit lier deux cations
divalentes (Mg?* ou Mn?*) (Dyda et al., 1994; Kulkosky et al., 1992),

- Domaine C-terminal (résidus 213 - 288) : qui est le domaine le moins conservé de
cette protéine (Eijkelenboom et al., 1995; Lodi et al., 1995) mais permet une liaison
non spécifique de ’ADN (Engelman et al., 1994), son import dans le noyau (Gallay

et al., 1997) et son oligomérisation par des domaines de type SH3. Ce domaine
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permet également la liaison a la RT qui améliore I'activité de transfert de brin de
I'Intégrase (Hehl et al., 2004).
Comme les deux autres enzymes précédemment décrites, celle-ci est également la cible de

molécules antirétrovirales (Voir partie [V-B-V.6]).
3. Protéines d’enveloppe

a) Polyprotéine Env (gp160)

Les protéines d’enveloppe sont indispensables a I'infection virale car elles permettent la
reconnaissance des cellules cibles et la fusion membranaire entre la particule virale et la
cellule. Le précurseur polyprotéique (gp160) synthétisé a partir d’'un ARN mono-épissé est
clivé par les protéases cellulaires (la furine, au niveau de I'appareil de Golgi) pour donner une
protéine transmembranaire gp41 et une autre de surface appelée gp120 (Hallenberger et al.,
1992; Vollenweider et al., 1996) bien que la furine ne semble pas indispensable a ce clivage
(Gu et al., 1995). Ces protéines s’organisent sous forme de diméres qui s’assemblent eux-
mémes sous forme de trimeres pour finalement se retrouver a la surface membranaire des
particules virales. Le précurseur Env possede un signal N-terminal pour étre dirigé dans le
réticulum endoplasmique ou ce signal sera éliminé. Dans ce dernier, gp160 est alors glycosylée
et oligomérisée (souvent sous forme de triméres) facilitant son transport vers 'appareil de
Golgi ou le précurseur sera protéolysé. Les liaisons non covalentes entre gp41 et gp160 sont
en revanche conservées permettant la formation du complexe gp120/gp41 (Checkley et al.,
2011). Ce complexe permet l'interaction du virus avec les récepteurs et corécepteurs a la
surface des cellules cibles. Le faible nombre de complexes gp41/gp120 a la surface des
particules virales (environ 14) contribue a la faible réponse immunitaire induite par I'infection

au VIH-1 (Schiller and Chackerian, 2014; Zhu et al., 2003, 2006).

b) Glycoprotéine de surface (gp120)

La glycoprotéine gp120, fortement glycosylée, est composée d’une succession de cing
domaines variables (V1 a V5) et de cing domaines constants (C1 a C5 ; Starcich et al., 1986;
Willey et al., 1986). Un grand nombre de résidus cystéines est retrouvé favorisant la mise en
place de ponts disulfures indispensables a la stabilisation de la structure tridimensionnelle du

complexe gp41/gp120 qui sera reconnu par le récepteur cellulaire CD4 (Leonard et al., 1990).
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V1 et V2 sont stabilisées par un pont disulfure et associées entres elles par un autre pont
permettant de former la boucle V1/V2. Cette boucle protége le domaine variable 3 (V3) qui
est trés important pour la fusion membranaire et dans le tropisme viral (Freed et al., 1990;
Hwang et al., 1994; Leonard et al., 1990). Ainsi, c’est sa séquence de 35 résidus et la variation
du nombre de charges de ce domaine qui permettent I'interaction avec I'un ou I'autre des co-
récepteurs CXCR4 ou CCR5 (Pollakis et al., 2004; Shioda et al., 1994). Concernant les domaines
constants, C1 et C5 constituent le site de liaison a la gp41 alors que C2 - C4 sont dans le core
de la protéine et nécessaires a la liaison avec CD4). La liaison entre V3 et CCR5 est plus
particulierement ciblée par un inhibiteur d’entrée actuellement sur le marché (Maraviroc® ;
(Dragic et al., 2000) ; voir partie [V-B-V.5]). La grande variabilité de cette glycoprotéine, sa
capacité de modification de structure et son important degré de glycosylation (Montefiori et
al., 1988) lui permettent de ne pas induire de forte réponse immunitaire en évitant d’étre

reconnue par des anticorps spécifiques (Checkley et al., 2011; Wyatt et al., 1998).

c) Glycoprotéine transmembranaire (gp41)

Cette glycoprotéine permet I'ancrage des spicules d’Env dans le méme hote, I'incorporation

d’Env au sein des particules virales et la fusion entre les membranes de la cellule cible et de la

particule virale. Elle est composée de trois domaines majeurs (Checkley et al., 2011; Lu et al.,
1995; Wyatt et al., 1998) :

- Domaine extracellulaire ou ectodomaine (Weissenhorn et al., 1997) : présente

une région hydrophobe N-terminale connue comme étant le peptide de fusion

(Bosch et al., 1989) suivie d’'une région polaire et de deux régions hydrophobes

appelées «heptad-repeat , HR» puis d’un domaine riche en tryptophane nommé

MPER (Membrane Proximal External Region, aussi appelé HR2) impliqués dans le

processus de fusion (Dubay et al., 1992; Munoz-Barroso et al., 1999; Salzwedel et

al., 1999). C’'est le changement structurel engendré par la fixation de gp120 au

récepteurs CD4 et aux co-récepteurs qui permet I'exposition du domaine de fusion

qui pénétre dans la membrane de la cellule héte, déstabilisant celle-ci formant

alors un pore par lequel passera la capside virale (Brasseur et al., 1990). Un peptide

dérivé du domaine HR2, I'enfuvirtide ou fuzeon, est actuellement sur le marché

(voir partie [V-B-V.4]).
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- Domaine transmembranaire : constitué de 40 acides aminés environ dont 25 sont

trés conservés, permet au complexe gp120/gp41 de s’insérer dans la bicouche

lipidique membranaire.

- Domaine C-terminal cytoplasmique : ce domaine est composé de plusieurs motifs

présentant des activités structurales et fonctionnelles :

4.

o Séquence YxxL qui interagit avec le complexe adaptateur pour la clathrine

(AP-2, Adaptor Protein 2) permettant I'endocytose clathrine-dépendante
du virion, le bourgeonnement viral dans les cellules épithéliales (Lodge et
al., 1997), le passage de cellule T a cellule T (Deschambeault et al., 1999) et
I'infectivité virale (Day et al., 2004).

Motif di-leucine qui interagit avec la protéine AP-1, autre complexe
permettant I’endocytose clathrine-dépendante indépendamment du motif
YxxL (Byland et al., 2007; Wyss et al., 2001).

Trois hélices amphipathiques (LLP-1, LLP-2 et LLP-3), souvent citées comme
peptides lytiques, structurellement trés conservées et impliquées dans la
stabilité d’Env, sa capacité de fusion (Kalia et al., 2003), sa multimérisation
(Lee, 2000), son expression membranaire (Blltmann et al., 2001) et son

incorporation dans la particule virale (Piller et al., 2000).

Protéines régulatrices

Protéine Tat (Trans-activator of Transcription)

La protéine Tat, encodée par deux exons différents (rapprochés par un double épissage), est

une petite protéine dont la masse varie de 14 a 16 kDa (suivant la souche virale considérée)

jouant un réle crucial dans I'activation de la transcription du VIH-1. C'est une des premiéres

protéines exprimées lors de I'infection qui reconnait la séquence TAR a I'extrémité 5’ de I’ARN

viral en cours de transcription (Figure 8). Tat recrute alors des protéines (Cyclin dependent

kinase 9 et Cyclin T1) du complexe P-TEFb qui se retrouvent proches de I’ARN-polymérase-II

qui, alors débloquée de sa pause, peut reprendre la synthése de I’ARN (Bagashev and Sawaya,

2013; Mancebo et al., 1997; Zhu et al., 1997). Tat est composée de trois domaines fonctionnels

dontle:
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- Domaine de transduction (PTD) : permet 'internalisation de Tat dans les cellules
(domaine minimal a.a. 47 - 57). Ce motif a été utilisé comme CPP (cell prenetrating
peptide) pour importer dans des cellules de nombreux peptides, protéines ou
molécules chimiques (Mae and Langel, 2006).

- Domaine de transactivation : situé en position N-terminale, riche en prolines et
cystéines, interagit avec de nombreuses protéines cellulaires et est essentiel a
I'activité de transactivation de la transcription, a la liaison de zinc et a la
dimérisation de Tat (Frankel and Pabo, 1988; Johri et al., 2011).

- Domaine riche en arginine : permet l'interaction avec la séquence TAR de I’ARN
viral (Berkhout et al., 1989).

Tat est également impliquée dans I'augmentation de I’expression de protéines cellulaires dans
les cellules infectées comme plusieurs cytokines (IL-6, 8 et 10 ; Buonaguro et al., 1992; Ott et
al., 1998), le co-récepteur CCR5 (Huang et al., 1998a), ou le récepteur a I'interleukine-2 (CD25 ;
Mayol et al., 2007). A I'inverse, Tat permet la diminution de I’expression d’un grand nombre
de protéines cellulaires dont des molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de classe
| (CMH-1) indispensables pour une réponse immunitaire correcte (De La Fuente et al., 2002;
Howcroft et al., 1993). De plus, comme Tat est libérée dans I'espace intercellulaire par les
cellules infectées, elle a également montré une capacité a induire I’'angiogenese (Albini et al.,
1996), la prolifération des cellules de Kaposi (Ensoli et al., 1990) ou I'apoptose de cellules T
non infectées (Li et al., 1995; Westendorp et al., 1995) en agissant sur des récepteurs
extracellulaires ou aprés entrée dans ces derniéres. |l a également été montré que Tat
augmente I'expression de la protéine MMP9 connue pour dégrader la matrice extracellulaire
de la barriére cérébrale entrainant un désordre neurologique causant des démences dans de
plus de 50 % des patients touchés par le SIDA (Ju et al., 2009; Romani et al., 2010).

Comme cette protéine joue un réle critique dans la transcription du génome viral, elle
constitue une cible intéressante pour le développement de nouveaux inhibiteurs ou méme
pour le développement d’une nouvelle stratégie vaccinale (Programme de recherche TAT/

BIOSANTECH SA®, Loret et al., 2016).

b) Protéine Rev (Regulatory of Viral Expression)

Cette phosphoprotéine de 116 acides aminés fait la navette entre le noyau et le cytoplasme

de la cellule (Pollard and Malim, 1998). Son extrémité N-terminale se fixe sur la séquence RRE
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(Rev Response Element) des ARNs viraux permettant I’export nucléaire des ARNm viraux non
ou mono-épissés (Bohnlein et al., 1991; Daly et al., 1989). En effet, en condition normale, les
cellules eucaryotes régulent I'expression et controlent I'export nucléaire des ARNm
correctement épissés. Le systeme d’export NFX1 est utilisé par les ARNm viraux totalement
épissés (Cullen, 2003). Toutefois, afin d’exporter de grandes quantités d’ARNm non
totalement épissés, comme le génome viral, le VIH-1 utilise le systeme Rev/RRE pour
outrepasser les différents points de régulations cellulaires. Le complexe Rev/RRE est ainsi
reconnu au niveau du signal d’export nucléaire riche en leucine de Rev par les protéines
cellulaires CRM1 (Chromosome Maintenance 1) lié a Ran-GTP formant un complexe d’export
ribonucléoprotéique (RNP) (Fischer et al., 1995; Fornerod et al., 1997; Williamson, 2015).

Finalement, il a récemment été démontré que la structure secondaire adoptée par la

séquence RRE permet de contrdler I'activation de la réplication (Sherpa et al., 2015).
5. Protéines auxiliaires

a) Protéine Nef (Negative Regulatory Factor)

Cette protéine de 27 kDa, myristoylée en N-terminal (Harris, 1995), est, conjointement aux

protéines Rev et Tat, une des premiéres protéines synthétisées lors de I'infection par VIH-1

(Klotman et al., 1991). Nef est retrouvée dans le cytoplasme ou associée a la membrane

cellulaire. Elle permet la régulation de plusieurs molécules de surfaces favorisant ainsi la
dissémination virale. Parmi ces molécules sont retrouvés (Kirchhoff et al., 2008) :

- Le récepteur CD4, dont I'inhibition est également obtenue par I'action d’autres

protéines virales (Vpu et Env). Nef favoriserait dés le début de l'infection, en

recrutant les protéines AP-2 et ALIX (Amorim et al., 2014; Greenberg et al., 1997),

I’endocytose des récepteurs CD4 membranaires déja exprimés et entrainerait leur

dégradation par la voie lysosomale (Anderson et al., 1994; Rhee and Marsh, 1994).

- Les complexes majeurs d’histocompatibilité de classe | et Il (CMH-I et —Il) : ces

complexes présentent des antigenes étrangers a la surface des cellules

présentatrices d’antigénes qui sont reconnus par les lymphocytes T cytotoxiques

(LT CD8*) et provoquent la mort cellulaire des cellules infectées (Schwartz et al.,

1996). Nef agirait sur deux fronts: d’abord elle favoriserait I'endocytose des

complexes du CMH-I retrouvés a la surface cellulaire selon un processus dépendant
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du recrutement des protéines AP-1, PACS-2 et kinases de la famille Src (Atkins et
al., 2008; Hung et al., 2007). Puis, Nef bloquerait le transport vers la membrane des
CMH-I nouvellement synthétisés (Kasper et al., 2005; Pawlak and Dikeakos, 2015).

- Différents récepteurs de lymphocytes T comme CD28 (Bell et al., 2001; Swigut et
al., 2001) ou CXCR4 (Hrecka et al., 2005) inhibant ainsi la réponse antigénique
spécifique des lymphocytes T.

b) Protéine Vif (Viral Infectivity Factor)

Cette protéine basique et phosphorylée de 23 kDa est essentielle pour la réplication virale
dans les cellules telles que les lymphocytes et les macrophages mais dispensable dans d’autres
lignées cellulaires dites permissives (Hela, 293T, Cos7, ...). Moins évident est le fait que la
nature de la cellule (permissive ou non) produisant le virus est plus importante pour I'action
de Vif que la cellule infectée elle-méme. En effet, un virus produit en cellule permissive est
capable d’infecter une cellule non permissive. Cette particularité est due a I'expression dans
les cellules non permissives du facteur de restriction cellulaire APOBEC3G (effet similaire pour
APOBEC3F) (Sheehy et al., 2002). APOBEC3G est une cytidine déaminase qui mute les
cytosines en uraciles dans I’ADN produit lors de la transcription inverse entrainant des mis-
appariements qui sont détectés et détruits par des systémes de réparation de I’ADN inhibant
la synthese du provirus (Mangeat et al., 2003; Zhang et al., 2003). Vif interagit avec APOBEC
ce qui entraine la dégradation protéasomale d’APOBEC3G (Rose et al., 2004) limitant son
incorporation dans les virions permettant alors de contrer I'action d’APOBEC3G (Henriet et
al., 2009; Mariani et al., 2003; Marin et al., 2003). Vif parvient également a inhiber Ia
traduction de APOBEC3G et 3F.

c) Protéine Vpr (Viral Protein R)

Cette protéine de 14 kDa, exprimée tardivement au cours de I'infection semble jouer des roles
importants dans les étapes précoces de l'infection virale. En effet, cette protéine auxiliaire est
incorporée dans les particules virales via les domaines p6 et NC de Gag (Bachand et al., 1999;
Fritz et al., 2008, 2010; de Rocquigny et al., 1997; Salgado et al., 2009). Cette protéine a
plusieurs fonctions (Guenzel et al., 2014; Morellet et al., 2009) :

- Induction de I'arrét du cycle cellulaire en phase G2 bloquant ainsi la prolifération

des lymphocytes T (He et al., 1995; Jowett et al., 1995). En effet, cet arrét
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favoriserait la transcription virale car les LTR du VIH-1 sont plus actifs en phase G2
(Goh et al., 1998) et, pendant cette phase, la traduction est augmentée stimulant
la production virale.

- Induction de l'apoptose des lymphocytes T infectés (pas des macrophages)
conduisant a la diminution drastique de leur nombre dans les phases précoces de
I'infection.

- Amélioration de la fidélité de la transcription inverse. Ainsi, en I'absence de Vpr,
I'incorporation de mutations est quatre fois plus élevée lors de I'étape de
transcription inverse qu’en présence de Vpr (Mansky, 1996). Vpr interagit avec
I"'uracil DNA glycosylase (UNG2) une protéine d’un systéme de réparation de I’ADN
permettant le remplacement d’uraciles (normalement retrouvés uniquement dans
I’ARN) incorporés par erreur dans I’ADN lors de la transcription inverse ou obtenus
par déamination de cytosines (Mansky et al., 2000).

- Import nucléaire de I’ADN viral en étant membre a part entiére du complexe de
pré-intégration (Jenkins et al., 1998; Lyonnais et al., 2013; McDonald et al., 2002)
et notamment dans le contact de ce complexe avec les pores nucléaires (Fouchier

et al., 1998; Piller, 2001).

d) Protéine Vpu (Viral protein U)

Cette protéine de 16 kDa est composée d’un domaine N-terminal transmembranaire et d’'un
domaine intra-cytoplasmique dont une partie, située entre deux hélices a, est hautement
conservée et phosphorylée. Plusieurs activités sont attribuées a Vpu (Bour and Strebel, 2003;
Gonzélez, 2015) :

- Dégradation des récepteurs CD4 par un processus impliquant le protéasome. Cette
dégradation cible les récepteurs CD4 bloqués dans le réticulum endoplasmique par
leur association avec la protéine d’enveloppe gp160. Ainsi, la dégradation des CD4
par Vpu permet a Env de poursuivre son trafic vers la membrane cellulaire (Willey
et al., 1992a, 1992b).

- Stimulation de la libération de particules virales. Vpu est capable par un mécanisme
mal défini a ce jour mais impliquant le domaine transmembranaire d’inhiber la
protéine tétherine, protéine transmembranaire capable de former une attache

pour les virus a la membrane cellulaire (Neil et al., 2008; Van Damme et al., 2008).
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[11. Comment le VIH se multiplie-t-il ?

A. Le cycle réplicatif : se multiplier pour mieux infecter

L’objectif principal du virus étant de se multiplier, il a mis en place de nombreuses stratégies
lui permettant d’utiliser les outils cellulaires qui lui sont indispensables pour atteindre cet
objectif. Il se sert du systeme de défense immunitaire pour infecter les cellules qui le
composent, puis contourne les systémes de controle que ces cellules utilisent pour se protéger
et finalement laisse périr cette cellule tant aimée pour en infecter d’autres.

On peut diviser le cycle en deux grandes étapes (Figure 16) :

- Etapes précoces : comprenant les phases de contact et d’entrée dans la cellule [B],
de décapsidation [C], de transcription inverse [D], d’import nucléaire [E] et
d’intégration [F]. Ces étapes permettent ainsi d’entrer dans la cellule pour insérer
le génome viral dans I’ADN cellulaire.

- Etapes tardives : comprenant les étapes qui suivent I'intégration du génome viral,
a savoir, la transcription du génome viral en divers ARNs, leur épissage et transport
du noyau vers le cytoplasme [G], la traduction des protéines virales [H],
I'assemblage permettant le bourgeonnement de nouvelles particules [I] et
finalement la maturation [J]. Ces étapes permettent ainsi |'utilisation de la
machinerie cellulaire pour la production de nouvelles particules virales capables
d’infecter d’autres cellules.

Les mécanismes de chacune des étapes citées précédemment seront étudiés dans les sections

suivantes.
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Figure 16 : Cycle réplicatif du VIH-1 dans lequel on peut distinguer les étapes précoces et les étapes
tardives. Afin de rendre ce cycle facilement compréhensible, certaines étapes sont ici simplifiées. Le
détail de chacune de ces étapes sera étudié dans les parties et figures suivantes (Adapté de Coiras et
al., 2009).

B. Contact entre le virus et la cellule : le baiser mortel

Le contact entre la particule virale et la cellule cible est une étape cruciale pour I'infection par
le VIH-1. Il débute par un premier contact souvent peu spécifique entre Env et des
protéoglycanes (sur les macrophages; Saphire et al., 2001) ou plus spécifique avec des
intégrines ou d’autres molécules comme DC-SIGN (Dendritic Cell Specific Intercellular
adhesion molecular-3-Grabbing Non-integrin ; Geijtenbeek et al., 2000). Des contacts entre
des protéines cellulaires incluses dans la membrane virale et des composants de la cellule
peuvent aussi avoir lieu comme entre ICAM-1 et LFA-1 par exemple (Fortin et al., 1998). Apres
ce premier contact, les triméres de diméres gp41/gp120 a la surface des particules virales sont
reconnus, via la glycoprotéine gp120, par le récepteur CD4 (Maddon et al., 1986; McDougal
et al., 1986, dont le role physiologique majeur est de participer au processus de stimulation
des lymphocytes T auxiliaires) des cellules cibles : lymphocytes T CD4*, macrophages,
microglie ou cellules dendritiques. Cette interaction induit un changement conformationnel
de gp120 exposant alors les chaines variables qui la composent et en particulier le domaine

V3 qui est reconnu par des récepteurs aux chimiokines (CCR5 et CXCR4, récepteurs couplés
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aux protéines G caractérisés par sept domaines transmembranaires) considérés comme des
co-récepteurs du VIH (Huang et al., 2005; Kwong et al., 1998 ; Figure 17 A). L' utilisation de I'un
ou l'autre des co-récepteurs permet de définir le tropisme du virus. |l existe ainsi des virus R5
qui utilisent principalement le récepteur a la chimiokine CCR5 et des virus X4 qui eux se fixent
plutdt sur le co-récepteur CXCR4. Finalement les souches virales R5X4 peuvent utiliser les deux
types de co-récepteurs. Généralement, en début d’infection virale, on retrouve
principalement des VIH-1 a tropisme R5 (malgré la forte expression de CXCR4 dans les cellules
cibles du VIH), évoluant vers un double tropisme, pour finalement observer majoritairement
des virus a tropisme X4 dans les étapes tardives de la maladie (Regoes and Bonhoeffer, 2005).
Apres fixation des récepteurs et co-récepteurs, le virus migrerait le long de la membrane
cellulaire pour atteindre les sites de fusion (Lehmann et al., 2005) ou Env subit une nouvelle
modification structurelle qui induit I'exposition du peptide hydrophobe de fusion de gp41l
(Figure 17 B). L'exposition du peptide de fusion entraine le rapprochement de I'hélice-a N-
terminale d’une gp41 et de I'hélice-a C-terminale d’'une autre gp41 du trimére formant alors
au sein de chaque trimere un faisceau composé de 6 hélice-a. Les hélices en N-terminal étant
proches de la membrane cellulaire et les hélices en C-terminal de la membrane virale, la
formation du faisceau entraine d’abord le rapprochement des deux membranes, puis la
formation du pore membranaire et finalement I’entrée de la capside virale dans le cytoplasme

cellulaire (Eckert and Kim, 2001; Melikyan, 2008).
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Figure 17 : Entrée du VIH-1 dans la cellule. On peut ainsi distinguer deux étapes : (A) liaison avec le
récepteur CD4 suivie de celle avec le co-récepteur aux chimiokines CCR5 ou CXCR4 et (B) fusion
membranaire par insertion du peptide de fusion, porté par la gp41, dans la membrane cellulaire et
création d’un pore membranaire par formation d’un faisceau composé de six hélices-a provenant du
trimére de gp41 (traduit de Esté and Telenti, 2007).

Ce mécanisme dépendant des récepteurs et corécepteurs n’a pas le monopole de I'infection.
Ainsi, malgré les controverses, il est évident qu’il existe une transmission de cellules a cellules
au travers d’une structure appelée « synapse virologique » entre cellules immunitaires (Jolly
et al., 2004, 2011; McDonald et al., 2003). Il apparait également que cette transmission de
cellules a cellules, qui implique un phénomene d’endocytose dynamine dépendante (Sloan et
al., 2013) reste malgré tout sensible a I'action des inhibiteurs d’entrée et des anticorps
neutralisants (Martin et al., 2010). Cette transmission cellule-cellule est prédominante (en
comparaison avec la transmission classique) dans les tissus lymphatiques ou les virus sont
présents en grande quantité.

L'entrée du virus dans la cellule étant la premiére étape du cycle viral, elle constitue
évidemment une cible thérapeutique tres intéressante. Ainsi, plusieurs stratégies ont été

développées afin d’inhiber I'entrée du VIH-1 dans la cellule cible :
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- Cibler la gp41, comme par exemple avec I'Enfuvirtide®, voir la partie [V-BV.4],

- Cibler le CCR5, comme par exemple par le Maraviroc®, voir la partie [V-B-V.5],

- Cibler le CXCR4, aucune molécule n’est actuellement sur le marché pour cibler la
liaison entre gp120 et ce co-récepteur. Plusieurs laboratoires se penchent sur la
guestion mais la toxicité cardiaque et le faible effet clinique de 'AMD-3100 ont
stoppé les développements des molécules de cette classe (Hendrix et al., 2004).

- Cibler le CD4, récepteur permettant la fixation du virus a la membrane de la cellule,
a rapidement constitué une cible de recherche avec par exemple le développement
d’une forme soluble de CD4 qui pourrait se fixer préférentiellement a gp120 et
entrer en compétition avec le CD4 a la surface de la cellule. Or cette stratégie s’est
avérée completement inefficace chez ’'Homme (Daar et al., 1990). En revanche,
récemment, un inhibiteur (BMS-663068, basé sur la structure de la gp120 lié au
CD4) a été développé et I'étude clinique NCT01009814 est toujours en cours
(Nettles et al., 2012). Cette voie est toujours le sujet d'importants travaux comme
le montre la description d’un nouvel inhibiteur de I'interaction entre gp120 et CD4

qui bloque I'entrée du virus (Heredia et al., 2015).

C. Entree et décapsidation : attaquer le « rempart » et rentrer

dans la « cour » cellulaire

L’entrée du virus dans la cellule hote correspond au passage de la capside virale contenant le
génome viral, a travers le pore membranaire. La décapsidation correspond littéralement a
I'ouverture de la capside virale libérant alors le génome viral qui est prét a subir la
transcription inverse. Une des caractéristiques du VIH-1 (et des autres lentivirus) est leur
capacité a infecter des cellules qui ne sont pas en division. La difficulté est ainsi de faire entrer
le génome viral dans le noyau pour qu’il soit intégré dans le génome cellulaire.

La capside constituée, apres clivage protéolytique de Gag par la protéase, d’environ 1500
monomeres de CA est caractérisée par une forme conique d’environ 100 nm de long et de 52
nm de diameétre a sa plus grande base (Welker et al., 2000). Les 1500 protéines de CA sont,
selon un modele présenté récemment, assemblées en 216 hexameres et 12 pentaméres (Zhao
et al., 2013). Sa forme conique caractéristique contient deux copies de I’ARN viral recouvertes

de protéines de NCp7, associées aux enzymes virales (transcriptase inverse et intégrase) et a
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des protéines accessoires. Cette capside permet ainsi de protéger le génome viral des facteurs
cellulaires potentiellement néfastes pour lui et permet également de maintenir dans un
environnement proche I’ARN et la transcriptase inverse qui pourra alors produire I’ADN viral.
Le dogme voulait que la décapsidation précede la transcription inverse. Or plusieurs roles
impliquant la CA dans I'import nucléaire (Matreyek and Engelman, 2011) et I'intégration du
génome viral dans le génome cellulaire (Koh et al., 2013) montrent I'implication de la CA dans
plusieurs étapes de la phase précoce du cycle viral. La décapsidation semble donc étre
incomplete tant que le génome viral n’est pas entré dans le noyau. En effet, la taille des
éléments qui passent au travers d’un pore nucléaire n’excéde pas 39 nm (Panté and Kann,
2002) alors que la taille de la capside mesure 52 nm de diamétre (au plus large), montrant
gu’une capside compléte ne peut pas rentrer dans le noyau. Plusieurs modeles de
décapsidation ont donc été proposés (Campbell and Hope, 2015 ; Figure 18) :

- Décapsidation immédiate (Figure 18 A)qui pencherait en faveur d’une
décapsidation totale immédiatement aprés l'entrée de la capside dans le
cytoplasme cellulaire. Ce modele décrit depuis plusieurs années est basé sur
I'absence d’étude montrant la présence de protéine de CA dans le complexe de
transcription inverse (Karageorgos et al., 1993). Cette absence est probablement
causée par un artefact d’expérience dans les procédures de purification qui
supprimerait la majeure partie des protéines (CA) composant la capside. De plus,
plusieurs observations remettent en question ce modéle, comme le réle de la
capside dans la protection du génome viral (empéche la reconnaissance par les
senseurs d’ADN qui peuvent déclencher une réponse de 'immunité innée ; Lahaye
et al., 2013) ou son implication dans I'infection de cellules quiescentes (Yamashita
and Emerman, 2004; Yamashita et al., 2007).

- Décapsidation cytoplasmique (Figure 18 B) oU une perte progressive de
nombreuses CA se fait lors du trafic vers le noyau cellulaire. Plusieurs techniques
expérimentales permettent d’avancer ce modele (McDonald et al., 2002; Perez-
Caballero et al., 2005; Xu et al., 2013). Puisque l'intégrité de la capside diminue
avec la perte continue de CA, ce modéle est contradictoire avec le role de la capside

dans la protection du génome viral. Il est en revanche possible que cette
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décapsidation progressive couplée au recrutement de différents facteurs
cellulaires permette de prolonger le role protecteur de la capside.

- Décapsidation dans le pore nucléaire (Figure 18 C) ou I'intégrité de la capside reste
totale tout au long du trafic vers le noyau ou il y a libération du génome viral dans
le noyau au travers du pore nucléaire. Ce modele est celui qui correspond le plus
au role protecteur du génome viral joué par la capside (les différents facteurs
cellulaires sont incapables d’atteindre le génome viral). La présence de capside
intacte au niveau du pore nucléaire penche ainsi en faveur d’une décapsidation au
niveau du pore nucléaire favorisant alors I'entrée de I’ADN viral dans le noyau
cellulaire (Arhel et al., 2007). Enfin, I'interaction de la CA avec les protéines du pore

nucléaire (NUP358 et NUP153) montrent également la pertinence de ce modele.
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Figure 18 : Différents modéles de décapsidation actuellement proposés. Ces différents modéles ne
sont pas exclusifs et leurs complémentarités peuvent contribuer a expliquer les différences observées
entre les divers résultats expérimentaux visant a prouver chaque modele indépendamment (Traduit de
Campbell and Hope, 2015).

Ces trois modeéles, plus complémentaires qu’exclusifs, montrent que le phénoméne de
décapsidation n’est pas encore complétement compris. Malgré cela, la protéine CA est une
cible pour le développement d’inhibiteurs antiviraux. Ainsi, malgré des mécanismes d’actions

différents, PF74 (Shi et al., 2011) ou BI-2 (Lamorte et al., 2013) permettent la déstabilisation
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de la capside virale. Les différentes implications de la capside dans les étapes précoces du
cycle viral montrent que c’est une cible thérapeutique trés intéressante. En revanche, pour
développer une molécule efficace, il est indispensable de comprendre les différents
mécanismes de recrutement de partenaires et de décapsidation qui ne sont pour I'instant que
des spéculations méme si des études récentes montrent de plus en plus de précisions sur ce

mécanisme (Ma et al., 2016).

D. Transcription inverse : quand I’ARN devient ADN

La transcription inverse est I'étape indispensable qui permet la production d’ADN double brin
viral a partir de I’ARN (+) viral retrouvé dans les particules infectieuses. Cette étape est réalisée
par la transcriptase inverse (RT pour Reverse Transcriptase en anglais) qui posséde a la fois
une activité ADN polymérase (synthése d’ADN) et une activité RNase H (dégradation de I’ARN).
La RT agit au sein du complexe de transcription inverse composé de deux copies d’ARN viral,
d’ARNtYs3, des protéines virales MA, CA, NC, RT, IN, Vpr et de protéines cellulaires dont I’'Uracil
DNA glycosylase (UNG2), la Cyclophiline A (CypA) et I'Heat Shock Protein 70 (HSP70)
(lordanskiy and Bukrinsky, 2007). Lors de la transcription inverse le complexe évolue alors en
un complexe appelé complexe de pré-intégration (PIC, description dans la partie [IlI-E] de ce
manuscrit). La transcription inverse peut étre divisée en plusieurs étapes (Figure 19) (Cimarelli
and Darlix, 2014; Onafuwa-Nuga and Telesnitsky, 2009; Sarafianos et al., 2009) :

- Liaison de I'ARNtYs3: cette amorce, empruntée a la cellule productrice, est
retrouvée dans les particules virales. Elle se lie de facon complémentaire a la
séquence PBS située sur I’ARN viral (Figure 19 A) ;

- Synthése du brin (-) d’ADN « strong-stop » (région U5 et R) par l'activité
polymérase 3’->5’ de la RT qui a reconnu le complexe ARN/ARNtYs3 et dégradation
de la partie correspondante de I’ARN matrice par I'activité RNaseH de la RT (Figure
19B);

- Premier saut de brin de ’ADN « strong-stop » et de I'amorce qui se repositionne
au niveau de I'extrémité 3’ terminale de I’ARN par appariement a la séquence
complémentaire R. Il y a alors synthése compléte du brin d’ADN (-) a partir de I’ARN

viral et dégradation de celui-ci par la RT (Figure 19 C) ;
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- Syntheése du brin (+) d’ADN en utilisant comme amorces des régions ARNs
résistantes a I'action de la RNase H (cPPT et PPT). Cette étape permet notamment
la synthése de la séquence U3-R-U5 de I'extrémité 3’du brin d’ADN (+) (Figure 19
D);

- Dégradation de I'ARNtYs3 entrainant le second saut de brin et permettant
I'hybridation des séquences PBS complémentaires des deux brins d’ADN,
provoquant par ailleurs la circularisation du brin d’ADN (-) (Figure 19 E)

- Finalement la synthése d’ADN viral se termine. Il y a alors synthése des portions
manquantes par complémentarité aboutissant a I’ADN viral linéaire possédant a
ses deux extrémités les séquences LTR (Long Terminal Repeat) composés des
séquences U3-R-U5. Lors de cette synthése, une structure particuliére est
retrouvée au niveau du cPPT qui correspond a un fragment simple brin riche en
purine. Il est important de noter que cette structure, dite ADN flap semble étre a
I'origine du déclenchement de la décapsidation (dans le modéle de décapsidation
cytoplasmique progressive, Arhel et al., 2007). Il peut également se produire des
phénomeénes de réparation de I’ADN et de ligation pour donner un ADN circulaire

possédant une ou deux séquences LTR unique ou double (Figure 19 F).
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Figure 19 : Différentes étapes de la transcription inverse. L’ARN viral est représenté par une ligne fine
rouge, le brin ADN (-) par une ligne épaisse rouge, le brin ADN (+) par une ligne épaisse bleue, ’ARN~s3
esten vert, les LTR sont surlignés en jaune et enfin I’ADN cellulaire est représenté par des lignes épaisses
noires. L’ADN circulaire avec un LTR unique ou double résultant de la réparation et de la ligation d’un
ADN circulaire n’est pas représenté ici (Adapté de Onafuwa-Nuga and Telesnitsky, 2009).

La transcription inverse, indispensable pour l'infection virale, est la cible de molécules
antivirales (description dans la partie [V-B-V.1V.2] de ce manuscrit). Ce f(it la premiere étape
ciblée par un traitement antirétroviral dans les années 1980.

L'activité polymérase de la transcriptase inverse n’étant pas fidele a 100 %, cette étape est
ainsi a 'origine de la variabilité génétique du VIH-1 et est également la cause des résistances
aux traitements actuels. En effet, certaines mutations modifient positivement le virus le

rendant ainsi insensible aux inhibiteurs de RT utilisés pour limiter son développement. Ces
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mutations peuvent ainsi réduire l'incorporation de NRTI par rapport aux nucléotides
classiques, ou peuvent faciliter I'excision de la base modifiée incorporée, bloquant
préférentiellement la synthese d’ADN viral (Hu and Hughes, 2012).

Outre l'insertion de mutations, il existe également un systeme de recombinaison génétique
qui participe a la variabilité génétique du VIH-1. Ce systéme permet ainsi I'apport d’une
mutation favorable, la délétion de mutants défavorables, ou encore la combinaison des deux.
Cet échange de portion d’ARN (par exemple entre les 2 copies d’ARNs encapsidées dans la
particule virale) est exceptionnellement fréquent dans le VIH-1 favorisant la variabilité

génétique et la sélection de « super-virus » (Onafuwa-Nuga and Telesnitsky, 2009).

E. Import nucléaire : rentrer dans le donjon pour prendre les

commandes

Une des caractéristiques des lentivirus est leur capacité a infecter des cellules qui ne sont pas
en division. Ainsi, ils doivent passer la membrane nucléaire qui protége le génome cellulaire
en passant au travers du pore nucléaire. Le génome viral va alors pouvoir s’intégrer dans le
génome cellulaire (voir partie [F]). Le pore nucléaire est une structure stable qui permet le
passage de molécules entre le noyau et le cytoplasme. Il est composé d’une trentaine de
protéines différentes environ appelées les nucléoporines. Celles-ci forment un pore capable
de laisser diffuser passivement les molécules de moins de 9 nm de diametre, de faciliter le
passage actif (par un transporteur des molécules jusqu’a 39 nm) et finalement d’empécher
I’entrée des molécules plus grosses (Hoelz et al., 2011). Le PIC (complexe de pré-intégration)
est la continuité du complexe de transcription inverse et, par convention, le PIC commence
guand la transcription inverse est terminée et que l'Intégrase a réalisé son activité de
3’processing (clivage des deux derniers nucléotides en 3’ de chacun des deux brins d’ADN). Le
PIC permet le passage de I'ADN viral néo-synthétisé et de protéines indispensables a
I'intégration au travers du pore nucléaire (comme le PIC est plus gros que la capacité de
passage du pore nucléaire, 'ensemble du PIC ne rentre pas dans le noyau). L’adressage du PIC
vers le noyau se fait grace aux signaux de localisation nucléaire (NLS) présents sur la MA, I'IN
et Vpr. Ces différents signaux peuvent alors interagir avec des adaptateurs facilitant le
transport nucléaire (Rchl, KPNA4, KPNB1, TNPO3...) ou directement avec des protéines du

pore nucléaire (NUP153, hCG1) (Matreyek and Engelman, 2013). Ces signaux ne semblent en
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revanche pas indispensables pour I'import nucléaire, alors que I’ADN flap a la fin de la
transcription inverse serait le seul signal nécessaire a I'import nucléaire (Riviere et al., 2010).
Les protéines CA semblent également jouer un role important dans I'import nucléaire du PIC
(Dismuke and Aiken, 2006). Une décapsidation lente pendant le transport nucléaire du
complexe de transcription inverse puis du PIC pourrait contribuer au démasquage des NLS des
protéines du PIC, tout en laissant I'espace pour le recrutement de protéines (BAF, hMGA1)
favorisant I'entrée nucléaire. La CA interagit également directement avec des protéines
favorisant I'import nucléaire (Cyclophylin A, TNPO3, NUPs, KPNs...) (Matreyek and Engelman,
2013). Finalement, il apparaitrait que certaines protéines du PIC qui rentrent dans le noyau
avec I’ADN pourraient participer a la sélection du site spécifique d’intégration (TNPO3 par
exemple).

Malgré le nombre important d’études, les mécanismes de décapsidation et d’import
nucléaires sont peu connus. La compréhension de ces mécanismes pourrait permettre le

développement de nouveaux inhibiteurs empéchant ainsi I'infection de cellules quiescentes.

F. Intégration : insertion du génome viral dans le géenome

cellulaire

Apreés I'import nucléaire, I’ADN proviral est intégré dans le génome de la cellule héte (Craigie
and Bushman, 2012). L'IN est la protéine virale responsable suffisante pour catalyser la
réaction d’intégration. En outre, la localisation de cette intégration n’est pas aléatoire mais
cible préférentiellement les sites de transcription active principalement dans des régions tres
proches des pores nucléaires (Berry et al., 2006; Marini et al., 2015; Schrdoder et al., 2002).
L'intégration du génome a lieu en plusieurs étapes (Suzuki et al., 2012) :
- Reconnaissance par un dimere d’IN des deux extrémités de "ADN proviral au
niveau de sites d’attachement a I'extrémité des LTRs (Figure 20 A),
- Préparation de 'ADN par clivage de deux nucléotides trés conservés aux deux
extrémités 3’ (3’-processing). Ceci fait ainsi apparaitre des extrémités —OH en 3’ de
chaque brin d’ADN (Figure 20 B),
- Reconnaissance et clivage de I’ADN cible par attague nucléophile de I'IN via les

groupes hydroxyles précédemment créés (Figure 20 C),
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- Liaison simultanée entre les extrémités 3’ de I’ADN viral et les extrémités 5’ de
I’ADN cible par création d’une liaison phosphodiester (Figure 20 D),

- Excision des fragments ne s’appariant plus en 5’ de I’ADN viral (car suppression de
2 nucléotides lors du 3’-processing) et liaison avec les extrémités de I’ADN cellulaire

encore libre (Figure 20 E).
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Figure 20 : Représentation schématique de l'intégration de I’ADN proviral dans le génome cellulaire.
L’ADN proviral est représenté en bleu et rouge, ’ADN cellulaire en noir et I'Intégrase en jaune. Les
lettres correspondent aux différentes étapes décrites dans le texte (Adapté de Suzuki et al., 2012).

L'IN agit au sein du complexe d’intégration qui implique également des facteurs cellulaires

permettant I'optimisation de cette réaction. Parmi ces derniers, on retrouve LEDGF (Lens
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Epithelium-Derived Growth Factor) qui stimule I'activité de I'IN (Cherepanov et al., 2004) en
rapprochant cette protéine et I’ADN cible. L’intervention d’autres protéines est également
suggérée comme celle de BAF (barrier to auto-integration factor, (Chen and Engelman, 1998)),
de protéines liant I’ADN de la famille des « High Mobility Group » (Farnet and Bushman, 1997),
de protéines de la chromatine (INI-1, EED, SUV39H ou HP1y) mais aussi la protéine NC du virus
(Carteau et al., 1997 ; voir description dans la partie [VI-C.a]).

Mais, la proportion d’ADN viral intégré est faible par rapport a la quantité d’ADN produit lors
de la transcription inverse. La majorité de cet ADN non-intégré existe sous forme linéaire
(rapidement dégradée) ou sous forme circulaire contenant une ou deux copies de LTR (Butler
et al., 2002; Munir et al., 2013). Le réle de I’ADN viral non intégré est de plus en plus étudié
puisqu’il a été démontré qu’il pouvait avoir un réle dans la faible expression de protéines
virales (Gelderblom et al., 2008), qu’il constitue une « réserve » qui peut étre intégrée
ultérieurement (Thierry et al., 2015), ou encore qu’il semble étre a I'origine de la production
de virus infectieux (Sloan and Wainberg, 2011). C'est pourquoi, ’ADN viral non-intégré est
considéré comme un réservoir viral qui peut étre impliqué dans la persistance du virus et la
résistance aux traitements. En effet, il a récemment été démontré que I’ADN viral non intégré
est transcrit lorsque la transcription de I’ADN intégré médiée par NF-kB est non fonctionnelle
(Thierry et al., 2016).

Cette étape étant indispensable pour que le virus se multiplie, elle a récemment été la cible
pour le développement de nouvelles molécules antirétrovirales (Delelis et al., 2008). Ainsi, le
Raltegravir® inhibe le transfert de brin en interagissant avec le complexe IN-vDNA aprés le 3’
processing du vDNA. Il fGt le premier inhibiteur de I'intégrase a avoir été mis sur le marché
(Summa et al., 2008) et est toujours considéré comme référence pour le développement
d’autres inhibiteurs de I'IN comme le Elvitegravir ou Dolutégravir mis sur le marché en 2012

et 2013 respectivement aux Etats-Unis.

G.Expression du génome viral, épissage et export nucléaire :

synthétiser et sortir les ARNs du noyau

La premiere étape des éléments tardifs du cycle viral consiste en la transcription du génome
viral sous forme d’ARNm qui seront plus ou moins épissés avant I'export vers le cytoplasme

ou ils seront soit encapsidés spécifiguement dans de nouvelles particules virales, soit traduits
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sous forme de protéines. La cellule possede un systéme de contrOle tres développé pour
controler la production et I'export d’ARNm totalement épissés. Pour outrepasser ces
contréles, le VIH-1 utilise les protéines régulatrices apportées dans la cellule héte lors de
I'infection.
L'initiation de la transcription, par I’ARN polymérase Il cellulaire (RNAPII), du génome viral se
fait grace a un promoteur unique situé dans la séquence 5’-LTR de I’ADN proviral intégré. Le
LTR contient également en amont du promoteur de nombreux sites de régulation. Le cceur du
promoteur est situé dans la région U3 qui contient une boite TATA et plusieurs sites de liaison
du facteur de transcription Spl. En amont, se trouve une région enhancer portant deux sites
de liaison a la protéine NK-kB. Encore plus en amont, se trouve la région modulatrice qui porte
des sites de liaison a divers facteurs comme NFAT, CBP, AP-1 ou ATF/CREB. D’autres séquences
liant des facteurs de régulation sont retrouvées dans la région U5 du LTR (Kilareski et al.,
2009). L'expression du génome est également régulée par des modifications épigénétiques
qui participent a la mise en place de la latence virale dans laquelle il a été montré que la
transcription est réprimée par la présence de fortes concentrations d’HDACs (Histone
deacetylases), d’histones méthylées ou désacétylées et d’ADN méthylé (Margolis, 2010).
Peu de temps aprés le début de la transcription, la polymérase s’arréte. La protéine Tat
stimule alors la reprise de I’élongation en se liant sur ’ARN en cours de transcription au niveau
d’un site de liaison de la région R appelé TAR (réponse a la transactivation). Une fois liée a
TAR, Tat recrute la cycline T1 (cycT-1) membre du complexe P-TEFb (positive transcription
elongation factor). Cdk9 (autre membre du complexe P-TEFb) phosphoryle I'extrémité C-
terminale de la RNAPII ce qui stimule I’élongation (Tahirov et al., 2010). Tat recrute également
de nombreux facteurs permettant le remodelage de la chromatine comme une histone
acyltransférase (Tip60) ou les co-activateurs p300 et CBP (cAMP responsive binding protein)
(Caputi, 2011).
Avant le transport vers le cytoplasme, les ARNm doivent subir deux modifications co-
transcriptionnelles :

- insertion d’une coiffe en 5’ : a lieu pendant la transition entre l'initiation de la

transcription et I’élongation, lorsque I’ARN fait environ 20 a 40 nucléotides ;
- et insertion d’une queue poly(A) en 3’ au niveau du site AAUAAA dans la région R.

Le site étant présent aux extrémités 5’ et 3’, il est indispensable que le site en 5’
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soit réprimé, alors que celui en 3’ doit étre activé. Dans un premier temps, il y a
clivage des nucléotides situés entre I'extrémité 3’ et le site AAUAAA (modifiés par
les facteurs de clivages spécifiques a la polyadénylation (CPSF), dont I’expression
est favorisée par Tat) puis insertion de la queue poly(A) (médiée par la poly(A)
polymérase dont I'activité est activée par Vpr).
Le VIH-1 utilise de multiples sites d’épissage afin de générer de nombreux ARNm différents.
L’épissage de I’ARN viral est contrdlé par des facteurs cellulaires qui se lient a de courtes
séquences flanquant les sites d’épissage de I’ARN du VIH-1 (Karn and Stoltzfus, 2012) mais
aussi par des facteurs viraux comme la protéine Tat et la structure de I’ARN lui-méme
(Jablonski et al., 2008, 2010). Ces ARNs messagers peuvent étre multi-épissés ayant alors une
taille de I'ordre de 1,8 kb ou mono-épissés (taille d’environ 4 kb).
Au début de la transcription (Figure 21 A), seuls les ARNm viraux totalement épissés codant les
protéines Tat, Rev et Nef peuvent sortir du noyau en utilisant le systeme cellulaire. La protéine
Rev alors synthétisée va entrer dans le noyau. La concentration en protéine Rev dans le noyau
augmente ainsi progressivement permettant finalement a cette derniere de se lier a la
séquence RRE pour permettre I'export actif vers le cytoplasme des ARNm non ou
partiellement épissés grace a son interaction avec le facteur d’export cellulaire CRM1
(Chromosome Maintenance Region 1) et Ran-GTP (Figure 21 B). Une fois dans le cytoplasme,
le complexe ARN/Rev/CRM1/Ran-GTP est déstabilisé par RanGAP et RanBP1 libérant 'TARNm
et la protéine Rev qui retourne dans le noyau par son interaction avec le facteur d’import
nucléaire Importin-B (Henderson and Percipalle, 1997).
Ces différents ARNs serviront alors de matrice pour la synthése de I’'ensemble des protéines
virales et pourront également, dans le cas de I’ARN complet non épissé de 9 kb, étre

encapsidés lors de I'assemblage de nouvelles particules (Kharytonchyk et al., 2016).
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Figure 21 : Expression et export des ARNm plus ou moins épissés. Sont retrouvés ’ARNm complet (9
kb), partiellement épissé (4 kb) ou totalement épissé (1,8 kb) dans les évenements précoces et tardifs
de l'infection caractérisée ici par une modification de la concentration de Rev dans le noyau (D’apreés
Karn and Stoltzfus, 2012).

H. Traduction des ARNm viraux : a partir des ARNSs, il faut

produire les protéines

Les ARNs messagers viraux peuvent étre traduits par la traduction coiffe-dépendante
classique de la cellule qui dépend de la reconnaissance de la coiffe en 5’ de I’ARN par le facteur
d’initiation cellulaire elF4E permettant I'assemblage du ribosome 40S.

Mais, comme représenté dans la Figure 8, la région 5’UTR est trés structurée ce qui lui permet
de recruter les ribosomes indépendamment de la coiffe. En effet, la traduction des ARNm du
VIH-1 est également initiée au niveau de deux structures appelées IRES (Internal Ribosome
Entry Site ; Chamond et al., 2010). Le premier, dans la région 5’ UTR, permet la synthese de
Gag spécialement lors du blocage de la cellule en phase G2 au cours de I'infection et le second,
dans le cadre de lecture de Gag, permet la synthése de divers isoformes de Gag de petites
tailles (Buck et al., 2001). Les deux types de traduction ont été montrés in vivo et in vitro

(Brasey et al., 2003; Miele and Lever, 1996; Ricci et al., 2008). Il semble donc que les ARNs de
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VIH-1 puissent passer de I'un a I'autre type de traduction en fonction de la nature et de I'état
de la cellule infectée (Balvay et al., 2007).

Nous ne rentrerons pas ici dans les détails de la traduction de I'’ensemble des ARNs messagers
de VIH-1 mais il est important de rappeler qu’un décalage du cadre de lecture est observé lors
de la traduction de Gag permettant alors au ribosome de ne pas « lire » le codon STOP a la fin
de la synthese de Gag ce qui résulte en la synthése de Gag-Pol. Cet événement apparait
environ 5 % du temps donnant 1 Gag-Pol pour 20 précurseurs Gag synthétisés (Bolinger and
Boris-Lawrie, 2009). Ceci pourrait ainsi participer au choix dans le dilemme proposé a I’ARN
présent dans le cytoplasme entre traduction des protéines virales ou encapsidation sous
forme de dimere dans les particules virales (Butsch and Boris-Lawrie, 2002). Plusieurs
scénarios d’utilisation de I’ARN dans le cytoplasme sont alors possibles mais I'impossibilité de
distinguer les deux types d’ARNs rend compliqué I'étude de ce mécanisme. Une des
hypothéses les plus récentes est que I’ARN servant a la synthése du précurseur Gag-Pol soit
celui qui est reconnu par Gag pour étre transporté a la membrane et encapsidé dans des

particules virales (Chamanian et al., 2013).

I. Assemblage et bourgeonnement : constituer une armee

pour accentuer I’invasion

L'assemblage et le bourgeonnement permettent I'empaquetage de tous les composants
nécessaires a |'infection virale sous forme de particules virales immatures. Pour former ces
particules, la polyprotéine Gag est nécessaire et suffisante. L'assemblage est rapide et
seulement 8 a 9 minutes sont nécessaires pour former 90 % d’une particule virale et 13 a 35
minutes aprés le début de I'assemblage les premiéres particules sont libérées dans le milieu
extracellulaire (lvanchenko et al., 2009; Jouvenet et al., 2008). En effet, grace a ces différents
domaines, le précurseur Gag est capable d’interagir avec les acides nucléiques (ARNs), les
lipides membranaires (principalement PlasP2 @ Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate) et

I’ensemble des protéines virales et cellulaires nécessaires a I'infection.
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1. Eléments indispensables a I’assemblage

a) Interaction Gag-ARN

Pour former une particule virale infectieuse, il est nécessaire que celle-ci contienne deux
copies du génome viral sous forme d’ARN (+). En revanche, le mécanisme de sélection de
seulement deux copies d’ARNs viraux alors que 1500 a 3000 polyprotéines Gag se
multimérisent pour former une particule reste mal connu (Kuzembayeva et al., 2014). La
dimérisation des ARNSs, indispensable pour la production de virus infectieux, se fait par
I'intermédiaire du site d’initiation de la dimérisation (DIS) présent au niveau de la boucle SL1
du signal d’encapsidation W dans le 5’-UTR (Figure 8; Moore et al., 2007). Deux séquences DIS
portées par deux copies d’ARNs forment alors un « baiser entre les boucles » (kissing-loop)
(Moore and Hu, 2009). Cette dimérisation, Gag-dépendante, a lieu dans le cytoplasme tout en
se faisant dans un environnement proche de la membrane (Chen et al., 2016). Les deux copies
d’ARNs liées chacune a une protéine Gag dans le cytoplasme sont ensuite transportées vers
la membrane, ou la proximité entre les signaux DIS permet la dimérisation Gag-dépendante.

Alors qu’environ 10 % des particules virales du VIH-1 contiennent des ARNs cellulaires ou des
ARNs viraux épissés, la plupart des particules virales (> 90 %) contient ’ARN génomique viral
complet (Chen et al., 2009). La discrimination entre ARNs viraux complets, ARNs viraux épissés
et les nombreux ARNSs cellulaires est donc tres efficace (Carlson et al., 2016) et sélective de la
région W en U5 (Abd EI-Wahab et al., 2014).

La polyprotéine Gag possede plusieurs sites de liaison a I’ARN : au niveau de la NC et au niveau
de la MA. Lencapsidation spécifique de I’ARN viral est réalisée par la liaison entre la
Nucléocapside et le signal d’encapsidation appelé région W située dans la région 5" UTR juste
en amont du codon d’initiation de la traduction de Gag (Figure 8; Lu et al., 2011). Une ou
plusieurs mutations dans les doigts de zinc (structure caractéristique de la NC) entrainent une
production de virus contenant une faible quantité d’ARN viral génomique aboutissant a une
forte diminution de linfection, montrant que ces structures sont indispensables pour la
sélection de I’ARN génomique viral (Gorelick et al., 1990; Grigorov et al., 2007). De plus, il a
été montré que chaque doigt de zinc ne posséde pas un role équivalent dans la sélection de
I’ARN génomique viral (Gorelick et al., 1993). La délétion du signal d’encapsidation W
n’empéche pas la production de particules virales mais celles-ci contiennent une proportion

plus importante d’ARNs cellulaires, les rendant non infectieuses (Houzet et al., 2007; Rulli et
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al., 2007). Récemment, il a d’ailleurs été démontré que cette interaction entre Gag et le signal
d’encapsidation a lieu dans le cytoplasme (Hendrix et al., 2015; Kutluay et al., 2014).

En revanche, I'’échange, dans Gag du VIH-1, du domaine NC avec celui d’un autre rétrovirus
(MMTV : Mouse Mammary Tumour virus) ne bloque pas I'incorporation spécifique de I’ARN
viral du VIH-1 par un autre domaine de la protéine Gag ou par la présence des deux doigts de
zincde laNCde MMTV (Poon et al., 1998). Par contre, le remplacement par une NC ne portant
gu’un seul doigt de zinc (Virus Moloney) entraine la perte de I'incorporation préférentielle du
génome de VIH-1. Ces observations suggerent que, dans la sélection de I’ARN spécifique, la
présence de deux doigts de zinc est |la propriété la plus importante et qu’un autre domaine de
Gag est impliqué. Le domaine MA de Gag posséde la capacité de lier non spécifiquement les
ARNs et les ADNs (Alfadhli et al., 2009; Chukkapalli et al., 2010). Plus particulierement, une
région tres basique en N-terminal lierait avec une forte affinité une région de I’ARN située
dans la séquence codante pour Pol (Purohit et al., 2001). La mutation de cette région basique
de MA résulte en des particules présentant une réplication ralentie. L'interaction avec les
acides nucléiques au niveau du domaine NC et du domaine MA suggére un repliement de la
protéine Gag sous forme compacte. L'étude de cette forme étant un de mes projets de thése,
une description plus détaillée de ce modele est présentée dans la partie [IV] de ce manuscrit.
Cette région basique est également impliquée dans la liaison a la membrane. La compétition
entre ARNSs et lipides contribuerait également a la sélection des lipides spécifiques au niveau
de la membrane (Alfadhli and Barklis, 2014; Chukkapalli et al., 2010).

Si le réle du domaine NC pour la fixation de 'ARN a été largement développé, il intervient
également dans le trafic membranaire de Gag. Ainsi, que ce soit lors de la délétion compléte
de NC, des résidus basiques ou des doigts de zinc uniquement, I'assemblage est fortement
perturbé. Il a été montré que la mutation des quinze résidus basiques de la NC en alanine
suffit a accélérer la diffusion de Gag dans la cellule alors que des mutations affectant la
multimérisation (W184A-M185A) ou l'ancrage a la membrane (G2A donnant une Gag
dépourvue de myristate) n’ont pas d’effet sur celle-ci (Hendrix et al., 2015). Cette différence
de mobilité est donc attribuée a I'interaction de Gag avec I’ARN via le domaine NC. Si Hendrix
et ses collaborateurs n’attribuent pas le ralentissement de la diffusion de Gag lié¢e a ’ARN a la
forme compacte de Gag, c’est que cette forme devrait plutot accélérer la diffusion du fait de

sa plus faible surface de contact. Un autre laboratoire s’est quant a lui concentré sur la
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visualisation de la diffusion des ARNs génomiques dans le cytoplasme (Chen et al., 2014). Les
auteurs concluent que le complexe Gag-ARN ne joue pas un role crucial dans I'assemblage du
virus. En effet, que ce soit en présence ou en absence de Gag, la diffusion de I’ARN reste
identique. Ce dernier atteindrait donc la membrane par simple diffusion. Les auteurs
suggerent ainsi que seule une faible proportion de Gag est liée a I’ARN, confirmant ainsi les

résultats préalablement publiés (Jouvenet et al., 2009).

b) Interaction Gag-membrane

La membrane lipidique des particules virales est enrichie en certains types de lipides qui sont
retrouvés dans des micro-domaines de la membrane cellulaire appelés rafts : lipides a chaines
saturées, sphingolipides, cholestérol, plasményléthanolamine, phosphatidyl-sérine et
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (Pl,5P2). Ceci suggere que les virus bourgeonnent
préférentiellement au niveau de ces domaines (Briigger et al., 2006). Cette composition est
notamment le résultat de la forte affinité de Gag, via la MA, pour ces lipides. L’interaction Gag-
membrane est de plus stabilisée par la présence d’un résidu myristate sur la glycine en
position N-terminale. Cette modification post-traductionnelle permet ainsi I’ancrage de Gag
dans la membrane et plus particulierement au niveau du Pl(,5P2 (Ono et al., 2004; Saad et al.,
2006). Cette interaction est doublement stabilisée par la chaine insaturée du Pls)P2 qui
s’insere dans la poche hydrophobe de la MA qui permettait la séquestration du myristate
avant linsertion de ce dernier dans la membrane (Chukkapalli and Ono, 2011). Trés
récemment, Barros et ses collaborateurs ont montré que la liaison de MA avec la membrane
n‘est pas plus forte uniqguement en la présence de PluasP2 seul. Il semble plutdt que la
présence de cholestérol, augmente I'affinité de Gag pour la membrane et les Pls,5P2 (Barros
et al.,, 2016). Cette stabilisation pourrait également étre favorisée par un pH acide
(Fledderman et al., 2010) et par la liaison Ca?*-dépendante de la calmoduline & Gag (Ghanam

et al,, 2010).

c) Multimérisation de Gag

Finalement, la multimérisation du précurseur Gag (et a moindre mesure Gag-Pol) est un
élément majeur de I'assemblage. L'expression de la protéine Gag est ainsi nécessaire et
suffisante pour la production de particules virales (celles-ci étant incomplétes, elles sont bien

entendu non infectieuses). Si la multimérisation de Gag est prédominante au niveau de la
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membrane (Derdowski et al., 2004; Ono et al., 2000b), il semble qu’elle soit initiée dans le
cytoplasme (El Meshri et al., 2015).

Deux régions de Gag ont été identifiées comme impliquées dans sa multimérisation, le
domaine C-terminal de CA (CA-CTD) et la NC. Dans la CA, une région, appelée MHR (Major
Homology Region) est cruciale pour la multimérisation de Gag. En effet I'introduction de la
double mutation W184A et M185A dans cette région limite la multimérisation de Gag, limitant
alors la production de particule virale (Datta et al., 2007b). Il apparait également que la
délétion du domaine NC de Gag limite I'oligomérisation membranaire (El Meshri et al., 2015).
En effet, I'interaction de plusieurs protéines Gag (via leur domaine NC) avec un ARN permet
le rapprochement des protéines, ce qui favorise l'initiation de la multimérisation (Burniston
et al., 1999; Coren et al., 2007). Le caractere basique de nombreux résidus du domaine NC de
Gag favorisant l'interaction avec les acides nucléiques, leurs délétions entrainent une

diminution de la multimérisation de Gag (Cimarelli and Luban, 2000; Cimarelli et al., 2000).

2. Bourgeonnement

Cette étape constitue la derniére phase de I'assemblage et elle permet |la séparation entre la
cellule productrice et la particule virale (Freed, 2015). Elle est principalement médiée par le
domaine p6 de Gag comme le montre I'accumulation a la membrane cellulaire de particules
maintenues par un fin faisceau membranaire lorsque ce domaine est supprimé (Gottlinger et
al., 1991). Plus précisément, le motif PTAP de p6 (Huang et al., 1995) est responsable du
recrutement de la protéine TSG101 (Tumour Susceptibility Gene 101) du complexe ESCRT-I
(Endosomal Sorting Complex Required for Transport) qui permet un bourgeonnement correct
(Demirov et al., 2002; Garrus et al., 2001). Il apparait également que le recrutement de la
protéine ALIX (ALG2-interacting protein X) via le domaine YPXL de p6 (Fujii et al., 2009) ou par
la NC (Dussupt et al., 2009) permette la libération optimale des particules virales. Il est
important de rappeler que le systéme cellulaire ESCRT est détourné par le virus car il sert
habituellement a la libération des vésicules excrétées ou encore a la séparation des
membranes lors de la division cellulaire (MVB).
Le bourgeonnement se déroule en plusieurs étapes (Figure 22) :

- Recrutement par le domaine p6 de Gag de TSG101 du complexe ESCRT-I et d’ALIX

(qui n"appartient a aucun complexe ESCRT),
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- Ce premier recrutement va permettre la liaison des protéines du complexe ESCRT-
[l lié a la membrane qui s’assemblent sous forme de structures en spirale qui
resserrent la membrane cellulaire.
- Finalement, la protéine VPS4 (Vacuolar Protein Sorting 4) est recrutée et catalyse
de maniére ATP-dépendante la dissociation de la particule de la cellule (Cashikar
et al,, 2014).
Le mécanisme exact du bourgeonnement n’est encore pas complétement compris et plusieurs
modeles sont actuellement proposés qui different notamment sur I'étape impliquant le
complexe ESCRT lll (Cashikar et al., 2014; Freed, 2015; Hurley and Hanson, 2010; Prescher et
al., 2015; Van Engelenburg et al., 2014).

La multimérisation de
Gag entraine la
courbure membranaire

.............

La spirale formée par ‘

Le domaine p6 - ESCRT-Ill ESCRT-Ill resserre la '
L de Gag =0 s’assemble membrane au niveau Vps4 désassemble le
<o interagitavec .. sous forme de du bourgeon viral complexe ESCRT, ce
ESCRT-I et/ou spirale qui induit la
ALIX libération de la
== Polyprotéine Gag oo Protéine ESCRT-III particule virale

({  complexe ESCRT-l + TSG101 + ALIX immature

‘ Vps4

Figure 22 : Modéle de bourgeonnement d’une particule virale de VIH-1 gréce aux complexes ESCRT-I,
ALIX, ESCRT-III et Vps4 (traduit de la figure du site
http://viralzone.expasy.org/all_by species/1536.html visité le 22/07/2016).

J. Maturation : s’organiser pour mieux infecter

Derniere étape du cycle viral, la maturation n’en est pas moins indispensable. En effet, une
particule virale immature reste non infectieuse. Elle débute en paralléle du bourgeonnement
ou immédiatement aprés la scission. La maturation est réalisée par la Protéase virale (PR),
protéase a aspartate qui permet le clivage de tous les sites protéolytiques retrouvés au sein
de Gag et Gag-Pol. Grace a la libération de différents protéines (MA, CA, NC, p6, PR, RT et IN),

un réarrangement trés important a lieu au sein de la protéine virale pour aboutir a sa structure
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caractéristique contenant une capside conique (Figure 6). Cette protéine étant présente en
tant que domaine du précurseur Gag-Pol dans la particule immature, la premiere étape de la
maturation consiste, au sein d’'un dimére de précurseur, en un clivage auto-protéolytique de
la protéine Gag-Pol. Ceci libere alors un dimére de PR (seul forme active de PR) qui clive alors
I’ensemble des sites protéolytique des précurseurs (voir Figure 10 pour les sites de clivages de
Gag).

Cette étape étant indispensable pour la production de particules infectieuses, elle est

évidemment la cible d’inhibiteurs (description dans la partie [V-B-V.3] de ce manuscrit).
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V. Forme compacte de Gag

Les mécanismes actuellement proposés pour la sélection de I’ARN viral et I'assemblage de la
particule comportent encore un grand nombre de suppositions. Notre hypothese est qu’une
forme compacte de Gag, peu fréquente in cellulo, permette la fixation de I’ARN viral
spécifiguement pour la transporter vers la membrane.

Basé sur les capacités d’assemblage de la protéine Gag en solution, ce modéle a d’abord été
décrit en 2007 par I’équipe d’Alan Rein (Datta et al., 2007a, 2007b). L’utilisation de la diffusion
des neutrons aux petits angles (SANS, Small Angle Neutron Scattering) suggére ainsi un
rapprochement entre les extrémités N-terminale (domaine MA) et C-terminale (Domaine NC)
de Gag. Cette méme équipe a également montré que ces deux domaines permettent
I'interaction avec les inositols-phosphates (IP6, permettant de mimer les phosphatidylinositol
4,5-bisphosphate retrouvés en forte concentration dans les particules virales, (Datta et al.,
2007b)). En solution, la présence d’acides nucléiques et I'absence de phospholipides
entrainent la formation de particules de 30 nm de diamétre alors qu’une particule virale
immature fait un diamétre de 100 a 150 nm (Campbell et al., 2001). Basés sur ces résultats,
les auteurs suggerent un repliement de la protéine Gag dans le cytoplasme autour d’acides
nucléiques, puis un retour dans une structure étendue lors de I'association du domaine MA
avec les phospholipides membranaires. En effet, les résidus basiques de la MA possedent une
affinité plus importante pour les lipides que pour les acides nucléiques. Cette transition
conformationnelle permet par ailleurs de favoriser la multimérisation des protéines Gag qui
s’assemblent sous la membrane pour former une particule virale.

Le méme groupe a par la suite validé ce modele en utilisant la technique de réflectivité de
neutron (NR, Neutron Reflectivity, (Datta et al., 2011a)). Cette technique permet de mesurer
la capacité de réflexion de neutron au travers d’un film fin mimant la structure membranaire.
Les auteurs ont ainsi été capables de différencier une forme de Gag plutét compacte liée a la
membrane par ses extrémités N- et C-terminales, d’une forme linéaire liée par son extrémité
N-terminale (MA) a la membrane et a son extrémité C-terminale (NC) aux acides nucléiques
(Datta et al., 2011a). La méme année, les auteurs ont d’ailleurs proposé que le domaine Sp1

(situé entre CA et NC) soit impliqué dans le passage d’une forme compacte de Gag a une forme
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plus allongée (Datta et al., 2011b). Sur la base de ces résultats, ce groupe de recherche a
proposé le modele de forme compacte de Gag sur lequel mon travail de thése s’est appuyé.
De récents travaux ont contribué a prouver I'existence de cette forme in vitro (Munro et al.,
2014), en utilisant une protéine Gag ne portant ni de domaine C-terminal p6, ni de myristate.
La protéine a été modifiée par I'ajout de peptides de 12 acides aminés permettant I'arrimage
de fluorophores par réaction enzymatique. Ainsi, le peptide S6 permettant I'accrochage du
fluorophore Alexa-594 a été fusionné en position C-terminale de GagAmyrAp6 et le peptide
Al permettant I'accrochage du fluorophore Alexa-488 a été fusionné soit en position N-
terminale de GagAmyrAp6, soit entre les domaines MA et CA. Si ces deux fluorophores se
retrouvent suffisamment proches, il est possible de mesurer le transfert d’énergie (FRET)
entre eux. Lorsque Gag est sous forme linéaire, les fluorophores sont éloignés, I'efficacité de
FRET est proche de zéro. En revanche, lorsque Gag adopte la forme compacte, il y a
rapprochement des fluorophores induisant un FRET avec une efficacité proche de « un »
(Figure 23 A). En présence d’ADN (polyA), la protéine adopte aussi bien une conformation
linéaire que compacte (Figure 23 B). Aprés I'ajout d’IP6 plus aucun FRET n’est observé, Gag
empruntant alors uniguement la forme linéaire (Figure 23 C). Dans cette expérience, la position
du fluorophore donneur (A488) est importante. En effet, s’il est placé entre MA et CA,
I'efficacité de FRET maximale n’est pas atteinte suggérant une distance plus élevée entre les
fluorophores que s’il est placé en position N-terminale de Gag. Les auteurs suggerent ainsi
que la flexibilité du peptide situé entre les domaines MA et CA soit nécessaire pour induire le
rapprochement des extrémités N- et C-terminales de Gag.

Ces résultats confirment donc I'existence d’'une forme compacte de Gag permettant le
rapprochement des extrémités N- et C-terminales (Datta et al., 2007a, 2007b) validant le
modele proposé quelques années plus tot (Datta et al., 2011a). En revanche, le domaine Gag
facilitant le repliement de la protéine n’est pas décrit avec précision puisque Datta et al.
proposaient en 2011 que le domaine Sp1l facilitait le repliement de la protéine, alors que

Munro et al. en 2014 penchait en faveur de I'implication des résidus situés entre MA et CA.
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Figure 23 : Distribution du FRET entre les fluorophores couplés en position N-terminale ou entre MA
et CA (étoile verte, A-488) et en position C-terminale (étoile rouge, A-594) de Gag. (A) Représentation
schématique de Gag sous forme linéaire (efficacité de FRET égale a 0) ou sous forme compacte
(efficacité de FRET maximale proche de 1) dans le cas ol les fluorophores sont aux extrémités N- et C
terminales de Gag (Panel de gauche). Pas ou peu de FRET observé dans le panel de droite ol le donneur
(A-488) est inséré entre MA et CA. (B) En présence d’ADN et d’une forte concentration de Gag non
marquée, la protéine adopte aussi bien une conformation linéaire que compacte (panel de gauche). (C)
Apreés I'ajout d’IP6, qui mime la membrane lipidique, plus aucun FRET n’est retrouvé, Gag emprunte
uniquement la forme linéaire (panel de gauche) (Extrait de Munro et al., 2014).

Le modeéle proposé est donc que la forme compacte de Gag permette la liaison de I’ARN
génomique viral dans le cytoplasme (Figure 24 A). Dans cette configuration, la MA est dite
tendue ([T]) et la protéine Gag apparaitrait ainsi sous forme de monomeres ou de dimeres.

Si le transport des protéines de I'enveloppe a la membrane se fait par la voie d’excrétion (via
des vésicules transitant par le réticulum endoplasmique et I'appareil de Golgi), le transport
vers la membrane du complexe Gag-ARN, du monomere linéaire Gag, ou méme de différents
multimeéres reste en revanche a élucider (Freed, 2015). A la membrane, I'affinité de la MA
pour les lipides étant plus importante que pour I’ARN et, considérant que les acides aminés
impliqués dans les deux types de liaisons sont identiques (Alfadhli and Barklis, 2014), la liaison

de la MA se fait alors préférentiellement sur les lipides membranaires (Figure 24 C) (Chukkapalli
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et al., 2010). Il apparait également que la NC facilite le recrutement de lipides chargés
négativement contribuant a une premiére attache de la forme compacte de Gag a la
membrane (Kempf et al.,, 2014). Finalement, la membrane étant le lieu privilégié de
multimérisation de Gag, la forme linéaire est préférentiellement adoptée, favorisant la
multimérisation qui, par modification conformationnelle va entrainer le passage de la MA sous
forme relachée ([R]), provoquant I'ancrage du myristate dans la membrane (Saad et al., 2006;
Tang et al., 2004). Cet ancrage sera alors doublement stabilisé par le remplacement dans la
poche hydrophobe de la MA du myristate par une chaine carbonée insaturée du Pl(,5P2
(Figure 24 D). Que ce soit par le mouvement des protéines Gag en cours d’assemblage, ou par
le recrutement de ces protéines, la membrane des particules virales est fortement enrichie en
lipides saturés principalement retrouvés au niveau des rafts (PI(4,5)P2, Phosphatidylsérine,
cholestérol, céramides, GM3 et sphingolipides (Brigger et al., 2006; Chan et al., 2008).

A — B — C — D

Gag

ARN PI(4,5)P2

membrane

LA

Cholestérol

Figure 24 : Modéle dynamique de liaison de Gag a I’ARN et a la membrane cellulaire. Les lettres
correspondent a I'explication de chaque étape retrouvée dans le texte (Adapté de Hamard-Peron and
Muriaux, 2011).

Finalement, un modele propose que I’ARN viral complet subissant le décalage du cadre de
lecture pour la synthése du précurseur Gag-Pol soit encapsidé de facon spécifique (Chamanian
et al., 2013). Si ce modele théorique n’est pas validé expérimentalement, il permet de lier
plusieurs observations. Ainsi, comme nous lI'avons vu précédemment, la traduction est
majoritaire pour la polyprotéine Gag (95 % du temps) et minoritaire pour celle de Gag-Pol (5
% du temps) alors que I'ARN servant de matrice est identique. Chamanian et ses

collaborateurs ont ainsi mis a jour I'importance d’une région de I'ARN viral appelé GRPE
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(Genomic RNA Packaging Enhancer) chevauchant la région du décalage de cadre de lecture
pour la traduction de Gag-Pol. Dans la majorité des cas, ce site semble étre recouvert par des
protéines cellulaires (comme eRF1) qui favorisent I’élimination de I'ARN par la voie de
dégradation NMD (nonsense-mediated decay) une fois que la synthéese de la protéine Gag est
terminée (Hogg and Goff, 2010). Plus rarement, il y a décalage du cadre de lecture afin de
permettre au ribosome d’éviter le codon STOP arrétant habituellement la synthese (pour
produire la protéine Gag) afin de traduire le précurseur Gag-Pol. Cette poursuite de la
synthése libére alors le site GRPE de ses interactions avec différents facteurs cellulaires. Ainsi,
ce site pourrait interagir avec la séquence W située a I'extrémité 3’ de I’ARN viral afin
d’augmenter la liaison de cette région par le domaine NC de Gag. Notre hypothése est que la
structure secondaire et/ou tertiaire empruntée par I’ARN favorise la liaison de la NC au niveau
du site GRPE/ W, rapprochant alors le site de liaison de la MA a I’ARN situé au niveau du géne
Pol. La forme compacte de Gag interviendrait donc dans la liaison et le transport membranaire
de ’ARN génomique viral complet. Finalement, la multimérisation de protéines Gag et Gag-
Pol a la membrane couplée a I'apport de I’ARN spécifique par la forme compacte de Gag
permet la libération de particules virales immatures contenant spécifiquement le génome

viral.
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= 95% du temps: traduction de Gag et = 1-5% du temps: décalage du cadre de lecture,
dégradation de 'ARN traduction de Gag-Pol et encapsidation de I’ARN viral
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la Dimérisation

Site GRPE
recouvert par
les facteurs
cellulaires

5’UTR

Dégradation de 'ARN par
le systeme NMD

| S
Wi 0 @
[ oo .

Le site GRPE peut
interagir avec le
domaine NC de Gag
ou directement sur
I'ARN

Libération de
( virus immature

Membrane
plasmique

—

Figure 25 : Modéle possible de traduction et d’assemblage du génome viral non épissé. L’ARN sert
dans la majorité du temps (95 %) a la synthése de la polyprotéine Gag suivie d’une dégradation de
I’ARN par le systeme NMD. Dans 5 % du temps, I’ARN sert de matrice pour la synthése du précurseur
Gag-Pol grdce a un décalage du cadre de lecture. Cet ARN, libéré des facteurs cellulaires adopte une
structure secondaire favorisant le recrutement de la protéine Gag compacte et le transfert
membranaire pour poursuivre I'assemblage (Adapté de Chamanian et al., 2013).
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V. Comment soigne-t-on le VIH ?

A. Avant de soigner, il faut dépister

Comme il est décrit dans la partie épidémiologie de ce manuscrit [I-D], une cible ambitieuse
pour 2030 a été formulée par I’'ONUSIDA : 90-90-90 (Figure 5). Afin d’atteindre cet objectif, un
effort important doit étre fait au niveau du dépistage de la maladie. En effet, dans le monde,
on estime que seulement 54 % des personnes infectées par le VIH-1 sont au courant de leur
séropositivité. Ce pourcentage passe méme a 45 % en Afrique Sub-Saharienne ou I'épidémie
reste un véritable fléau (ONUSIDA, 2014). Dans ces pays, I'accés aux différents tests de
dépistage reste limité premierement par leur colt mais également par le manque de matériels
nécessaires pour I'analyse. En France, le dépistage est obligatoire uniguement lors de dons de
sang, d'organes ou de tissus. Il existe trois catégories de tests:

(http://www.cdc.gov/hiv/basics/testing.html, site visité le 25/07/2016) :

- Détection des anticorps : la plupart des tests actuellement utilisés entrent dans
cette catégorie. lls permettent la détection des anticorps produits par le systéme
immunitaire en réponse a l'infection virale. Ce type de test ne peut donc pas étre
utilisé immédiatement aprés I'exposition a risque. En effet, plusieurs semaines (de
3 a 12 en fonction des personnes) sont nécessaires a |'organisme pour produire
une quantité d’anticorps détectable. Ces tests permettent de diagnostiquer la
séroposivité d’'une personne en quelques minutes par un prélévement de sang ou
de salive. C’'est généralement cette méthode qui est utilisée par les autotests (mis
sur le marché francgais en mars 2015) permettant de fournir un résultat fiable (> 99
% pour le test Mylan® commercialisé en France) sur le statut sérologique d’une
personne. En cas de résultats positifs, ces tests sont confirmés par des tests
couplant la détection des anticorps et des antigénes viraux.

- Détection couplée des anticorps et des antigenes : ces tests, appelés aussi tests
ELISA combinés ou tests de 4™ génération, sont généralement ceux utilisés pour
la validation de la séroposivité. lls permettent la détection couplée des anticorps
anti-VIH-1 et de I'antigéne p24 (correspond au domaine capside de Gag ou a la
protéine de Capside aprés maturation). Un résultat négatif de ce test six semaines

apres I'exposition supposée est considéré comme signant I'absence d’infection par
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le VIH (selon un rapport de la Haute Autorité de santé publié en octobre 2008 :
« Dépistage de I'infection par le VIH en France »). En cas de résultat positif, ou de
doute sur le résultat (négatif alors qu’il y a eu exposition a risque), un second test
de 4®me génération sera réalisé quelques semaines plus tard pour confirmer le
diagnostic, ou un test de détection des acides nucléiques sera effectué.

- Détection des acides nucléiques : ce test permet de mesurer directement la
guantité de virus présente dans le sang. Il permet la quantification de I’ARN viral
par utilisation de la RT-PCR (Real Time Polymerase Chain Reaction) quantitative. Ce
test, assez couteux, ne peut pas étre utilisé pour le dépistage systématique.
permet en revanche la détection des personnes en primo-infection car quelques
jours seulement sont nécessaires pour que la quantité de virus soit supérieure au
seuil de détection du test.

Plusieurs stratégies de prévention sont mises en place pour éviter de contaminer ou de se
faire contaminer (utilisation du préservatif, dépistage régulier du VIH et des autres infections
sexuellement transmissibles, traitement prophylactique, ou encore recours au traitement
comme outils de prévention). En France par exemple, afin de pallier I'absence d’utilisation du
préservatif dans les populations clés (hommes ayant des relations sexuelles avec des hommes,
travailleurs du sexe, usagers de drogues, personnes originaires de région a forte prévalence,
personnes ayant des partenaires multiples...), le Truvada® (association d’emtricitabine et de
ténofovir, respectivement inhibiteurs nucléosidiques et nucléotidiques de la transcriptase

inverse) a récemment été autorisé a titre prophylactique.

B. Les thérapies antirétrovirales : les outils pour lutter contre

le virus

L'utilisation de médicaments antirétroviraux permet de supprimer la réplication virale jusqu’a
un niveau indétectable (< 50 copies d’ARNs / mL de sang) permettant une reconstitution
presque normale du systeme immunitaire (Arts and Hazuda, 2012). Ces médicaments ne
permettent malheureusement pas de supprimer le réservoir viral, obligeant une prise de
traitement consciencieuse et durant toute la vie du patient. L’apparition des trithérapies en

1996 a révolutionné la prise en charge des personnes infectées bien que plusieurs comprimés
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devaient alors étre pris a heures régulieres, rendant I'observance compliquée. Depuis lors, de
nombreux efforts ont été réalisés afin de faciliter I'adhésion thérapeutique.
Selon l'agence du médicament états-unienne, il existe six classes de médicaments

actuellement sur le marché.

1. Inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse (NRTIS)

Dans cette classe, sont retrouvés des analogues structurels des substrats naturels de I’activité
ADN polymérase de la RT. Ainsi, toutes ces molécules n’ont pas d’extrémité 3’-OH empéchant
la liaison d’un autre nucléotide sur la chaine néo-synthétisée agissant ainsi comme un
terminateur de chaine. Souvent les NRTIs sont des pro-drogues nécessitant une étape de
phosphorylation par les enzymes cellulaires pour étre actives, ce qui peut étre limitant pour
I'activité de la molécule. Pour éviter cette étape, les inhibiteurs nucléoTidiques (NtRTIs) dont
le mécanisme d’action est identique aux NRTIs sont apparus.

Cette classe est la plus ancienne. Elle inclut la premiere molécule anti-VIH-1 mise sur le
marché, I’AZT sous le nom de Retrovir® en 1987 (Chaisson RE et al., 1988). Cette classe est
également aujourd’hui celle qui contient le plus grand nombre de molécules mises sur le
marché (13) dont les dernieres ont été approuvées en 2004-2005 (Tenofovir + Emtricitabine

sous le nom de Truvada® et Abacavir + lamivudine sous le nom d’Epzicom®),

2. Inhibiteurs non-nucléosidiques de la transcriptase inverse (NNRTIS)

Ces inhibiteurs sont non compétitifs n’interférant pas directement avec la liaison des
nucléotides ou du substrat de la RT (chaine monobrin d’acide nucléique couplée a une
amorce). Ces molécules se placent ainsi dans une poche hydrophobe voisine du site actif de
I'activité polymérase de la RT apparaissant suite au réarrangement structural de la RT apres
la fixation des molécules. C’'est également une classe trés importante car un représentant de
cette classe est toujours présent dans les combinaisons thérapeutiques. La premiére molécule
de cette classe est apparue en 1997 (Delavirdine sous le nom commercial de Rescriptor®) et

la derniére en 2012 (Rilpivirine sous le nom d’Edurant®),

3. Inhibiteurs de la maturation

Cette classe peut étre divisée en deux groupes (Wang et al., 2015) :
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- Inhibiteurs de protéase (PI) : ciblent et inhibent directement I’activité enzymatique
de la PR. Approuvée en 1995, la premiére molécule de cette classe (Saquinavir sous
le nom d’Invirase®) a permis d’initier le développement de nouvelles stratégies
thérapeutiques. La derniére molécule de cette famille a été approuvée en 2006
(darunavir sous le nom de Prezista®);

- Inhibiteurs de maturation (Ml) : interférent avec I’action de la PR en interagissant
avec les sites de clivages sur les précurseurs. Il n’y a actuellement aucune molécule
de cette classe sur le marché, le développement du chef de file de cette classe, le
Bevirimat®, a été arrété en cours d’essai clinique car le virus a rapidement
développé des résistances a cette molécule (Li et al., 2003). D’autres molécules
dérivées du Bevirimat® ont été synthétisées afin d’améliorer la solubilité, I'activité

antivirale et diminuer la cytotoxicité (Coric et al., 2013).

4. Inhibiteur de fusion

On retrouve une seule molécule dans cette famille sous le nom d’enfuvirtide (Fuzeon®)
approuvée en 2003 mais dont l'utilisation est rare de par son administration par injection et
son fort colt de production. C'est un peptide synthétique de 36 acides aminées qui permet
d’éviter le changement conformationnel de la gp41 indispensable a la fusion membranaire

(Fletcher, 2003; Matthews et al., 2004).

5. Inhibiteur d’entrée

Une seule molécule, approuvée en 2007, permet I'inhibition de I’entrée des virus a tropisme
R5 exclusivement (maraviroc sous le nom de Selzentry®). Cette petite molécule, dont
I’'administration se fait par voie orale, empéche la liaison entre gp120 et CCR5 (Dorr et al.,
2005). Actuellement, c’est la seule molécule sur le marché qui cible les corécepteurs car les
autres molécules en développement étaient hépatotoxiques ou d’effet thérapeutique limité
(Aplaviroc, Vicriviroc). L'inconvénient de cette molécule est qu’elle cible uniquement les virus

de tropisme R5, n’affectant pas ceux de tropisme X4 ou de double tropisme.

6. Inhibiteurs de I’intégrase (INIs)

Deux molécules sur le marché font actuellement partie de cette classe: le raltegravir

(Isentress®) et le dolutegravir (Tivicay®). Ainsi, le Raltegravir® f(t le premier inhibiteur de
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I'Intégrase (inhibe la coupure de I’ADN héte) a avoir été mis sur le marché (Summa et al., 2008)
et est toujours considéré comme la référence pour le développement d’autres inhibiteurs de

I"IN.

7. Combinaisons thérapeutiques

Aujourd’hui, la plupart de ces molécules ne sont pas administrées individuellement. Il existe
des médicaments qui combinent :

- des molécules appartenant a plusieurs classes comme I’Atripla® (Efavirenz (NNRTI)
+ Emtricitabine (NtRTI) + Ténofovir (NRTI)) ou le Complera® (Emtricitabine (NtRTI)
+ rilpivirine (NRTI) + tenofovir (NRTI)),

- un Pl (atazanavir ou darunavir) et un potentialisateur pharmacocinétique
(cobicistat) qui permettent d’améliorer I'effet de la molécule utilisée (Evotaz® ou
Prezcobix®),

- ou encore deux NRTIs (ténofovir et emtricitabine), un INI (elvitégravir)

accompagnés du potentialisateur cobicistat (Stribild®).

C. Innovation, quels seront les prochains traitements ?

L'apparition de résistances aux traitements, I'échec thérapeutique causé par la faible
compliance, ou encore le co(t élevé de certains traitements obligent a penser a des stratégies
innovantes pour permettre I'acces au traitement a un maximum de personnes VIH-1 positives.
Je vais ici citer et expliquer quelques-unes des approches actuellement étudiées. La liste n’est

bien slr pas exhaustive tant le nombre d’axes de recherche dans ce domaine est important.

1. A court terme : quelles stratégies pour quelles cibles ?

A court terme, les principales innovations sont :
- Nouvelles combinaisons thérapeutiques : cinq sont actuellement en phase d’essai
clinique Il ou Il (Gubernick et al., 2016) ;
- Prises espacées dans le temps d’antirétroviraux comme le MK-8591 (Merck), un
NRTI, actuellement en phase | qui permettrait la prise du traitement une fois par
semaine par voie orale ou deux fois par an par injection (Grobler et al., 2016). Une
combinaison de cabotegravir (laboratoire ViiV) et de Rilpivirine (laboratoire

Janssen, Edurant) est actuellement en phase Il d’essai clinique pour un traitement
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par injection mensuelle ou bimestrielle et en phase Il pour une prise par voie orale
quotidienne ;

- Amélioration du traitement prophylaxique (PrEP) : Cabotegravir, actuellement en
phase |l serait efficace avec une injection tous les deux mois en intramusculaire;

- Développement d’anticorps monoclonaux : comme par exemple le VRCO1 qui va
se fixer au niveau de I'enveloppe virale (sur gp120) afin de mimer la liaison entre
ce site et le récepteur CD4. Aprés avoir prouvé son efficacité neutralisante sur
différentes souches virales et anti infectieuse sur plusieurs modéles animaux, cet
anticorps monoclonal est actuellement en phase Il pour une administration en
PrEP, ou en phase | comme traitement antiviral (Lynch et al., 2015) ;

- Nouvelles classes d’antirétroviraux :

o Inhibiteurs de maturation : BMS-955176 qui, en bloguant la derniére étape
de clivage lors de la maturation de Gag, produit des particules virales
immatures non infectieuses (Bristol-Myers Squibb Company, 2015) ;

o Inhibiteurs de contact : BMS-663068, actuellement en phase lll, inhibe la
liaison entre le virus et la cellule cible (Lalezari et al., 2015). Cette molécule
permettrait de compléter cette classe d’inhibiteurs qui ne comporte
actuellement que le Maraviroc inhibant seulement I'infection des virus a
tropisme R5 uniquement ;

o Inhibiteurs de Nucléocapside: un de mes projets de these étant le
développement de cette classe, les différentes molécules ciblant cette

protéine seront décrites dans la partie [VI] de ce chapitre.

2. A long terme : vers la suppression du réservoir viral et la guérison

A long terme, I'objectif est de supprimer le réservoir viral. En effet, 'ensemble des thérapies
actuellement sur le marché ou celles citées ci-dessus ne permettent ou ne permettront pas
de guérir du VIH-1 (Barré-Sinoussi et al., 2013). De plus, ces traitements sont co(iteux, souvent
toxiques pour I'organisme (surtout a long terme) et I'adhésion thérapeutique des patients est
compliquée sur une longue période.

Le réservoir viral (aussi appelé latence thérapeutique) correspond a l'intégration persistante
d’ADN viral (qui n’est pas activement transcrit et reste invisible pour les traitements

antirétroviraux), dans le génome des lymphocytes T CD4* mémoires et naifs principalement.
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D’autres types cellulaires semblent également y jouer un role (Churchill et al., 2016). Elle

constitue une barrieére majeure pour soigner le VIH-1. L'implication de plusieurs mécanismes

cellulaires a été démontrée dans la mise en place du réservoir :

régulation négative des facteurs de transcription cellulaire qui participent a la
transcription virale (NF-kB, PTEF-b) (Tyagi et al., 2010),

inactivation de la transcription par action d’histones déacétylases (HDAC)
recrutées au niveau des LTRs a proximité du site d’initiation de la transcription
(Coull et al., 2000). Ceci est en accord avec le fait que I'inactivation de ces enzymes
(par le Vorinostat® par exemple) entraine un rebond de la quantité d’ARNs dans le
sang et semble perturber le réservoir viral (Archin et al., 2012). Un essai clinique a
montré que cette réactivation du réservoir viral semble efficace chez 'Homme

(Segaard et al., 2015).

Le mécanisme exact de la mise en place et du maintien de la latence virale reste encore un

mystére. Afin de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques, il est indispensable de

comprendre les mécanismes impliqués dans la mise en place de la latence virale : restriction

de l'initiation de la transcription ; I'épissage, I'’export nucléaire et la traduction des ARNm

viraux ; I'expression et I’exposition des antigenes viraux (Deeks et al., 2016).

Plusieurs stratégies sont étudiées afin de développer un traitement curatif du VIH-1 :

Action moléculaire :

o Activateurs de latence virale : au méme titre que les inhibiteurs de HDAC,

cette classe de molécules permettrait de rendre « visible » la latence virale
en rendant la production et la libération de virus de nouveau effective. Les
cellules contenant le virus latent seraient alors démasquées et supprimées
par le systéme immunitaire: c’est la stratégie « shock and Kkill ».
L'administration d’activateurs de latence virale a des patients sous
traitements antirétroviraux a montré une augmentation de la quantité
d’ADN viral circulant (Elliott et al., 2015; Rasmussen et al., 2014). Il est donc
indispensable de développer une seconde génération de molécules de
cette classe afin d’améliorer la spécificité et de diminuer la toxicité.

Bloqueurs permanents du réservoir : a I'inverse de la stratégie précédente,

I'idée ici est de bloquer de maniere irréversible et spécifiguement la
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transcription virale en bloquant les protéines nécessaires a I'activation de
la transcription (par exemple CycT-1 ou Cdk9 membres du complexe P-

TEFb; Mousseau et al., 2015).

Action sur le systéeme immunitaire :

O

Développement de vaccins induisant la production de lymphocytes T
cytotoxiques (lymphocytes T CD8*) dirigés contre de nouveaux épitopes,
permettant ainsi I'augmentation du contréle immunitaire (Casazza et al.,
2013). D’autres stratégies ciblant les lymphocytes T sont également en
cours de développement (pour revue Leibman and Riley, 2015) ;
Développement d’anticorps monoclonaux comme le VRCO1 par exemple
(Lynch et al., 2015). Ces anticorps pourraient étre utilisés pour supprimer la
réplication du virus, maintenir la suppression virale induite par les thérapies
antirétrovirales, ou encore réduire le réservoir viral ;

Diminution de linflammation chronique observée chez les personnes
contaminées par le VIH-1 qui contribue a la persistance du virus lors du

traitement antirétroviral (Micci et al., 2015).

Thérapie génique et cellulaire (Dey and Pillai, 2015) :

o

Le premier type de thérapie est basé sur I'observation d’un patient positif
au VIH-1 qui a été guéri suite a une transplantation de cellules souches
hématopoiétiques d’un donneur portant une mutation sur le gene du
récepteur CCR5 (CCR5A32 qui permet aux caucasiens homozygotes
porteurs de ce gene de ne pas étre sensibles a I'infection). Ce patient dit
« patient Berlin », Timothy Brown, est ainsi devenu résistant a I'infection au
VIH-1 (Hutter et al., 2009). L’ approche ici correspondrait a I'utilisation de
cellules souches hématopoiétiques du patient a traiter dans lesquelles la
délétion de I'expression du récepteur CCR5 serait réalisée par |'utilisation
de nucléases a doigt de zinc (ZFNs, permet de supprimer une séquence
d’ADN spécifique) avant réintroduction chez le patient (Cannon and June,
2011; Perez et al., 2008),

Suppression des génes codant des protéines indispensables a I'infection par

le VIH-1 par des méthodes d’ingénierie génomique :
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= |imiter I'expression de CCR5 a la surface des cellules ciblées par le
VIH par utilisation de nucléases des effecteurs mimant I"activation
de transcription (TALENs ; Mussolino et al., 2011) bloquant la
capacité d’infection des virus a tropisme R5,
= supprimer I’ADN viral complet intégré grace au systéeme CRISPR-
Cas9 (Kaminski et al., 2016). Cette derniere stratégie doit
maintenant étre démontrée in vivo.
Aucune des stratégies citées ci-dessus n’est considérée comme étant LA méthode curative du
VIH-1. Ainsi, une combinaison de différentes stratégies semble étre la solution la plus probable
pour aboutir au développement d’un traitement efficace, peu ou pas cytotoxique, sans

résistance développée par le virus et peu colteux.
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V1. Pourquoi la NCp7 est une bonne cible

thérapeutique ?

A. Structure de la nucléocapside

La Nucléocapside posséde de nombreux roles et existe sous deux formes au cours de
I'infection : la premiére comme domaine de Gag (hommé NC dans la suite de ce manuscrit) et
la seconde comme protéine a part entiere (nommée NCp7 dans la suite de ce manuscrit) une
fois que la maturation de Gag est effectuée. Comme il a été montré dans la Figure 10, la NCp7
apparait lors du clivage séquentiel du précurseur Gag par la protéase virale au sein du virion
(Pettit et al., 1998). Aprés un premier clivage entre les domaines Spl et NC, un intermédiaire,
appelé NCpl5 composé des domaines NC, Sp2 et p6 est généré. Ce premier clivage est
indispensable pour la formation et la stabilisation du dimére d’ARNs (Shehu-Xhilaga et al.,
2001). Un deuxieme clivage libere la protéine p6 de ce précurseur, formant un second
intermédiaire, NCp9 composé de NC et Sp2. Finalement, méme si I'infection virale n’est pas
impactée par celui-ci (Coren et al., 2007), un troisieme et dernier clivage libére la NCp7 qui est
la forme la plus efficace en termes d’activité chaperonne.

NCp7 est une petite protéine basique composée de 55 acides aminés et posséde deux
structures en doigts de zinc trés conservées flanquées par de petits domaines basiques (Figure
26). Les doigts de zinc permettent la fixation de deux ions zinc via les acides aminés cystéines
et histidines du motif (Cys-X,-Cys-Xa-His-X4.Cys, ou X représente un acide aminé quelconque)
avec une forte affinité (Kd = 1013-10* M) (Mély et al., 1996). La fixation des ions zinc permet
une modification conformationnelle de la protéine rapprochant les deux doigts de zinc et
exposant les plateaux hydrophobes proximal (Vall13, Phel6, lle24 et Ala25) et distal (Trp37,
GIn45 et Met46).
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Figure 26 : Séquence et structure de la Nucléocapside. (A) Séquence d’acides aminés de la NCp7
montrant les deux doigts de zinc. (B) Structure tridimensionnelle de I'interaction entre NCp7 et la boucle
SL3 de I’ARN viral (selon PDB 1A1T). Les sphéres jaunes représentent les ions zinc. Les résidus de NCp7
impliqués dans la formation du plateau hydrophobe (Vall3, lle24, Ala25, GIn45 Met46) sont
représentés en bleu, ceux retrouvés dans la liaison avec les acides nucléiques (Phel6, Trp37) en vert et
les autres en gris.

La NCp7 possede une séquence tres conservée dans les différentes souches du virus (Figure
27). La partie N-terminale est treés variable, alors que celle des doigts de zinc est tres
conservée. Il a été démontré qu’une mutation non conservative dans le plateau hydrophobe
de la NCp7 entraine la production de particules virales non infectieuses (Dorfman et al., 1993;
Wu et al., 2013). De la méme maniére, une mutation dans les résidus de liaison du zinc rend
I'infection virale non efficace (Déméné et al., 1994; Dorfman et al., 1993), sans modifier la
capacité de fixation du zinc (Bombarda et al., 2005), mais en empéchant le repliement correct
de la protéine. Habituellement, ce repliement permet de favoriser la liaison avec les acides
nucléiques et plus particulierement avec les guanines via le Trp37, un des acides aminés les
plus importants et conservés de la NCp7.

Enfin, cette petite protéine est trés flexible ce qui lui permet de lier de nombreuses séquences
d’acides nucléiques pour lesquelles elle possede une propriété chaperonne (Darlix et al., 2011;
Godet et al., 2013; Levin et al., 2005). Toutefois cela rend le développement d’inhibiteurs anti-

VIH-1 ciblant NCp7 difficile.
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Figure 27 : La séquence de la NCp7 est hautement conservée. Cet histogramme montrant la fréquence
de variation de chaque acide aminé constituant la NCp7 a été réalisé par I'alignement de 10493
séquences de patients issues de la LANL HIV Database (réalisé par Francesco Saladini, Université de
Sienne, collaborateur du projet THINPAD, en 2014). Le bleu permet de mettre en évidence les résidus
impliqués dans la formation du plateau hydrophobe (Val13, lle24, Ala25, GIn45 et Met46) et en vert les
acides aminés aromatiques impliqués dans la liaison avec les acides nucléiques (Phel6 et Trp37).

B. Fonctions de la NucléoCapside : petit mais costaud

1. Liaison des acides nucléiques

Une des premiéres fonctions décrites de la NCp7 a été la liaison aux acides nucléiques grace a

ses domaines en doigts de zinc. Cette protéine est ainsi capable de se lier de maniére non

spécifique a n‘importe quelle séquence de 5 a 8 nucléotides (nt) mais généralement avec une

faible affinité (Darlix et al., 2011). Ainsi, que ce soit en tant que domaine de Gag ou en tant

gue protéine a part entiére, la liaison de la NCp7 avec les acides nucléiques (AN) est évidente

mais le réle joué par la protéine dépendrait de son taux d’occupation des séquences d’AN
(Rapport molaire NC/AN ; Figure 28) :

- Afaible ratio NC/AN (1/100) :
o Phases tardives, la protéine au sein de Gag, fixe I’ARN viral avec une
préférence pour les motifs GGAG ou GGUG retrouvés sur les boucles SL1

(Abd EI-Wahab et al., 2014), SL2 (Amarasinghe et al., 2000), SL3 (Guzman
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et al., 1998) ou au niveau des séquences PBS (motif TG, Bourbigot et al.,
2008) ou cTAR (Bazzi et al., 2011) du génome viral.

o Phases précoces, |'affinité étant moins forte pour I’ADN double brin, la
NCp7 se détache au fur et a mesure lors de la transcription inverse. Ainsi
quelques molécules de NCp7 se retrouveraient dans le noyau ou elles
peuvent stimuler I'intégration.

Un ratio NC/AN intermédiaire (de 1/15 a 1/7) permettrait I'agrégation des acides
nucléiques :

o Phases tardives, lors de I'assemblage ou le domaine NC de Gag favoriserait
alors la dimérisation des deux copies d’ARNs viral (van Bel et al., 2014)

o Phases précoces, immédiatement apres I'entrée de la particule virale lors
de la décapsidation progressive et de la transcription inverse ou la NCp7
jouerait un role dans le transfert de brin (Bampi et al., 2006).

A fort ratio (de 1/5nt & 1/2nt) ou la protéine recouvre alors complétement les
acides nucléiques. Cette situation est retrouvée au sein de la nucléocapside virale
ou les nombreuses NCp7 recouvrent les deux brins d’ARNs viraux les protégeant

d’une dégradation en formant un complexe nucléoprotéique compact.

La NCp7 lie préférentiellement ’ARN, mais elle peut également lier ’'ADN. La liaison de 'un

ou l'autre de ces acides nucléiques par la NCp7 se fait par une orientation différente (Bazzi et

al., 2011) :

lors de la fixation d’un ribose (ARN), la NCp7 est positionnée de fagon parallele a la
chaine nucléotidique (5’ vers 3’) pour favoriser I’élongation de I’ARN impliqué dans
I’empaquetage puis la dimérisation ;

lors de la fixation d’'un désoxyribose (ADN), la NCp7 se positionne plutot de
maniére anti-paralléle (3’ vers 5’) pour déstabiliser I'ADN (permet les deux

transferts de brins de la transcription inverse).
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Figure 28 : Différentes étapes du cycle viral dans lesquelles la NC est impliquée et dont I'activité
dépend du ratio NC/AN. Le taux d’occupation de la NCp7 : nucléotides (mol : mol) est compris entre 1 :
100 a gauche et 1 : 2 a droite et définit la fenétre d’activité de la protéine (adaptée de Darlix et al.,
2011).

2. Activité chaperonne

En plus de sa capacité de liaison aux acides nucléiques, la NC posséde une activité chaperonne
pour ces derniers. Celle-ci intervient lorsque la protéine ne recouvre que partiellement les ANs
(fenétre centrale dans la Figure 28) que ce soit lors des étapes tardives (assemblage) ou
précoces (transcription inverse). La caractéristique d’une protéine chaperonne des acides
nucléiques (ARN et/ou ADN) est d’assister les ANs pour qu’ils atteignent plus facilement leur
conformation la plus stable. L’activité chaperonne de la NCp7 repose ainsi sur trois propriétés :

- Capacité d’agréger les acides nucléiques,

- Capacité a se lier et se séparer rapidement des acides nucléiques,

- Déstabilisation partielle de la structure des acides nucléiques.
Il est important de noter que les formes intermédiaires de la nucléocapside (Gag, NCp15 et
NCp9) ont également une activité chaperonne qui augmente avec le degré de maturation (Gag

< NCp15 < NCp9 < NCp7) (Cruceanu et al., 2006) .
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C. Roles de la nucléocapside dans le cycle viral : le petit plus

gui change tout

1. Dans les phases précoces

La NCp7 intervient au niveau de plusieurs étapes des phases précoces du cycle viral du VIH-1.

Ces différents réles montrent ainsi I'importance de cette petite protéine.

a. Au niveau de la transcription inverse

Cette étape du cycle viral permet la synthése de I’ADN proviral a partir de 'ARN génomique
viral apporté lors de I'infection (voir partie [IlI-D] de ce manuscrit). Afin d’améliorer I'efficacité
et la rapidité de cette étape, la NCp7 intervient au niveau de plusieurs étapes :

- Initiation : la NCp7 (Tisné et al., 2001) ou le domaine NC de Gag (Cen et al., 1999)
permet de stimuler la formation du complexe entre la séquence PBS de I’ARN viral
et 'ARNtY*3 indispensable a l'initiation de la transcription inverse. La structure
obtenue, thermodynamiquement stable, permet le recrutement de la

transcriptase inverse qui pourra débuter son action (Figure 29). L’hybridation des
séquences complémentaires PBS (sur I’ARN viral) et anti-PBS (sur I’ARNt"Y*3) se fait
par plusieurs réarrangements facilités par la NCp7 qui accélere fortement la vitesse

d’hybridation (Hargittai et al., 2001; Tisné et al., 2001).
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Figure 29 : Modéle d’initiation de la transcription par liaison de ’ARNtYS? sur la séquence PBS présente
dans la région U5 de I’ARN viral. PAS = Primer Activation Signal ; PBS = Primer Binding Site. Dans le
complexe a droite, on retrouve la structure de I'ARN viral en noire et celle de 'ARNtY*> en rouge
(adaptée de (Abbink et al., 2004)).
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- Synthése du brin ADN (-): il a été démontré in vitro que "ADN généré par
transcription inverse est fréquemment incomplet. Ceci résulte des « pauses » de la
RT qui apparaissent souvent au niveau des structures en tige-boucle de I’ARN viral.
La présence de NCp7 permet la déstabilisation de ces structures ce qui facilite le
role de la RT (Rein et al., 1998; Sharma et al., 2016) ;

- Premier saut de brin : dans la transcription inverse, le premier saut de brin est
requis lors de la synthése du brin d’ADN (-) (Figure 19 C). Le fragment d’ADN, dit
« strong-stop » est synthétisé par la RT a partir de "'amorce ARNtY3, Le premier
transfert de brin consiste en I’hybridation de la séquence R de I’ADN (-) « strong-
stop » nouvellement synthétisé avec la séquence complémentaire R en 3’ de ’ARN
génomique viral. La NCp7 en déstabilisant les structures en tige de la région R (TAR
pour I’ARN et cTAR pour I’ADN) (Azoulay et al., 2003; Bernacchi et al., 2002)
accélere leur hybridation (Godet et al., 2006; Vo et al., 2006). La NCp7 semble
également stimuler I'activité RNase H de la RT accélérant alors la dégradation de
I’ARN matrice (Peliska et al., 1994) ;

- Second saut de brin : il est nécessaire a la synthese du brin d’ADN (+) dans la
transcription inverse (Figure 19 E). Ce saut de brin implique I’hybridation de la
séquence PBS(-) (située sur le brin ADN (-) précédemment synthétisé) avec la
séquence PBS(+) (située sur le brin ADN(+)) qui sont toutes les deux structurées
sous forme de tige-boucle. En absence de NCp7, la formation du duplex PBS (+)/(-)
passe par une interaction entre les extrémités protrudentes (bases en rouge en
haut de la Figure 30; Ramalanjaona et al.,, 2007). En présence de NCp7, il y a
extension des boucles PBS et exposition des bases de la boucle qui peuvent alors
participer a des interactions boucle/boucle (bases bleues en bas de la Figure 30;

Godet et al., 2011).
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Figure 30 : Réle de la NCp7 dans le second transfert de brin. L activité chaperonne de la NCp7 favorise
la formation du duplex PBS (+)/(-)en permettant la formation d’un intermédiaire boucle-boucle, alors
qu’en absence de cette protéine, la formation du duplex plus lente et moins efficace passe par un
intermédiaire de type zipper (Godet et al., 2011).

b. Dans le complexe de pré-intégration

La NCp7 a été retrouvée au niveau des pores nucléaires (Arhel et al., 2007). Comme nous
I'avons décrite précédemment, la NCp7 interagit probablement avec le site permettant le flap
de ’ADN lors de la derniére étape de la transcription inverse (Mirambeau et al., 2007). Cette
derniére étape constituerait I'’élément déclencheur de I'import nucléaire de I’ADN viral. La
NCp7 serait également présente dans le PIC, mais son réle reste encore a prouver (Lyonnais

et al.,, 2013).

c. Au niveau de l'intégration

La protéine NCp7 se localise dans le noyau (Zhang and Crumpacker, 2002) et se concentre
dans les nucléoles (Anton et al., 2015; Yu et al., 2016) apres surexpression. NCp7 a également
été décrite dans le noyau huit heures apres infection. Diverses études réalisées in vitro
montrent que la NCp7 stimule le transfert de brin du processus d’intégration en présence
d’ions Mg?*. Cette activité est dépendante des doigts de zinc et de la région basique de la
NCp7 et est observée méme a faible concentration de NCp7 (Carteau et al., 1997, 1999; Gao

etal., 2003; Poljak et al., 2003). Ces résultats in vitro sont soutenus par des résultats en cellules
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montrant que des mutations induites dans la nucléocapside au niveau des doigts de zinc
perturbent I'intégration de I’ADN viral dans I’ADN cellulaire (Buckman et al., 2003; Thomas et
al., 2006). Cependant, le mécanisme exact de cette stimulation de I'intégration par la NCp7

reste mal connu (Thomas and Gorelick, 2008).
2. Dans les phases tardives

a) Sélection spécifique de I’ARN viral

La nucléocapside est capable de se lier de maniére spécifique a des ANs. L'affinité peut varier
en fonction de la nature (ARN ou ADN), de la séquence et de la structure de I’AN (Vuilleumier
et al.,, 1999). La reconnaissance spécifique par le domaine NC de Gag, de la séquence
d’encapsidation W, permet la sélection du génome viral perdu comme une aiguille dans une
botte de foin au sein d’un large excés d’ARNs cellulaires (Cimarelli and Darlix, 2002; Muriaux
and Darlix, 2010). Il semble d’ailleurs que cette interaction Gag-ARN via le domaine NC soit
indispensable a l'initiation de I'assemblage des particules. En effet, la délétion du domaine NC
retarde la production des particules virales au niveau de l'initiation de I'assemblage, mais, une
fois démarrée, cette production se déroule a une vitesse similaire a celle du virus sauvage (Ott
et al., 2009). En effet, la délétion du domaine NC diminue la capacité de multimérisation de

Gag, entrainant la diminution de I'efficacité de I'assemblage (El Meshri et al., 2015).

b) Dimérisation des ARNs viraux

La dimérisation du génome viral est indispensable pour que linfection et notamment la
transcription inverse soit efficace. Au cours de I'assemblage, cette dimérisation a lieu par
association de séquences palindromiques complémentaires appelées DIS, ou site d’initiation
a la dimérisation. Cette séquence serait indisponible lorsque I’ARN est sous forme linéaire
(Figure 31 A). La nucléocapside permet la modification de la structure de I’ARN en formant une
structure en « épingle a cheveux » (Figure 31 B) (Feng et al., 1996b; Mundigala et al., 2014).
Cette derniere expose la séquence DIS qui pourra étre associée sous forme de « kissing
complex » a la structure DIS d’un autre ARN (Figure 31 C). Finalement, la nucléocapside permet
la formation et I'extension des duplex d’ARNs sous forme de dimére (Figure 31 D; Rist and

Marino, 2002).
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Figure 31 : Mécanisme de dimérisation de I’ARN du VIH-1 lors de I'assemblage. La séquence
d’initiation de la dimérisation DIS apparait en rose. Elle reste non accessible lorsque I’ARN est sous
forme linéaire (A) mais est exposée lorsque celui-ci adopte une structure en épingle a cheveux (B). Il y
a alors formation d’un « kissing complex » (interaction boucle-boucle) au niveau de la séquence
palindromique DIS de deux ARNSs viraux (C), puis extension de I’hybridation (D) pour former alors un
dimere d’ARNSs (d’aprés van Bel et al., 2014).

D. Interactions de la NucléoCapside avec les protéines

cellulaires : qui sont les partenaires de cette protéine ?

Que ce soit en tant que domaine de Gag ou aprés maturation, la nucléocapside interagit avec
de nombreuses protéines cellulaires et virales. Le Tableau 2 récapitule I'ensemble des
partenaires ainsi que leurs roles physiologiques et dans le cycle viral. D’autres études ont été
menées afin d’identifier de nouveaux partenaires cellulaires de la protéine Gag. Plusieurs
centaines d’interactions ont ainsi été révélées (Brass et al., 2008; Jager et al.,, 2012). La
validation et la caractérisation de ces interactions pourraient permettre le développement de

molécules ciblant de nouvelles cibles thérapeutiques.
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Microfilaments  d'actine
constituant  essentiel  du
cytosquelette
Protéine adaptatrice
impliquée dans plusieurs
processus intracellulaires
(apoptose, endocytose, trafic
membranaire...)

Superfamille des cytidines
déaminases, enzyme ayant
un réle dans I'immunité innée

Composant de la machinerie
traductionnelle, délivrant les
aminoacyl-ARNt aux
ribosomes

NC

NC et p6

NC (région
entre les deux
doigts de zinc)

NC

MA et NC

Interaction Gag/actine pourrait jouer un réle dans
l'assemblage et/ou d'autres étapes du cycle de
réplication

Nécessaire pour le bourgeonnement du virus

A3G incorporé dans les virions, diminue Ia
transcription inverse et l'infectivité du VIH-1

DDX6 facilite I'assemblage de la capside; DDX9
stimule la réplication du virus aux étapes de
traduction et de transcription inverse et I’hybridation
de ’ARNtYS3 & ’ARN du VIH-1

EFla permettrait I'incorporation de I’ARNt dans les
virions. Dans la cellule cible, ce partenaire fait partie
du complexe de transcription inverse ou il améliore
cette étape du cycle viral.

(Liu et al., 1999; Rey et al.,
1996; Wilk et al., 1999)

(Dussupt et al., 2009; Popov et
al., 2008, 2009; Strack et al.,
2003; Usami et al., 2007)

(Alce and Popik, 2004, Cen et
al., 2004; Douaisi et al., 2004;
Friew et al., 2009)

(Reed et al., 2012; Roy et al.,
2006; Xing et al., 2011)

(Cimarelli and Luban, 1999;
Warren et al., 2012)

89

Caractérisation cellulaire de nouveaux traitements anti-VIH-1 ciblant la NucléoCapside et observation d’une forme compacte de Gag in cellulo.



VI Pourquoi la NCp7 est une bonne cible thérapeutique ?
Manuel PIRES

Régule le transport de I’ARN NC (second Empéche la formation des particules virales et

: - 4 ., 2
et la traduction locale doigt de zinc)  diminue linfectivité des virions (Zhotletal; 2005)

Réle dans la croissance

cellulaire, la différenciation, (Campbell et al., 2001; Datta et

MA et NC Essentielle pour I’'assemblage des particules virales

la migration, I’endocytose ou al., 2007b)

encore |'apoptose

Impliquée dans plusieurs

voies de signalisation, aurait

des effets anti-apoptotiques MA et NC Lyric pourrait réguler I'infectivité virale (Engeland et al., 2011)

et serait impliquée dans la
tumorigénése

SOCS1 est un facteur cellulaire inductible durant
Réduit I'inflammation MA et NC I'infection par le VIH-1, capable de réguler les stades
tardifs du cycle de réplication

(Nishi et al., 2009; Ryo et al.,
2008)

Famille de protéines :
essentielles pour la fusion des
membranes. Elles  sont
nécessaires pour chaque
étape de l'exocytose ainsi que
les voies d'endocytose

SNARE affecte I'assemblage et le relargage du VIH-1,
NC en empéchant probablement le trafic et I'association (Joshi et al., 2011)
de Gag a la membrane plasmique
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Impliquée dans de nombreux
procédés lies a I'ARN
(localisation...)
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Protein sorting)

Protéine de la grande sous-
unité ribosomale

Protéine structurale du VIH-1

Protéine régulatrice du VIH-1

Protéine régulatrice du VIH-1

NC

p6 et NC

NC

CAet NC

NC et un
domaine entre
MA et
I'extrémité N-
terminal de CA

p6 et NC

Staufen-1 influence la multimérisation de Gag

Permet le bourgeonnement du virus

Permet d’améliorer I'activité chaperonne de Gag

La multimérisation de Gag est un événement clé dans
I’'assemblage du VIH-1

Interaction Vif/Pr55°% : réle dans la réplication

Vpr est encapsidé dans le virion par son interaction
avec p6 et cela permet a Vpr d’exercer ses fonctions
lors de l'infection

(Chatel-Chaix et al.,
Milev et al., 2010)

2008;

(Dussupt et al., 2011; Garrus et
al., 2001)

(El Mekdad et al., 2016)

(Hogue et al., 2009; Kutluay

and Bieniasz, 2010;
Maldonado et al., 2014)
(Bouyac et al., 1997)

(Paxton et al, 1993, de

Rocquigny et al., 1997; Zhu et
al., 2004)

Tableau 2 : Partenaires cellulaires et viraux connus de la protéine NCp7 ou du domaine NC de Gag (extrait de Klingler, 2015)
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E. Existe-il des  molécules antivirales ciblant la

Nucléocapside ?

La nucléocapside en intervenant dans de nombreuses étapes du cycle viral est une cible
thérapeutique intéressante. De plus, cette protéine est fortement conservée dans les
différents sous-types du VIH-1 et les souches virales résistantes. Les inhibiteurs de NC peuvent
étre classés en trois classes: les éjecteurs de zinc, les inhibiteurs non covalents et les

oligonucléotides, aptameéres et autres peptido-mimétiques.

1. Ejecteurs de zinc

Les doigts de zinc étant trés conservés dans les différentes souches de VIH-1 (Figure 27) et
impliqués dans la plupart des étapes du cycle viral, ces structures sont la cible pour le
développement de nouveaux inhibiteurs. La liaison du zinc est indispensable pour donner la
structure caractéristique de la NC. C'est pourquoi, les premiéres molécules ciblant la
nucléocapside ont été des éjecteurs de zinc. L'activité de ces éjecteurs est basée sur leurs
capacités a altérer I'interaction de la NCp7 avec ses acides nucléiques cibles (Huang et al.,
1998b; Jenkins et al., 2005; Tummino et al., 1996). Ainsi, en agissant sur la NCp7, les éjecteurs
de zinc ont montré qu’ils pouvaient perturber la transcription inverse (Morcock et al., 2005;
Pannecouque et al., 2010; Rice and Turpin, 1996; Sharmeen et al., 2001), I’activité chaperonne
zinc-dépendante de la NCp7 (Pannecouque et al., 2010; Vercruysse et al., 2012), ou encore
I'assemblage des particules virales (Miller Jenkins et al., 2010; Turpin et al., 1999).
Il est possible de les classifier en 3 groupes (Mori et al., 2015) :
- Attaque électrophile des doigts de zinc accompagnée par la formation de pont di-

sulfure intra- ou inter-moléculaire entre les résidus cystéines des doigts de zinc.

Cette classe contient les molécules des familles NOBA (3-nitrobenzamide) et DIBA

(disulfide benzamide), ou encore le WD0O-217 (3-phenyl-2H-[1,2,4] thiadiazol-5-

ylideneamine) (Tableau 3: ). L'attaque électrophile peut également étre

accompagnée d’acétylation pour les familles PATEs (pyridinioalkanoyl thioester) et

SAMTSs (S-acyl-2-mercaptobenzamide thioester).

- Chélation de zincpar interaction avec la liaison ester du NV38 (N,N-bis(4-

ethoxycarbonyl-1,2,3-thiadiazol-5-yl)benzene-1,2-diamine) (Tableau 3).
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- Liaison covalente des cystéines impliquées dans la liaison au zinc par le platine
(Pt). Il y a d’abord une reconnaissance du Trp37 de la NCp7, puis formation d’une
liaison covalente entre le Pt et les cystéines. Parmi ces molécules, on trouve par
exemple le [SP-4-2]-[PtCI(NH3) (quin)(9-EtGH)]
Comme le montre leur Clso (concentration inhibant 50 % de I’activité virale), la plupart de ces
éjecteurs de zinc ont une activité antivirale a faible concentration sur des cellules infectées
par le VIH (voir colonne Clso dans le Tableau 3). Certaines d’entre elles se sont également
avérées efficaces sur des souches résistantes aux traitements actuels de VIH-1 et sur le VIH-2
ou le SIV. Enfin, 'absence d’apparition de souches virales résistantes a ces molécules confirme
le fort potentiel de ces inhibiteurs.
En revanche, la toxicité de ces molécules, mesurée par la concentration nécessaire pour tuer
50 % des cellules (CCso), est souvent un frein important pour le développement d’éjecteurs de
zinc comme inhibiteurs de NCp7. En effet, un certain nombre de protéines cellulaires
possedent des doigts de zinc (PARP, ou poly(ADP-ribose) polymerase ; GATA-1 par exemple)
expliquant ainsi la forte cytotoxicité de ces molécules. C'est pourquoi seulement deux
molécules ont été testées cliniguement chez ’homme, montrant peu d’efficacité antivirale
et/ou une forte toxicité. La famille des SAMT, testée dans un modeéle primate, n’a pas montré
d’efficacité sur la charge virale mais est apparue comme étant non cytotoxique. Cette
caractéristique, couplée au fait que ces molécules présentent un effet antiviral in cellulo, ont
permis d’envisager le développement de virucides a application locale qui utilisent ces
molécules. Ceux-ci se sont avérés efficaces dans I'inhibition de la transmission virale in vivo

(Wallace et al., 2009).
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NOBA ND 10,6 - . i (Huang et al., 1998b)
& \[j/ ~NH,
DIBA-1 2,3 >200 >87 (Huang et al., 1998b;

i)
9 ,@ O .
NS S0 R t al., 1995
- @’H Q ) iceeta )

Dithiane 6,6 184 30 O” (Huang et al., 1998b)

ADA 38 >200 >5 i (Huang et al,
)L _N NH,

1998b; Rice et al.,

1997a, 1997b)

PATE-45 6,2 >316 >51 o o (Turpin et al.,
o "
%Oﬁ 1999)
§ N o
SAMT-19 2,9 461 160 @\ 0 (Srivastava et al.,
o 2004)

NVO038 17 >300 >17 _Mé{’ (Pannecouque et
o O’ N
NI\(F‘@ A al., 2010)
Y—
WDO-217 7,9 72 9 O\\/J (Vercruysse et al.,
s
. 2012)
SP-4-2]- 41,9 >200 >4,75 [ = Sartori et al.,
sp-42 asvel

[PtCI(NHs) ~ \/%( 2000)
s

(quin)(9-EtGH)]

Tableau 3 : Structure, activité antivirale et cytotoxicité des principales familles d’éjecteurs de zinc de
la NC. Clso représente la concentration d’inhibiteur nécessaire pour inhiber 50 % de la réplication virale ;
CCso correspond a la dose de cette molécule pour tuer 50 % des cellules ; IT = Index thérapeutique est
égale a CCso/ Clso ; ND = non déterminé. (Mori et al., 2015)
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2. Inhibiteurs non covalents

Actuellement, la stratégie privilégiée est le développement d’inhibiteurs non covalents de la
NCp7. Contrairement aux éjecteurs de zinc, ces molécules semblent étre beaucoup plus
spécifiques pour la NCp7 et donc moins toxiques. On peut séparer ces molécules en deux

classes : celles qui se lient a la NCp7 et celles liées aux ANs.

a) Ligands de la Nucléocapside

L’objectif est d’élaborer une molécule qui se lie spécifiquement a la NCp7 sans en éjecter le
zinc. Le plateau hydrophobe de la NCp7 qui est le domaine de liaison aux ANs est la cible
privilégiée pour le développement d’un nouvel inhibiteur. Celui-ci pourra alors bloquer par un
mécanisme de compétition I'interaction entre les ANs et la NCp7. Un des moyens utilisés pour
identifier ces molécules est le criblage a haut débit de banques de molécules. Pour cela,
plusieurs laboratoires ont développé des tests basés sur la capacité de la NCp7 a déstabiliser
la structure secondaire des ANs (Shvadchak et al., 2009) ou sur I'interaction entre la NCp7 et
les ANs (Breuer et al., 2012). Chacun de ces criblages a permis d’identifier plusieurs molécules
dont le squelette principal est similaire. Ces molécules présentent une activité in vitro et in
cellulo intéressante suggérant qu’elles peuvent étre utilisées comme point de départ pour une
amélioration en chimie médicinale. La description de la structure tridimensionnelle de NCp7
couplée a un de ces inhibiteurs a permis de mieux comprendre leur mécanisme d’action
(Goudreau et al., 2013). Dans la structure résolue, deux molécules d’inhibiteurs se fixent au
niveau de la protéine permettant de créer une liaison entre la poche hydrophobe et la région
N-terminale de la protéine. La structure de ce complexe NCp7/inhibiteurs, associée aux
structures connues de la protéine couplée aux ANs (Bourbigot et al., 2008; Guzman et al.,
1998) a permis le développement d’un criblage virtuel (in silico) permettant de cribler
I'interaction potentielle de NCp7 avec plusieurs millions de molécules (Mori et al., 2010,
2011a, 2011b, 2014).

Un autre inhibiteur découvert récemment (A1752) est particulierement intéressant puisqu’il
semble étre actif en agissant sur les étapes tardives du cycle viral et en particulier 'assemblage
de Gag en se fixant de maniére spécifique a la nucléocapside. Il est également capable d’agir
sur les processus de décapsidation et de transcription inverse dans les cellules infectées par
des virus produits en présence de l'inhibiteur. En absence d’information concernant sa

capacité a éjecter le zinc, A1752 reste toutefois un éjecteur de zinc potentiel (Kim et al., 2015).
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Actuellement, malgré leur effet antiviral in vitro et in cellulo, aucun des inhibiteurs de
nucléocapside de cette classe n’a réussi a atteindre le stade des essais cliniques. Le
développement d’un inhibiteur de NCp7 est I'objectif du projet THINPAD dans lequel j'ai été

impliqué (voir partie [VI-F] de ce chapitre) et le chapitre résultats [I-A].

b) Ligands des acides nucléiques partenaires de la Nucléocapside

En parallele au développement d’inhibiteurs liant la NCp7 pour empécher sa liaison avec les
ANs, certains laboratoires ont travaillé sur la stratégie inverse, a savoir cibler spécifiquement
I’ARN partenaire spécifique de la NCp7 pour inhiber leur interaction. Suite a la preuve de
concept montrant l'intérét de cibler les ANs pour empécher la fixation et I'activité de la NC
(Turner et al., 2009), plusieurs équipes ont travaillé sur des molécules pouvant interagir avec
la boucle SL1 (Chung et al., 2008, 2010) ou la boucle SL3 (Warui and Baranger, 2009, 2012).
Aucune de ces molécules n’a en revanche été testée in cellulo pour évaluer un potentiel effet
antiviral. Selon le méme principe, une autre équipe a travaillé sur le développement
d’inhibiteurs ciblant spécifiquement la région TAR (Sosic et al., 2013). In vitro, ces derniers
semblent d’ailleurs contribuer simultanément a l'inhibition des étapes de la transcription
inverse stimulées par la NCp7 et de l'initiation de la transcription médiée par Tat (Sosic et al.,
2016). En revanche, aucune activité antivirale n’a été observée in cellulo, certainement de par
la faible biodisponibilité intracellulaire de ces molécules fortement chargées.

Ces molécules doivent donc subir des modifications structurales pour augmenter leur
biodisponibilité et diminuer leur toxicité afin d’étre réellement considérées comme une

nouvelle classe d’inhibiteurs.

3. Oligonucléotides, aptameres et peptido-mimétiques

Une stratégie alternative est le développement d’oligonucléotides pouvant interagir
directement avec la NCp7 et entrer en compétition avec les ANs partenaires naturels de Ia
NCp7. Comme pour les inhibiteurs non-covalents, 'idée est de développer une séquence
oligonucléotidique capable de se lier avec le plateau hydrophobe de la NCp7 (Druillennec and
Roques, 2000; Druillennec et al., 1999). Sur la base de ce concept, des oligoribonucléotides
méthylés mimant la séquence LTR de I’ADN proviral ont été synthétisés et testés in vitro et in

cellulo (Avilov et al., 2012; Grigorov et al., 2011).
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Des aptameres d’ARNs d’environ 40 nucléotides capables d’inhiber par compétition I’activité
de la NCp7 ont été identifiés par la méthode SELEX (Mely et al., 2008). La NCp7 présente une
affinité plus forte pour les aptameéres générés que pour la séquence W de I’ARN viral (Berglund
et al.,, 1997). Lorsqu’'un de ces aptameres est exprimé dans une cellule infectée,
I’empaquetage de I’ARN viral lors de I'assemblage est partiellement inhibé (Lochrie et al.,
1997). Le fait que cette diminution ne soit que partielle pourrait s’expliquer par la présence
d’un second domaine de liaison aux ANs suffisant pour permettre 'empaquetage de I’ARN
lors de I'assemblage (au niveau de la MA, voir [1I-Cll.111.1.b)]).

En paralléle, le développement de petits peptides ciblant spécifiquement la séquence
d’encapsidation W a également été mis en place (Pustowka et al., 2003). Le meilleur des
peptides issus de ce groupe (séquence HWWPWW) semble cibler plus spécifiqguement la

boucle SL3 et inhiber la production de nouvelles particules virales (Dietz et al., 2008).

F. THINPAD : un projet européen pour développer une

nouvelle molécule antivirale ciblant la NucleoCapside

Comme il a été décrit précédemment, il existe actuellement six classes de médicaments qui
permettent de lutter contre le VIH-1. Celles-ci ciblent principalement les enzymes virales
(transcriptase inverse, intégrase et protéase) mais aussi I’entrée du virus, ou encore la fusion
entre la particule virale et la cellule cible. Prés d’une trentaine de molécules ont été
approuvées aux Etats-Unis et en Europe mais seules quelques-unes sont aujourd’hui
couramment utilisées en clinique. La plupart du temps administrées sous forme de
combinaisons thérapeutiques, elles peuvent devenir chez certains patients inefficaces de par
I’apparition de virus résistants ou I'on observe des mutations dans les génes codant les
protéines cibles des traitements. Les dernieres avancées ont permis le développement de
molécules plus efficaces, moins toxiques et engendrant moins de résistances mais un certain
nombre de patients deviennent malgré tout insensibles a ces médicaments entrainant
I’évolution de la maladie vers le stade SIDA et la mort (Imaz et al., 2011). Il est donc nécessaire
de développer une stratégie innovante permettant de pallier a ce probleme de résistance.
Une des stratégies est de cibler une protéine tres conservée dans I'ensemble des souches
virales qui ne pourra donc pas évoluer en réponse a la pression de sélection de ce nouvel

inhibiteur. C’est pourquoi la nucléocapside est une cible particulierement intéressante.
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Commeiil a été précédemment expliqué, cette petite protéine intervient dans plusieurs étapes

importantes du cycle viral (transcription inverse, intégration et assemblage) et une mutation

ponctuelle de celle-ci diminue trés fortement l'infection virale. Elle ouvre en outre la

possibilité de cibler plusieurs étapes du cycle viral par l'utilisation d’une seule molécule. C’est

dans ce contexte que le projet THINPAD (Targeting the HIV-1 Nucleocapsid Protein to fight

Antiretroviral Drug Resistance) a été développé. Les objectifs de ce projet sont donc :

Identifier et développer un inhibiteur de la nucléocapside (NCI) capable d’inhiber
la réplication virale de souches sauvages et résistantes.

Vérifier I'absence d’émergence de souches résistantes a cette nouvelle classe de
molécules.

Etudier la pharmacocinétique et le profil ADME (Administration, Distribution,
Métabolisme et Excrétion du principe actif et de ses métabolites) des molécules
développées pendant le projet afin d’apporter le maximum d’informations pour ce

nouveau candidat médicament.

Les membres du projet

Les partenaires du projet sont issus des milieux académique et industriel, tous choisis pour

leurs expertises dans la recherche sur la nucléocapside et dans le développement d’inhibiteurs

antiviraux. Il y a ainsi cinq organisations qui participent au projet (Figure 32) :

Partenaire 1 : Université de Sienne. Ce partenaire possede une plateforme capable
de réaliser différents types de modélisation informatique. Le laboratoire est
également capable de synthétiser et caractériser de nouvelles molécules
organiques, ainsi que de travailler sur des souches de VIH-1 issues de patients
(accés a un laboratoire de confinement de type L3 indispensable pour I'étude de
ce type d’échantillon). La coordination et la dissémination du projet THINPAD sont
réalisées par ce partenaire sous la direction du Pr Maurizio Botta. Son équipe de
recherche participe a la premiére étape du projet, a savoir la sélection de
molécules par criblage virtuel (in silico) basé sur plusieurs structures
tridimensionnelles de la protéine. L’équipe du Dr Maurizio Zazzi est quant a elle
impliquée dans I'étude de l'activité antivirale des molécules sur des souches
sauvages de virus mais également sur des souches résistantes. Cette équipe a

également étudié I'induction de souches résistantes aux NCls.
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Partenaire 2 : IDIBAPS (Consorci Institut D’Investigacions Biomediques August Pi |
Sunyer) est un laboratoire translationnel qui combine des expertises dans
différentes spécialités (clinique, virologie, biologie cellulaire, biochimie, ...). Sous la
direction des Pr Jose M Gatell et Dr Gilles Mirambeau, ce partenaire est impliqué
dans la validation de linteraction entre les molécules et la nucléocapside. Par
I"utilisation d’un test cellulaire, cette équipe teste également les effets antiviraux
des NCls sur une souche virale sauvage (génome virale complet intégré dans des
cellules latentes).

Partenaire 3 : Université de Strasbourg, qui au sein de I'lUMR biophotonique et
pharmacologie regroupe de nombreux spécialistes de la protéine NCp7. Sous la
direction du Pr Yves Mely, ce partenaire utilise un test in vitro qui permet de vérifier
I’effet des NCls sur I’activité chaperonne de la NCp7. Ce criblage a moyen débit est
la pierre angulaire du projet car il est en premiere ligne pour sélectionner les NCls
potentiels. Ce méme partenaire est également impliqué dans un troisieme et
dernier test in cellulo de I'activité antivirale des NCls (c’est dans cette partie que
mon travail de thése s’est principalement inscrit). Finalement, conjointement aux
deux premiers partenaires, le partenaire a étudié le mécanisme d’action des
molécules les plus actives a I'aide de différents tests.

Partenaire 4 : IRBM Science Park a I'origine de la découverte du premier inhibiteur
d’intégrase mis sur le marché (Isentress™). IRBM posséde une expérience
importante dans |'optimisation de molécules pour leur développement comme
candidats médicaments. De plus l'accés a un laboratoire d’expérimentation
animale leur permet d’étudier le profil ADME des meilleures molécules. Enfin, ce
partenaire a mis a disposition de l'université de Sienne, une banque de molécules
exclusive pour le screening in silico. Ce partenaire est impliqué dans la synthése et
I'optimisation des meilleures molécules (conjointement au partenaire 1).
Finalement ce partenaire industriel étudie les caractéristiques physico-chimiques
des touches afin de pouvoir initier I'’étude préclinique sur un modeéle de souris
humanisées.

Partenaire 5 : Virostatics. Ce deuxieme partenaire industriel est impliqué dans

I’évaluation de la toxicité des diverses molécules sélectionnées.
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L’expertise, le matériel et les techniques nécessaires au développement d’un nouvel inhibiteur

sont donc réunis dans ce consortium, chaque partenaire apportant une pierre a I'édifice.

THINPAD = Targeting the HIV-1 Nucleocapsid Protein to fight
- Antiretroviral Drug Resistance
" ..

SEVENTH FRAWEWORK
PROGRAMME

FP7 Programme
(HEALTH.2013.2.3.1-1 -
INNOVATION-2)

UNIVERSITE DE STRASBOURG

......
®
Eépagne

seville (g, s

Figure 32 : Localisation et appartenance des différents membres du projet européen THINPAD.

2. Organisation du projet

Afin de mettre en relation les différents partenaires et leurs expertises dans la recherche
d’inhibiteurs ciblant la NCp7, un plan détaillé a été mis en place afin d’optimiser les
partenariats entre les différents laboratoires. Ainsi, THINPAD s’est organisé autour de 7 blocs

de taches (WP ou Working package, Figure 33). Les WP 2 a 5 sont continuellement

interconnectés afin d’aboutir le plus rapidement possible a une molécule intéressante.
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Figure 33 : Diagramme de PERT du projet THINPAD montrant la relation entre les différents blocs de
tdches (WP).

a) WP1 : coordination et gestion de projet

Ce WP dirigé par le partenaire 1 mais impliguant 'ensemble des membres du projet permet
de réaliser un suivi du projet en rappelant aux groupes concernés les étapes intermédiaires a
atteindre pour rester dans la planification initiale ainsi que I’écriture des différents rapports a
remettre au contréleur européen a des dates prédéfinies. Ce WP inclut notamment
I’'organisation de réunions semestrielles entre les membres, la correspondance avec le conseil

scientifique européen et la mise en place d’un site internet (http://www.thinpad.unisi.it/).
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b) WP2 : sélection in silico et optimisation des molécules

C’est ce WP qui a alimenté le projet par la pré-sélection in silico de molécules en se basant sur
deux banques de données (la premiére étant une collection privée du partenaire 4 contenant
environ 65000 molécules et la deuxieme est une collection de 11290000 molécules
commerciales). La modélisation informatique se fait grace a trois structures
tridimensionnelles de la NCp7 en interaction avec la boucle SL3 (Guzman et al., 1998), la
séquence PBS (Bourbigot et al., 2008) et un inhibiteur non covalent de nucléocapside déja
décrit (Goudreau et al., 2013) (Figure 34). Ce criblage informatique réalisé par le partenaire 1
est complété par la synthése et la mise a disposition pour les partenaires 2 et 3 des molécules
par le partenaire 4. Les nombreux échanges entre I'université de Sienne et IRBM, ainsi que les
différents résultats du criblage ont permis d’optimiser la structure des molécules afin

d’améliorer I'effet ou diminuer la cytotoxicité.

NCp7-RNA(SL3) NC(12-55)-DNA(PBS) NCp7-NCls
PDB:1A1T PDB:2JZW PDB:2M3Z

Figure 34 : Structures tridimensionnelles servant au criblage in silico de molécules potentiellement
inhibitrices.

c) WP3 : criblage in vitro et in cellulo, caractérisation du mécanisme

d’action

Les molécules issues du WP2 sont criblées dans deux tests in vitro différents :

(i) Test d’inhibition de I'activité chaperonne des ANs de NCp7 (NCinh). Ce test, réalisé
dans notre laboratoire (Bernacchi and Mély, 2001; Bernacchi et al., 2002), est basé sur la
capacité de la NCp7 a déstabiliser la structure en tige-boucle de la séquence d’ADN cTAR
(séquence complémentaire a la séquence TAR de I’ARN viral, impliquée dans le premier
transfert de brin lors de la transcription inverse). En placant aux extrémités de cTAR un

fluorophore (rhodamine 6G, abrégé sous le nom Rh6G) et un inhibiteur de fluorescence
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(Dabcyl) capable d’éteindre I'émission du fluorophore lorsqu’ils sont proches, il est possible

de suivre la déstabilisation de I’ADN par la NCp7 par mesure de l'intensité de fluorescence

(Figure 35).
o 1,0
g cTAR + NC(11-55)
% 0,8
NC(11-55) e
S 0,6
T
-]
o 044 ¢TAR + NC(11-55) + Inh
g 0,2/ cTAR
Rn6G ) (DabeyD) CRh6G ) =
0,0

550 600 650 700
Longueur d'onde (nm)

Figure 35 : Test des molécules sur I'activité de déstabilisation de la NCp7 vis-a-vis de cTAR ADN.
L’organisation en tige-boucle de I’ADN rapproche la Rh6G et le Dabcyl, diminuant fortement l'intensité
de fluorescence de la Rh6G (courbe noire). En présence de NCp7, il y a déstabilisation de la structure de
I’ADN, qui éloigne le fluorophore de son inhibiteur, induisant ainsi une augmentation de I’intensité de
fluorescence (courbe rouge). Enfin avec un inhibiteur, I'activité chaperonne de la NCp7 est inhibée, ce
qui diminue a nouveau la fluorescence de la Rh6G (courbe bleue).

(ii) Test d’inhibition de la liaison de la NCp7 aux ANs (EMSA). Ce test, mis au point par
le partenaire 2 permet de confirmer I'activité des molécules qui ciblent la NCp7. La présence
de NCp7 permet de compacter I’ADN circulaire utilisé dans ce test entrainant une migration
sur gel d’agarose différente. En présence d’inhibiteurs, une fraction importante de I’ADN
migrera au méme niveau que I’ADN libre. L'utilisation de concentrations croissantes

d’inhibiteurs permet de déterminer une Clso (Figure 36).

ssDNA

Inhibiteur -

§ 0 :
\

ssDNA libre  E) ' vk . ' '
: s . . * . a * !_’”
! " \
NC+ADN  E) 3 ',
] '

Figure 36 : Test des molécules sur la capacité de NCp7 a se lier aux ANs. NCp7 permet une
réorganisation de I’ADN circulaire utilisé dans ce test entrainant une migration différente. La présence
d’inhibiteurs permet un retour a la normale prouvant I'inhibition de la liaison de la NCp7 aux ANs.

Quand une molécule est positive dans les deux tests de liaison/déstabilisation, elle est ensuite

testée dans trois autres tests in cellulo (Figure 37) :
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- Test d’effet antiviral sur des pseudo-particules (PSEUDO) : ce test central pour un
de mes projets de these sera décrit dans le chapitre résultat [I-A-1.1] de ce
manuscrit.

- Test d’effet antiviral sur des cellules infectées de maniere chronique et latente
(RevCycle). Ces cellules possedent une seule copie du génome viral dont la
transcription peut étre réactivée pharmacologiquement (Vorinostat, inhibiteur de
HDAC utilisé dans la stratégie « shock and kill »). Les virus produits en présence des
molécules a tester sont utilisés pour infecter un autre type de cellules possédant le
géne de la luciférase intégrée a leur génome et dont I'expression est sous contréle
des LTR viraux (TZM-bl). Il est alors possible de mesurer la transactivation de ces
LTRs par les protéines Tat apportées par les particules virales. Dans ce test, on est
donc capable de mesurer la capacité des NCls a inhiber les étapes tardives du cycle
viral, mais également dans une moindre mesure les étapes précoces. Le partenaire
2 réalise ce test.

- Test d’effet antiviral (Mono- et BiCycle). Le partenaire 1 utilise également les
cellules TZM-bl afin de quantifier le niveau d’infection par mesure de I'activité
luciférase. L'infection en présence de molécules se fait ici avec des virus sauvages
soit sur les cellules TZM-bl (MonoCycle), soit pour l'infection d’'une autre lignée
cellulaire (MT-2). Les particules virales produites en différentes quantités en
fonction de l'efficacité de la molécule sont ensuite utilisées pour infecter les
cellules TZM-bl (BiCycle).

Quand une molécule est positive dans deux tests cellulaires sur trois, plusieurs tests de toxicité
cellulaire sont ensuite effectués sur cette molécule par le partenaire 5.

Finalement, lorsqu’une molécule présente un effet intéressant et une absence de cytotoxicité
(ou faible), une batterie de tests est réalisée afin d’élucider son mécanisme d’action. Une
partie de ces tests est effectuée dans notre laboratoire et au cours de ma these, j’ai pu mettre
au point et utiliser plusieurs tests (test d’ajout des molécules a différents temps post-

infection, tests d’assemblage).
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Figure 37 : Comparaison des différents tests cellulaires utilisés pour évaluer I’activité antivirale des
inhibiteurs de nucléocapside (NCls). Le test PSEUDO (A), basé sur la production de pseudo particules
par co-transfection de trois plasmides permet I'étude de I’effet des NCls sur les phases précoces
uniquement. Le MonoCycle (B) cible également uniquement les phases précoces alors que I’utilisation
du BiCycle (B) permet I’étude de I’effet des molécules sur un cycle viral complet. Finalement le RevCycle
(C) utilise des cellules infectées de maniere latente au VIH-1 et permet I'étude de I’effet des NCls
principalement sur les phases tardives mais aussi sur les phases précoces.

d) WP4 : souches virales résistantes

Ce WP peut étre divisé en deux parties :
- Tout d’abord, un test d’efficacité des molécules sur des souches résistantes aux
traitements actuels. Le test utilisé est le méme que le BiCycle en utilisant des
souches virales résistantes aux NRTIs, aux NNRTIs, aux INIs, ou encore aux Pls

(Tableau 4).
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Classe des molécules inactives sur ces Mutations par rapport a la souche WT

mutants

V32l, 154V, 184V, L90OM

Inhibiteurs de protéase (Pls)
M4é6l, 154V, V82L, L90OM

Inhibiteurs nucléosidique de la M41L, D67N, Te9D, M184V, L210W, T215Y
transcription inverse (NRTIs) M41L, D67N, M184V, L210W, T215Y
Inhibiteurs non-nucléosidique de la K103N, V179F, Y181C
transcription inverse (NNRTIs) L100l, K103N, H221Y
G140S, Q148H

Inhibiteurs d’intégrase (INIs)

E92Q, N155H

Tableau 4 : Mutations observées sur deux souches résistantes a chacun des différents traitements.
Par la suite, dans ce WP, le partenaire 1 a également essayé de créer une souche virale
résistante aux NCIs en soumettant une pression de sélection au virus par ajout de

concentrations progressives de la molécule.

e) WP5 : optimisation pharmaceutique

L’étude pharmacocinétique et I'établissement du profil ADME (Absorption, Distribution,
Métabolisme et Excretion) sont rapidement pris en compte pour I'optimisation des molécules.
Le but de ce WP est d’identifier des NCls comme candidat médicament ayant des profils ADME
et pharmacocinétique optimaux, sans génotoxicité afin de pouvoir rapidement étre testés

dans un modele de souris humanisées. Ces études sont réalisées par les partenaires 4 et 5.

f) WP6 : études précliniques

Ce WP, principalement effectué par le partenaire 4 permet I'évaluation de la tolérance des
souris humanisées a cette nouvelle molécule dans un premier temps et de I'effet antiviral dans
un deuxiéme temps. Ces souris sont dites humanisées car, ne possédant pas de systeme
immunitaire murin, elles subissent une greffe de cellules progénitrices hématopoiétiques
CD34* mimant le systéme immunitaire humain. Les souris sont ensuite contaminées par
différentes souches virales afin de tester I'efficacité des NCls in vivo (Legrand et al., 2009;

Traggiai et al., 2004).
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g) WP7 : exploitation et dissémination des résultats

Ce WP permet le recensement des différents résultats pour qu’ils soient publiés dans des
revues scientifiques et/ou protégés par un dépo6t de brevet international afin de permettre

une exploitation commerciale.
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Chapitre 2 : Objectifs de la these

Mon travail de thése s’est articulé autour de deux projets :
1) Caractérisation cellulaire de nouveaux traitements anti-VIH-1 ciblant la NucléoCapside :

Le SIDA (Syndrome d’Immuno Déficience Acquise), maladie provoquée par le VIH (Virus
d’Immunodéficience Humaine) est une des pandémies parmi les plus séveres des derniéres
années. Les thérapies antirétrovirales, qui permettent d’empécher I'évolution de la maladie
au stade SIDA, sont basées sur I'utilisation de molécules inhibitrices qui ciblent les étapes clés
du cycle viral : entrée, transcription inverse (RT), intégration (IN) et maturation. Chacune de
ces molécules antivirales induit une pression de sélection a I'origine de I'émergence de virus
résistants. Les trithérapies combinent plusieurs molécules ciblant différentes étapes du cycle
viral afin d’améliorer I'efficacité, la sélectivité et limiter les résistances aux traitements.
Toutefois, ces traitements demeurent imparfaits et il devient donc urgent de développer de
nouvelles stratégies thérapeutiques limitant I'apparition de virus résistants. Notre laboratoire
participe a un projet européen (THINPAD) ayant pour objectif de développer un traitement
anti-VIH-1 ciblant la NucléoCapside (NCp7). Du fait de son activité chaperonne des acides
nucléiques (AN), la NCp7 est impliquée dans de nombreuses étapes du cycle viral, notamment
lors de la transcription inverse et de I'assemblage de la particule virale (ré6le du domaine NC
au sein du précurseur Gag). De plus, elle stimulerait la phase d’intégration du génome viral a
celuide la cellule hote. Ces activités et le fait que la séquence de la NC est fortement conservée
dans les différents sous-types du VIH-1 font de cette protéine une cible thérapeutique
intéressante pour le développement de nouvelles molécules anti-VIH.

L'objectif du consortium européen THINPAD est d’identifier puis d’améliorer des
inhibiteurs de la NCp7 en appliquant successivement un crible in silico, une sélection in vitro
des molécules capables d’inhiber I'activité chaperonne des AN de la NCp7 et des cribles in
cellulo de [I'activité antivirale des molécules anti-NCp7. Pour les molécules les plus
prometteuses, les mécanismes d’action seront analysés avant de passer a des analyses
d’activité et de toxicité in vivo. Au sein de ce consortium, I'objectif de mon premier projet de
thése a consisté a développer un test d’infection utilisant des pseudo-particules virales
mimant la phase précoce de l'infection virale (post-entrée jusqu’a l'intégration). L'effet des

molécules ciblant la nucléocapside est mesuré par quantification de I'infection de ces pseudo-
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particules. En effet, le génome intégré dans les particules porte un gene rapporteur dont
I’expression est sous contréle du promoteur CMV (luciférase ou GFP). Les résultats obtenus
sont alors analysés en regard des résultats des autres tests réalisés en parallele par les
partenaires du consortium THINPAD afin de sélectionner les molécules potentiellement
actives.

Comme la NCp7 est impliquée dans plusieurs étapes du cycle viral, il est important
d’identifier celle (ou celles) qui est (ou sont) inhibée(s) par les diverses molécules. C'est
pourquoi, en utilisant I'infection par les pseudo-particules, nous avons appliqué un test
permettant de déterminer jusqu’a quel temps post-infection (p.i.) une molécule antivirale
peut étre ajoutée tout en conservant son effet. Ce test permet ainsi de vérifier si les molécules
inhibent la transcription inverse ou l'intégration. Afin d’observer I'effet des molécules sur
I'assemblage des particules virales, un nouveau test a également été développé. Pour cela,
des protéines fluorescentes eGFP ou mCherry ont été insérées dans la polyprotéine Gag dont
la multimérisation a la membrane cellulaire est nécessaire et suffisante pour le
bourgeonnement de nouvelles particules virales. La multimérisation de Gag et donc
I'assemblage peut étre quantifiée par des mesures de transfert d’énergie par résonance de
type Forster (FRET) entre un fluorophore donneur (eGFP) et un accepteur (mCherry) portés

par deux protéines Gag.

2) Observation d’une forme compacte de Gag in cellulo :

Les précurseurs Gag recrutent les deux copies d’ARNs viral et se multimérisent au cours
de leur transport vers la membrane cellulaire et au niveau de cette derniere. Ces protéines
Gag sont nécessaires et suffisantes pour permettre le bourgeonnement de la particule virale.
Il a été montré, en solution, par I'utilisation d’une protéine Gag tronquée de son domaine p6
et non myristoylée, que l'interaction de Gag avec I’ARN par l'intermédiaire a la fois du
domaine NC mais également du domaine Matrice (MA), entraine la formation d’une forme
repliée de Gag. Cette forme compacte serait une forme transitoire de Gag observée a distance
de la membrane cellulaire. In vitro, I'addition de lipides, mimant une membrane lipidique,
entraine la perte de la forme compacte en faveur d’une forme étendue de Gag similaire a celle
observée dans les virions immatures. En effet, la MA étant plus affine pour les lipides que pour

I'ARN, il y aurait perte d’interaction entre le domaine MA et ce dernier alors que le domaine
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NC resterait lié a ’ARN. Dans ce contexte, notre objectif est de montrer I'existence de la forme
repliée de Gag in cellulo.

Pour atteindre cet objectif, nous avons utilisé une stratégie basée sur 'utilisation de Split-
eGFP. Dans cette stratégie, I'eGFP est clivée en deux parties (GFP1-10 et GFP11). Les deux
parties, correspondant aux extrémités N- et C-terminales de I'eGFP, exprimées seules sont
non fluorescentes mais sont capables de reconstituer une eGFP entiere fluorescente
lorsqu’elles se rapprochent. Les parties C- (GFP11, constituée d’un seul des brins beta
constituant I’eGFP) et N-terminales (GFP1-10, N-ter formée des brins 1 a 10 du tonneau beta
de I’eGFP) ont été insérées entre les domaines Matrice et Capside de Gag et a I'extrémité C-
terminale de Gag respectivement au sein d’'une protéine Gag compléte. Ainsi, lorsque Gag
prend sa conformation repliée, il y a reconstitution du fluorophore par rapprochement des
deux parties (intramoléculaire) et donc émission de fluorescence. Etant donné le caractére
multimérique de Gag une eGFP fluorescente peut également étre reconstituée lors de
I'interaction de deux protéines Gag portant chacune des fragments complémentaires de
I’eGFP (intermoléculaire). Plusieurs techniques d’imagerie, de biologie moléculaire et de

biochimie ont ainsi été utilisées pour montrer 'existence de cette forme compacte de Gag.
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Chapitre 3 : Matériels et Méthodes

1. Matériels

A. Cellules

Cellules HeLa (ATCC®CCL-2™) : ces cellules épithéliales dérivées d’un cancer du col
de l'utérus (infectées par le virus du papillome humain ; préléevement sur Henrietta
Lacks) constituent la premiere lignée cellulaire humaine immortalisée. Elles nous
permettent principalement de réaliser des transfections transitoires pour
I'observation de protéines fluorescentes en microscopie, ou pour I'extraction
protéique nécessaire pour les techniques biochimiques.

Cellules 293T (ATCC®CRL-3216™) : ces cellules épithéliales dérivées de cellules
embryonnaires rénales humaines (contiennent Adénovirus) permettent la
réplication épisomale de plasmide sous la dépendance d’'un promoteur SV40
(Simian Virus 40). Dans notre cas, elles sont utilisées pour la production de pseudo-
particules virales par co-transfection de trois plasmides bactériens.

Bactéries compétentes :

o DH5a: cette lignée d’Escherichia coli est celle que nous utilisons au
laboratoire pour les clonages et I'amplification des différents plasmides. La
forte efficacité de transformation de ces bactéries nous permet ainsi
d’obtenir des transformations efficaces malgré la faible quantité d’ADN
utilisée. Elles sont cultivées a 37 °C dans un milieu stérile de type Lysogeny
Broth (LB, 10 g.L ™ tryptone, 5 g.L ! extrait de levures, 5 g.L'* NaCl) contenant
I'antibiotique dont le géne de résistance est retrouvé sur le plasmide a
transformer.

o BL21(DE3)pLysS: ces bactéries (E. coli) compétentes permettent la
production de protéines. Elles expriment en effet ’ARN polymérase du
bactériophage T7 dont la synthése est sous controle du promoteur lacUV5,
donc induite par I'IPTG (Isopropyl B—D-1-thiogalactopyranoside). Afin de

réduire I'expression basale du géne d’intérét souvent toxique pour les
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cellules, ces bactéries produisent le lysozyme T7 (pLysS) qui inhibe I'activité
de I’ARN polymérase de T7 (Zhang and Studier, 1997). Ces bactéries sont
cultivées dans un milieu LB contenant du chloramphénicol (35 pg.mL?; le
plasmide pLysS portant un gene de résistance a cet antibiotique) et
I'antibiotique dont le géne de résistance est retrouvé sur le plasmide a

transformer.

B. Plasmides

L’ensemble des plasmides utilisés au cours de cette these est présenté dans le Tableau 5. Afin
d’étre certain de la séquence nucléotidique du géne codant pour la protéine d’intérét,
I'ensemble des séquences a été vérifié grace a un séquencage effectué par la société GATC

biotech (https://www.gatc-biotech.com/fr/index.html).
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Géne de
. . Tag
résistance

Position du Tag ou de l'insertion

Promoteur

Vecteur

gag-eGFP Ampiciline eGFP Entre les domaines MA et CA de Gag CMV pcDNA3.1
Gag_mCherry Ampiciline mCherry Entre les domaines MA et CA de Gag CMV pcDNA3.1
gag_eGFP_MCS2 Ampiciline eGFP/MCS2 Insertion d'un site de clonage multiple en C-terminal de Gag CMV pcDNA3.1
| ti ! it | Itipl tre MA et CA t
gag_MCS1_MCS2 Ampiciline | Mcs1/mcs2 | 'msertion d'un site de clonage multiple entre MA et CA de Gag et en cMV pCcDNA3.1
C-ter de Gag
eGFP Kanamycine CMV
Gag (pNL4.3) Ampiciline (o) cmv pcDNA3.1
pcDNA3.1 Ampiciline CMV pcDNA3.1
pGL3 Ampiciline Luciférase Sv40 pGL-3
Plasmides nécessaires pour |'observation de la forme compacte par utilisation du FRET-FLIM
gagTC Ampiciline TC Insertion du motif TC en C-terminale de Gag cmv pcDNA3.1
gag_eGFP_TC Ampiciline eGFP/TC Insertion de I'eGFP entre MA et CA de gag et du motif TC en C- CMV pcDNA3.1
terminale de Gag
Plasmides codant les différents fragments de la split-GFP tri-partite dans la protéine Gag WT
Zipper_GFP10 (a) Ampiciline GFP10 Motif Leucine Zipper associé au brin § #10 de la split-GFP tri-partite CcMV pcDNA3
Zipper_GFP11 (a) Ampiciline GFP11 Motif Leucine Zipper associé au brin § #11 de la split-GFP tri-partite CcMV pcDNA3
GFP10_Zipper GFP11 () Ampiciline GFP10/GFP11 Motif Leucine zipper encadré pa.r les t')rms B #10 et #11 de la split- CMV bcDNA3
GFP tri-partite
GFP1-9 (a) Kanamycine GFP1-9 BrinB #1 a 9 constituant le prmcnf)al fragment de la split-GFP tri- 17 DET
partite
gag_GFP1-9_MCS2 Ampiciline GFP1-9 MCS1 CcMV pcDNA3.1
gag_MCS1-GFP1-9 Ampiciline GFP1-9 MCS2 CcMV pcDNA3.1
gag_GFP10_MCS2 Ampiciline GFP10 MCS1 CcMmvV pcDNA3.1
gag GFP10-GFP11 Ampiciline GFP10/GFP11 MCS1 pour GFP10 et MCS2 pour GFP11 CcMmV pcDNA3.1
gag_MCS1-GFP10 Ampiciline GFP10 MCS1 CcMmvV pcDNA3.1
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Plasmides codant les différents fragments de la split-GFP bi-partite dans la protéine Gag WT

Motif Leucine Zipper associé aux brins B #1 a 10 de la split-GFP bi-

Zipper_GFP1-10 (a) Ampiciline partite CMV pcDNA3.1
gag_GFP1-10_MCS2 Ampiciline GFP1-10 MCS1 CcMV pcDNA3.1
gag_GFP1-10_GFP11 Ampiciline | GFP1-10/GFP11 GFP1-10 inséré dans MCS1 et GFP11 dans MCS2 cmv pcDNA3.1
gag_MCS1_GFP11 Ampiciline GFP11 MCS2 cmv pcDNA3.1
gag_MCS1_GFP1-10 Ampiciline GFP1-10 MCS2 cmv pcDNA3.1
gag_GFP11_MCS2 Ampiciline GFP11 MCS1 cmv pcDNA3.1
gag_GFP11_GFP1-10 Ampiciline | GFP11/GFP1-10 GFP11 inséré dans MCS1 et GFP1-10 dans MCS2 CMV pcDNA3.1
Insertion des fragments de la split-GFP bi-partite aux extrémités N- et C-terminales de la luciférase
MCS1_lucif_MCS2 Ampiciline MCS1/MCS2 Insertion des sites de clc?nages multiplt.es'aux extrémités N- et C- CMV DcDNA3.1
terminales de la luciférase
GFP11_lucif_MCS2 Ampiciline GFP11 MCS1 cMV pcDNA3.1
GFP11_lucif_GFP1-10 Ampiciline | GFP11/GFP1-10 GFP11 inséré dans MCS1 et GFP1-10 dans MCS2 cMV pcDNA3.1
MCS1_lucif_GFP1-10 Ampiciline GFP1-10 MCS2 cMV pcDNA3.1
Plasmides codant les différents fragments de la split-GFP bi-partite dans la protéine Gag délétée du linker entre les deux domaines de la Capside
gagAlinkCAC-CAN_GFP11-GFP1-10 Ampiciline | GFP11/GFP1-10 GFP11 inséré dans MCS1 et GFP1-10 dans MCS2 CMV pcDNA3.1
gagAlinkCAC-CAN_GFP11-MCS2 Ampiciline GFP11 MCS1 cMV pcDNA3.1
gagAlinkCAC-CAN_MCS1-GFP1-10 Ampiciline GFP1-10 MCS2 cMV pcDNA3.1
gagAlinkCAC-CAN_eGFP_MCS2 Ampiciline eGFP/MCS2 Insertion d'un site de clonage multiple en C-terminale de Gag CcMV pcDNA3.1
Plasmides codant les différents fragments de la split-GFP bi-partite dans la protéine Gag ou le linker entre les deux domaines de la Capside est remplacé par plusieurs
prolines
Gag_link-PPPP_GFP11-GFP1-10 Ampiciline GFP11/GFP1-10 MCS1 pour GFP11 et MCS2 pour GFP1-10 CcMV pcDNA3.1
Gag_link-PPPP _GFP11-MCS2 Ampiciline GFP11 MCS1 CcMV pcDNA3.1
Gag_link-PPPP_MCS1-GFP1-10 Ampiciline GFP1-10 MCS2 CcMV pcDNA3.1
Gag_link-PPPP_eGFP_MCS2 Ampiciline eGFP/MCS2 Insertion d'un site de clonage multiple en C-terminal de Gag cmv pcDNA3.1
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Plasmides codant les différents fragments de la split-GFP bi-partite dans la protéine Gag délétée du domaine Sp1 (entre CA et NC)

gagASpl_GFP11-GFP1-10 Ampiciline | GFP11/GFP1-10 GFP11 inséré dans MCS1 et GFP1-10 dans MCS2 cmv pcDNA3.1
gagASpl_GFP11-MCS2 Ampiciline GFP11 MCS1 cmv pcDNA3.1
gagASpl_MCS1-GFP1-10 Ampiciline GFP1-10 MCS2 cmv pcDNA3.1
gagASpl_eGFP-MCS2 Ampiciline eGFP/MCS2 Insertion d'un site de clonage multiple en C-terminal de Gag cmv pcDNA3.1

Plasmides codant les différents fragments de

la split-GFP bi-partite dans la protéine Gag dont la multimérisation est limitée par la muta

tion W318A-M319A

gagWM_GFP11_GFP1-10 Ampiciline | GFP11/GFP1-10 GFP11 inséré dans MCS1 et GFP1-10 dans MCS2 CcMV pcDNA3.1
gagWM_GFP11-MCS2 Ampiciline GFP11 MCS1 cMV pcDNA3.1
gagWM_MCS1-GFP1-10 Ampiciline GFP1-10 MCS2 cMV pcDNA3.1
gagWM_eGFP_MCS2 Ampiciline eGFP/MCS2 Insertion d'un site de clonage multiple en C-terminal de Gag cmv pcDNA3.1
Plasmides codant les différents fragments de la split-GFP bi-partite dans la protéine Gag délétée du domaine NC
gagANC_GFP11-GFP1-10 Ampiciline | GFP11/GFP1-10 GFP11 inséré dans MCS1 et GFP1-10 dans MCS2 cMV pcDNA3.1
gagANC_GFP11-MCS2 Ampiciline GFP11 MCS1 cMV pcDNA3.1
gagANC_MCS1-GFP1-10 Ampiciline GFP1-10 MCS2 cMV pcDNA3.1
gagANC_eGFP-MC(CS2 Ampiciline eGFP/MCS2 Insertion d'un site de clonage multiple en C-terminal de Gag cmv pcDNA3.1
Plasmides codant les différents fragments de la split-GFP bi-partite dans la protéine Gag dont la liaison a I'ARN par la MA est limitée par le mutant KKK-25,26,27-TTT
gagKK-TT_GFP11_MCS2 Ampiciline | GFP11/GFP1-10 GFP11 inséré dans MCS1 et GFP1-10 dans MCS2 cmv pcDNA3.1
gagKK-TT_MCS1_GFP1-10 Ampiciline GFP11 MCS1 cMV pcDNA3.1
gagKK-TT_eGFP_MCS2 Ampiciline GFP1-10 MCS2 cMV pcDNA3.1
gagKK-TT_GFP11_GFP1-10 Ampiciline eGFP/M(CS2 Insertion d'un site de clonage multiple en C-terminal de Gag cmv pcDNA3.1

Plasmides codant les différents fragments

de la split-GFP bi-partite dans la protéine Gag dont la délétion du domaine NC est associé

au mutant KK-TT

gagANC_KK-TT_GFP11-GFP1-10 Ampiciline GFP11/GFP1-10 GFP11 inséré dans MCS1 et GFP1-10 dans MCS2 CcMV pcDNA3.1

gagANC_KK-TT_GFP11-MCS2 Ampiciline GFP11 MCS1 cmv pcDNA3.1

gagANC_KK-TT_MCS1-GFP1-10 Ampiciline GFP1-10 MCS2 cMvV pcDNA3.1

gagANC_KK-TT_eGFP-MCS2 Ampiciline eGFP/MCS2 Insertion d'un site de clonage multiple en C-terminal de Gag cmv pcDNA3.1
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Plasmides codant les différents fragments de la split-DRONPA bi-partite dans la protéine Gag (b)
ff DRONPA Ampiciline cmv pcDNA3.1
Nter-DRONPA-LZ Ampiciline Motif Leucine Zpper associé Z?_);::glseB #1 a 10 de la split-DRONPA CMV DCDNA3.1
LZ-c-ter DRONPA Ampiciline Motif Leucine Zipper associé ::rtt)ir:(r; B #11 de la split-DRONPA bi- CMV pcDNA3.1
Plasmides utilisées la purification : insertion de Gag-6H et des différentes insertions de split-GFP bi-partite dans Gag WT
pPET28A_gag (pNL4.3) Kanamycine T7 pET28A
pET28A_gagGFP11_GFP1-10 Kanamycine | GFP11/GFP1-10 GFP11 inséré dans MCS1 et GFP1-10 dans MCS2 T7 pET28A
pET28A_gagGFP11_MCS2 Kanamycine GFP11 GFP11 dans MCS1 T7 pET28A
pET28A_eGFP Kanamycine eGFP Entre les domaines MA et CA de Gag T7 pET28A
pET28A_gageGFP_MCS2 Kanamycine eGFP/MCS2 eGFP dans MCS1 T7 pET28A
PET28A_gagMCS1_MCS2 Kanamycine MCS1/MCS2 Insertion d'un site de cIonagCe_tr:rucIjt;pclaizntre MA et CA de Gag et en 7 DET28A
Plasmides utilisées la production de pseudo-particules virales (c)
Wcor eGFP Ampiciline SIN-LTR-Psi-cPPT-LoxP-CMV-eGFP CcMvV pSicor
Wcor Lucif Ampiciline SIN-LTR-Psi-cPPT-LoxP-CMV-luciferase cmv pSicor
Dr8.91 (gag-pol) Ampiciline Gag-Pol-cPPT-RRE (souche pNL4.3) cmv pCMV
VSV-G Ampiciline VSV-G cMV pMD2.G
Plasmides utilisées la localisation spécifique de I’ARN viral (d)
mCherry_MS2 mCherry Protéine de Capside du bactériophage MS2 cmv
pRSV-Rev Protéine Rev sous controle du promoteur RSV RSV-U3 pRSV-Rev
pCMV-intro ARN viral modifié, possédant les boucles MS2 cmv pcDNA3.1

Tableau 5 : liste des plasmides utilisés au cours de cette thése. (a) ces plasmides ont été généreusement fournis par le Dr Stephanie Cabantous (Cancer
Research Center, Toulouse) ; (b) plasmides envoyés par le Dr Peter Dedecker (KU LEUVEN) ; (c) ces plasmides ont été obtenus du laboratoire de Trono
(Addgene) ; (d)Plasmides fournis par le Dr Nolwenn Jouvenet (Institut Pasteur, Paris).
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C. Anticorps primaires et secondaires

Les différents anticorps primaires et secondaires utilisés dans I'analyse de la forme compacte

de Gag in cellulo par analyses biochimiques sont présentés dans le Tableau 6.

Application/dilution

Espece Fournisseur Référence

Anticorps primaires

a-p24 Gag Souris NIH reagent program 6521 Monoclonal WB 1/10000
o-eGFP Souris Life technologies Al11120 |Monoclonal| IP 1 pg/mg protéine
a-GAPDH Souris Millipore MAB374 | Monoclonal WB 1/5000
Anticorps secondaires
a-souris_HRP | Chevre | Promega W402B | Couplé HRP|  WB 1/10000

Tableau 6 : liste des anticorps primaires et secondaires utilisés lors de cette these.

D. Oligonucléotides

Les oligonucléotides synthétiques ont été commandés chez Sigma Aldrich et leurs séquences

sont présentées dans le Tableau 7.

# Nom Séquence 5’3’

Insertion des multi cloning sites entra MA et CA pour MCS1 et en C-terminale de Gag pour MCS2
GATCCGGTGGAGGTGGATCATTAATTAAAAGGCGCGCCGGTGGAGG

1 Fwd MCS1

TGGATCAG
AATTCTGATCCACCTCCACCGGCGCGCCTTTTAATTAATGATCCACCT
2 Rev MCS1
CCACCG
Rev M(CS2 Phos-GGTCGTTGCCGAACAGGCTG
4 Fwd MCS2 Phos-CCAGCAGCCAGACCGGTTAAATCGATTCTCGAGTCTAGAG

Insertion des split-eGFP bi- et tri-partites dans MCS1 et/ou MCS2
CCGGTGGTGGAGGTGGATCAGGGGCCGGCCTAGAGAAGCGTGACC
ACATGGTCCTTCTAGAGTACGTAACAGCTGCTGGGATTACAGACGCA
AGTTAAAT
CGATTTAACTTGCGTCTGTAATCCCAGCAGCTGTTACGTACTCTAGAA
GGACCATGTGGTCACGCTTCTCTAGGCCGGCCCCTGATCCACCTCCA
CCA
TAACGGTGGAGGTGGATCAGGGGCCGGCCTAGAGAAGCGTGACCA
CATGGTCCTTCTAGAGTACGTAACAGCTGCTGGGATTACAGACGCAA
GTGGG
CGCGCCCACTTGCGTCTGTAATCCCAGCAGCTGTTACGTACTCTAGAA

5 Fwd GFP11 MCS2 avec STOP

6 Rev GFP11 MCS2

7 Fwd GFP11 MCS1

Rev GFP11 MCS1

GGACCATGTGGTCACGCTTCTCTAGGCCGGCCCCTGATCCACCTCCA
CCGTTAAT

9 Fwd GFP1-10 MCS1 CTCTTAATTAACGTTTCGAAAGGCGAGGAG
10 Rev GFP1-10 MCS1 ACACTAATCGATTCATTTCTCGTTTGGGTCTTTG
11 Fwd GFP1-10 MCS2 CTCACCGGTGGTGGAGGTGGATCAGGGGCCGGCCTAGTTTCGAAAG

GCGAGGAG
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12 Rev GFP1-10 MCS2 avec STOP ACACTAATCGATTCATTTCTCGTTTGGGTCTTTG
TAACGGTGGAGGTGGATCAGGGGCCGGCCTAATGGGCGACCTGCCC

13 Fwd GFP10 MCS1 GACGACCACTACCTGTCCACCCAGACCATCCTGAGCAAGGACCTGAA
CGGG
CGCGCCCGTTCAGGTCCTTGCTCAGGATGGTCTGGGTGGACAGGTA

14 Rev GFP10 MCS1 GTGGTCGTCGGGCAGGTCGCCCATTAGGCCGGCCCCTGATCCACCTC
CACCGTTAAT
CCGGTGGTGGAGGTGGATCAGGGGCCGGCCTAATGGGCGACCTGC

15 Fwd GFP10 MCS2 CCGACGACCACTACCTGTCCACCCAGACCATCCTGAGCAAGGACCTG
AACAT
CGATGTTCAGGTCCTTGCTCAGGATGGTCTGGGTGGACAGGTAGTG

16 Rev GFP10 MCS2 GTCGTCGGGCAGGTCGCCCATTAGGCCGGCCCCTGATCCACCTCCAC
CA

Insertion des fragments de split-DRONPA bi-partite dans MCS1 et MCS2 de Gag ou avec le motif

leucine zipper

17 Fwd Nter-DRONPA_Lzip CTAGCTAGCTAGACCATGAGTGTGATTAAACCAGACATGAAG

18 Rev Nter-DRONPA_Lzip GCCATCGATGGCCTTCTTAGCTTTATAAGTAGTTTTAACGTCACATC
GCCATCGATGGTTGGCGGTGGCTCTGGAGGTGGTGGGTCCGTTGTC

20 Rev Lzipper_Cter-DRONPA GCTCTAGAGCGTTACTTGGCCTGCCTCGG

. CGGGATCCCGCCTTAATTAAGGCGGCGCGCCATGGAAGACGCCAAA

21 Fwd Luciferase MCS1 AACATAAAG

22 Rev Luciferase MCS2 SGAATTCCACCGGTCCTTACCATCGATGGCCCACGGCGATCTTTCCG

23 Fwd N-Ter DRONPA MCS1 CTCTTAATTAACATGAGTGTGATTAAACCAGACATGAAG

24 Rev N-ter DRONPA MCS1 ATAGGCGCGCCCCTTCTTAGCTTTATAAGTAGTTTTAACGTCACATC
CTCACCGGTGGTGGAGGTGGATCAGGGGCCGGCCTAATGAGTGTGA

26 Rev N-ter DRONPA MCS2 ACAACCATCGATGGCTTACTTCTTAGCTTTATAAGTAGTTTTAACGTC
ACATC

27 Fwd C-Ter DRONPA MCS1 CTCTTAATTAACGTTGTCCAGTTGCCAGACTATCAC

28 Rev C-ter DRONPA MCS1 ATAGGCGCGCCCCTTGGCCTGCCTCGG
CTCACCGGTGGTGGAGGTGGATCAAGGGGCCGGCCTAGTTGTCCAG

30 Rev C-ter DRONPA MCS2 ACAACCATCGATGGCTTACTTGGCCTGCCTCGG

Création des différents mutants de Gag

31 Fwd gag WM Phos-GACGTGAAGAACGCCGGCGACCGAGACCCTG

32 Rev gag WM Phos-CTGGCTGGCCTGCTCAGC

33 Fwd gag Del-link-CAC-CAN Phos-GACATCCGCCAGGGCCCC

34 Rev gag Del-link-CAC-CAN Phos-CATCCGCACGATCTTGTTCAGGC

35 Fwd Gag_link-PPPP Phos-GTACAGCCCCCCGCCACCTCCGGACATCCGCC

36 Rev Gag_link-PPPP Phos-ATCCGCACGATCTTGTTCAGGC

37 Fwd gag Del Sp1 Phos-ATGCAGCGCGGCAACTTCC

38 Rev gag Del Sp1 Phos-CAGCACGCGGGCCTTGTG

39 Fwd DeltaNC Phos-CTGGGCAAGATCTGGCCCAG

40 Rev DeltaNC Phos-GAACATGATGGTCGCCGGGTTCG

41 Fwd MA KK26-27TT Phos-CCCGGCGCACGACGACGTACAAGCTGAAG

42 Rev MA KK26-27TT Phos-GCGCAGGCGGATCTTCTCCCAC
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Création des plasmides necessaires pour la purification de protéines
45 | Fwd gag pet28a (digestion Nco 1) | ATCTACCATGGGCGCCCGC

46 Rev gag_..._GFP1-10 pet28a GTGGTGCTCGAGTTTCTCGTTTGGGTCTTTGCTCAGCAC
(digestion Xho 1)

47 Rev gag_..._MCS2 pet28a GTGGTGCTCGAGACCGGTCTGGCTGCTGGGGT
(digestion Xho I)

48 Fwd eGFP pet28a CTACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTG

(digestion Nco 1)
49 | Rev eGFP pet28a (digestion Xho I) | GTGGTGCTCGAGCTTGTACAGCTCGTCCATGCCGAGAGTGAT

50 Agel GFP1-10 Fwd CACCGGTGGTGGAGGTGGATCAATGGTTTCGAAAGGCGAGGAGC
51 GFP1-10-without stop Xhol Rev ACCACCCTCGAGTTTCTCGTTTGGGTCTTTGCTCAGC
52 Pacl_eGFP Fwd CTTAATTAACATGGTGAGCAAGGGCGAGGAG

53 eGFP_without Stop_Ascl Rev CGGCGCGCCCCTTGTACAGCTCGTCCATGCCG

Oligonucléotide utilisé pour I'étude de la forme compacte de Gag par spectrométrie de masse a
mobilisation ionique
54 ‘ polyA(25) ‘ AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Tableau 7 : liste des oligonucléotides nécessaires pour les mutagénéses. Phos- indique une
phosphorylation des amorces en 5’.

E. Enzymes de restrictions

Les différentes enzymes de restriction utilisées pour la digestion de plasmides et de séquences

d’intérét amplifiées par PCR sont présentées dans le Tableau 8.

Nombre de site Réf. New
concentration | yecteur | pNEB198 site de England
(U/,) lambda | (2,7Kb) | clivage 5'-3' | BiolLabs ®
(48,5 Kb)

Agel-HF 20 13 A/CCGGT R3552S
Cla1 10 15 AT/CGT R0197S
Ascl 10 2 GG/CGCGCC R0558S
Pacl 10 1 TTAAT/TAA R0547S

BamH1-HF 20 5 G/GATCC R3136S

EcoR1-HF 20 5 G/AATTC R3101S

Nhel-HF 20 1 G/CTAGC R3131S

Ncol-HF 20 4 C/CATGG R3193S
Xho1l 20 1 C/TCGAG RO146S

Tableau 8 : enzymes de restriction utilisées pour les différents clonages. HF = High Fidelity ®NEB
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1. Biologie cellulaire

A. Culture cellulaire

Les cellules Hela sont cultivées dans des flasques de 75 cm? (T75), dans un milieu de culture
DMEM 1 g.L! glucose (Dubelcco’s Modified Eagle Medium ; Gibco®Life technologie, réf.
21885) dit complet car supplémenté par 10 % (V/V) de Sérum de Veau Fecetal (SVF ; Gibco®
Thermo Fisher Scientific, réf. 10270-106) et par des antibiotiques (Pénicilline et Streptomycine
100 Ul/mL final). Les cellules 293T sont quant a elles cultivées dans un milieu DMEM complet
riche en glucose (4,5 g.L? ; Gibco®Life technologie, réf. 31966).

Afin d’étre maintenues dans des conditions physiologiques, les cellules sont placées dans un
incubateur thermostaté (37 °C) dont I'atmosphére est composée de 5 % de CO, et 95 %
d’humidité environ. Un passage des cellules bi-hebdomadaires permet de faciliter la
prolifération cellulaire en évitant que le tapis cellulaire atteigne la confluence. Cette méthode
nous permet ainsi de maintenir les cellules dans le temps (maximum 20 passages pour les
Hela et 10 passages pour les 293T). Pour effectuer le passage, les cellules sont dans premier
temps lavées avec du DPBS 1X (Dubelcco’s Phosphate Buffered Saline ; Lonza, BE17-512F),
puis détachées par action de la trypsine (Lonza, BE0O2-007E). Un volume de DMEM complet
est ensuite ajouté pour stopper I'action de la trypsine et une centrifugation (1300 rpm, 5 min)
permet de supprimer I’enzyme encore présente dans le milieu. Le culot cellulaire est alors
repris dans 10 mL de DMEM complet et la concentration cellulaire est déterminée a I'aide
d’une cellule de Neubauer. Une quantité déterminée de cellules est remise en culture dans
une nouvelle flasque contenant 20 mL de DMEM complet. Ce passage nous permet également
d’ensemencer d’autres contenants (lbidi 4 puits, plague 6 puits, flasques, ...) utilisés pour les
différentes expériences.

Les cellules Hela (108 par tube) sont conservées (azote liquide) dans un milieu composé de 10
% (V/V) DMSO, 50 % (V/V) Serum de veau Fecetal (SVF) et 40 % (V/V) de milieu de culture de
type DMEM (1 g.L ! glucose, Dulbecco’s Modified Eagle Medium).

Les cellules 293T sont conservées dans un milieu contenant 10 % (V/V) DMSO et 90 % (V/V)

SVF dans de I'azote liquide. Elles ne sont utilisées qu’a des passages inférieurs a dix.
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B. Transfection cellulaire

La transfection cellulaire est un processus de transfert de génes qui permet I'introduction
d’ADN exogene (ici plasmide bactérien) dans des cellules eucaryotes. Le matériel génétique
introduit dans la cellule ne s’intégre pas dans le génome de la cellule héte (on parle de
transfection transitoire). Plusieurs techniques de transfection existent mais nous avons utilisé
exclusivement le kit commercial JetPElI (Polyplus transfection™). Ce kit utilise le PEI
(PolyEthyléne Imine) comme polymere cationique qui se fixe aux phosphates négatifs de
I’ADN pour I'englober entierement. Les complexes formés, globalement positifs vont se fixer
aux polysaccharides de la membrane plasmique chargés négativement. Ils sont ensuite
internalisés par endocytose et I’ADN libéré peut alors étre transporté dans le noyau. Le PEl,
en inactivant les hydrolases acides en tamponnant le pH cytoplasmique protege I’ADN d’une
dégradation (Polyplus-transfection, Illkirch-Graffenstaden, France).
Vingt-quatre heures avant la transfection, les cellules sont déposées :
- Pour I'imagerie dans une lbidi 4 puits, 4.10* cellules par puits dans un volume de
800 pL
- Pour un western blot dans une plaque 6 puits, 2.10° cellules par puits dans un
volume de 3 mL
- Pour une migration en conditions natives ou un cross-link dans une boite de pétri
a 106 cellules dans un volume final de 10 mL
Pour chaque transfection, deux tubes sont préparés : (i) I'un contenant I’ADN a transfecter
dans une solution de 150 mM NaCl stérile et (ii) I'autre contenant le PEI (stock a 7,5 mM, 2 pl
de PEI stock pour 1 ug d’ADN) également dans une solution de 150 mM NaCl stérile. Pour
former des complexes ADN-PEI, le tube contenant le PEl est ensuite ajouté a celui contenant
I’ADN, puis vortexé pendant 15 s et laissé a température ambiante pendant 30 min. Le
mélange est ensuite déposé sur les cellules dont le milieu de culture a été fraichement

remplacé et celles-ci sont replacées dans I'incubateur pendant 12 ou 24 h.

C. Fixation cellulaire

La fixation permet de figer les membranes et les constituants cellulaires afin de conserver les
structures cellulaires dans un état proche de celui du vivant. Dans notre cas, I'utilisation du

ParaFormAldéhyde (PFA) permet la formation de ponts méthylénes entre les acides aminés
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des protéines cellulaires. Ce procédé nous permet de conserver les cellules pendant plusieurs
jours avant d’étre observées au microscope confocal (ni thermostaté, ni maintenu avec 5 %
de CO;). Apreés plusieurs lavages par du DPBS 1X pour éliminer le maximum de complexes PEI-
ADN et de débris cellulaires, les cellules sont incubées pendant 15 min a température
ambiante et sous agitation douce avec une solution de PFA 4 % (stock a 16 % dilué dans du
DPBS 1X; Electron Microscopy Science, réf. 15710). Aprés une autre série de lavages, les

échantillons peuvent étre conservés dans du DPBS a 4 °C.

D. Marqguages post-fixation

1. Marquage nucléaire par du Hoescht 33342

Apreés fixation et pour pouvoir observer les noyaux cellulaires, un traitement par du Hoechst
(Thermofisher-33342) sans perméabilisation est réalisé. Ce marqueur émet une fluorescence
bleue (excitation a 350 nm et émission a 461 nm) lors de sa liaison a I’ADN double brin. Aprés
les lavages post-fixation, les cellules sont incubées pendant 20 min a température ambiante
sous agitation avec une solution d’H-33342 a 1 ug.mL™. Afin d’éliminer I’excédent de colorant,

trois lavages avec du DPBS 1X sont ensuite réalisés.

2. Marquage du motif tétracystéine par un dérive de la résorufine
(ReAsH)

Cette technique est basée sur la forte affinité de I’arsenic (As) pour les groupements thiols
(SH) retrouvés notamment sur les acides aminés cystéines. L'insertion par mutagénese d’un
petit motif constitué de 6 résidus (dont quatre cystéines) est suffisante pour permettre le
marquage et le suivi d’'une protéine d’intérét. En effet, la reconnaissance du motif et la
formation de liaisons covalentes permettent de rendre fluorescents les dérivés de
fluorescéines tels que le FIAsH ou résofurine comme le ReAsH (Figure 57B). Ce systéme permet
de limiter la modification structurelle de la protéine marquée puisque le motif TC est de petite
taille (1 kDa). Aprés trois lavages par de I'Opti-MEM (Optimisation du milieu Eagle’s Minimum
Essentials Media) sans sérum, les cellules sont incubées pendant 1 h a 37 °C avec une solution
d’Opti-MEM contenant 0,8 uM de ReAsH-EDT2 (EDT2 = 1,2-ethanedithiol qui permet de
stabiliser et solubiliser le ReAsH ; Thermo Fisher Scientific, T34562). Les cellules sont ensuite

lavées plusieurs fois par de I'Opti-MEM et incubées 10 min avec le réactif BAL (2,3-
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dimercaptopropanol, ou British Anti-Lewisite) afin d’éliminer le maximum de liaison non
spécifique, avant un autre lavage par de I'Opti-MEM. Il est alors possible d’observer
directement les cellules si le microscope est équipé d’'une enceinte thermostatée ou la
concentration en CO; est maintenue a 5 %. Sinon, les cellules peuvent étre fixées a I'aide de

PFA par exemple.

E. Préparation des échantillons pour la cytomeétrie en flux

Afin d’observer les caractéristiques individuelles de plusieurs milliers de cellules et
notamment la fluorescence (ici pour mesurer la capacité d’infection des pseudo-particules
virales), il est possible de les analyser par cytométrie en flux (FACS). Pour se faire, les cellules
sont détachées de leurs supports par trypsination comme lors d’un passage cellulaire. Le culot
cellulaire est alors lavé une fois dans du DPBS 1X (centrifugation a 1300 rpm pendant 5 min
pour éliminer le surnageant), avant d’étre fixé dans une solution de PFA 2 % (dans du DPBS
1X) pendant 15 min. Les cellules sont lavées 2 fois dans du DPBS 1X et finalement
resuspendues a une concentration de 10 cellules/mL dans une solution de DPBS 1X contenant
0,5 % (V/V) de BSA (Bovine Serum Albumine ; euromedex, réf. 04-100-811-C) et 2 mM EDTA
(Ethylene Diamine Tetraacetic Acid ; Euromedex, Réf. EU0007). Les échantillons sont ensuite
analysés sur un BDFACS Aria Il a 'lGBMC. Pour chaque cellule, une évaluation de la granularité
et de la taille des cellules permettent d’éliminer notamment les débris cellulaires. Finalement,
une excitation par un laser a 488 nm couplée a l'utilisation d’un filtre « long pass » 505 nm
(conserve uniquement la fluorescence supérieure a 505 nm) et d’un filtre « band pass »
525/50 (conserve uniquement la fluorescence entre 475 et 575 nm) permet la détection des

cellules exprimant I'eGFP.
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[11. Infection par des vecteurs lentiviraux

A. Production des vecteurs lentiviraux

Les vecteurs lentiviraux, aussi appelés pseudo-particules (PPs) sont produits par transfection
transitoire de trois plasmides (d’empaquetage, d’enveloppe et de transfert) dans des cellules
293T (Figure 43). Un total de 4.10° cellules 293T est ensemencé dans des boites de pétri de 10
cm de diametre a JO. La co-transfection est réalisée 24 h aprés I'ensemencement (J1) et sans
changement de milieu par (i) 3 ug de plasmide d’enveloppe (VSV-G), (ii) 6 ug de plasmide
d’empaquetage (dR8.91(gag-pol)) et (iii) 12 pg de plasmide de transfert (Wcor-lucif ou Wcor-
eGFP). Le milieu de culture est changé 24 h apres la transfection (J2) afin d’éliminer les
complexes de transfection non internalisés et pour booster I’activité cellulaire. Finalement, 48
h aprés transfection (J3), le surnageant cellulaire contenant les PPs est récolté et filtré pour
supprimer les débris cellulaires sans fixer les PPs par passage sur un filtre d’acétate de sodium
0,45 uM (Millipore réf. SLHVO33RS), puis concentré deux fois par centrifugation sur des
colonnes Vivaspin qui permettent d’éliminer les éléments d’un poids moléculaire inférieur a
50 kDa (Sartorius Intec, réf. VS2031). Finalement, les PPs sont conservées a -80 °C par aliquot
de 500 pl et la concentration est évaluée grace a la quantification du contenu en antigene p24
(correspond a la CA de Gag) par un test ELISA selon le protocole du fabriquant (Innogenetics,

Innotest® HIV Antigen mAb, réf. 80563).

B. Dosage de I’infection

1. Par mesure de ’activité luciférase

Cette méthode permet d’évaluer I'infectivité des PPs-luciférase sur les cellules Hela. Un total
de 3.10° cellules Hela/puits dans du milieu DMEM complet est déposé 24 h avant I'infection
en présence de 8 ug/mL de polybréne par différentes concentrations de PPs-luciférase (0, 3,
10, 30, 100 et 300 ng équivalent p24). Aprés 24 h d’infection, les cellules subissent un lavage
au DPBS 1X puis sont lysées directement dans le puit par 500 pL de tampon de lyse (cell culture
lysis buffer, Promega réf. E153A) supplémenté de 0,5 % (V/V) de Triton-X100 pendant 30 min
a température ambiante et sous agitation. L'activité luciférase est alors mesurée en utilisant

un luminometre (Berthold, Tristar LB941). Pour cela, 20 ul d’échantillon sont placés dans une
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plague 96 puits blanche et 50 pl du substrat de la luciférase (25 mM Tricine Buffer pH =7,8;
0,5 MM EDTA pH =7,9; 5 mM MgS04 ; 5 mM DTT ; 0,5 mM ATP ; 1,65 mM D-luciferin sel de
sodium et 0,325 mM Coenzyme A hydrate de sel de sodium) sont injectés et la luminescence
est mesurée en intégrant le signal pendant 10 s. L’activité luciférase mesurée est

proportionnelle a I'expression de la luciférase et donc a I'infectivité des PPs.

2. Par Cytométrie en flux

Cette méthode est utilisée pour déterminer la capacité d’infection des PPs virales exprimant
I'eGFP. En effet, la quantité de cellules infectées exprimant I'eGFP est porportionnelle a
I'infectivité et a la quantité de PPs (en ng d’équivalent p24). Des cellules Hela sont
ensemencées dans des plaques 6 puits a 3.10° cellules/puits 24h dans du DMEM complet
avant l'infection par des concentrations croissantes de PPs (0, 3, 10, 30, 100 et 300 ng
équivalent p24) en présence de 8 pg/mL de polybréne. 48h aprés infection, les cellules sont
récoltées, fixées et analysées selon le protocole de cytométrie en flux pour déterminer le

pourcentage d’infection.

C. Test d’infectivité et de cytotoxicité

1. Test d’infectivité

Afin de tester un nombre important de molécules, le test d’infection a été adapté dans des
plaques 96 puits. Pour cela, 5.103 cellules HeLa (100 pl) sont ensemencées par puits dans une
plague 96 puits blanche (Greiner Bio-One, réf. 655 075). Le jour de l'infection (24 h apres
dépot des cellules), le milieu est remplacé par 50 pl d’une solution de DMEM contenant la
molécule d’intérét a la concentration 2X et par 50 uL de DMEM contenant des PPs (1,7 ng éq.
p24) en présence de polybréne (8 pg/mL). La concentration des PPs a été déterminée pour
obtenir 50 % d’infection (voir résultats). Afin de lisser la variabilité observée dans les puits,
chaque concentration est testée en sextuplicate. Chaque plague contient une série de
controles positifs ou I'inhibition est maximum (AZT, AZidoThymidine 0,5 puM, inhibiteur de la
transcription inverse) et négatifs (DMEM contenant un % de DMSO identique a celui utilisé
pour les molécules testées). Les cellules sont lysées directement dans le puit 24 h apres
infection et traitement par 30 pl de tampon de lyse (cell culture lysis buffer, Promega réf.

E153A) supplémenté par 0,5 % (V/V) de Triton-X100 pendant 30 min a température ambiante
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et sous agitation. L'activité luciférase est alors mesurée par un luminometre (Berthold, Tristar
LB941) par injection de 50 pl de substrat de la luciférase (25 mM Tricine Buffer pH =7,8; 0,5
mM EDTA pH =7,9; 5 mM MgS04 ; 5 mM DTT; 0,5 mM ATP; 1,65 mM D-luciferin sel de
sodium et 0,325 mM Coenzyme A hydrate de sel de sodium) et la luminescence est accumulée
pendant 10 s (valeur molécule). Un contrdle est également réalisé en absence de molécule
mais a pourcentage de DMSO équivalent (valeur DMSO)

Il est alors possible de calculer pour chaque concentration le pourcentage d’inhibition de
I'infection (%inh) d’apres I’équation suivante :

] ) (valeur DMSO) — (valeur molécule)
%inh[molécule] = (valeur DMS0) %X 100

Equation 1 : Calcul du pourcentage d’inhibition de 'infection et de cytotoxicité.

Le pourcentage d’inhibition de I'infection est rapporté en fonction de la concentration de la
molécule (exemple sur la Figure 47). La courbe obtenue peut étre affinée par I'’équation
suivante :

. Ay + (A; — Ay)
Y = 1+ 10(0g(Cls)~log(C))xp)

Equation 2 : Détermination de la concentration inhibitrice a 50 % (Clso).
Al et A2 représentent respectivement le pourcentage d’inhibition en absence de molécule (DMSO seul)
et en présence d’une concentration saturante d’inhibiteur; Cl représente la concentration en
inhibiteur ; CI50 représente la concentration inhibitrice a 50 % de I’effet maximal ; et p correspond au
coefficient de Hill.

La concentration inhibitrice a 50 % de I'effet maximal (Clso) servira de valeur de référence

permettant de comparer les molécules entre elles.

2. Test de cytotoxicité

En parallele de la plaque permettant de déterminer la capacité des molécules a inhiber
I'infection par des PPs, une seconde plaque 96 puits est établie afin de tester la cytotoxicité
des molécules. Ce test permet de vérifier que l'inhibition de l'infection n’est pas la
conséquence de la cytotoxicité de la molécule. Pour cela, une plaque 96 puits transparente
est préparée dans les mémes conditions que la plaque du test d’infectivité. 24 h apres

I'infection, le milieu est remplacé par 110 pL d’'un mélange composé de 100 pL de DMEM
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complet et de 10 plL d’une solution a 12 mM de MTT (bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyl tetrazolium). Aprées une incubation de 4 h a 37 °C, 80 ul du milieu est remplacé
par 50 uL de DMSO permettant de dissoudre les cristaux de formazan. En effet, le test MTT
permet d’évaluer la viabilité cellulaire car le MTT est réduit par la succinate deshydrogénase
mitochondriale des cellules vivantes actives en formazan (Figure 38). L’absorbance, mesurée a
540 nm, est révélatrice de la viabilité cellulaire. Il est possible, en utilisant I'équation 1 de
calculer le [% de cytotoxicité] et le [% de toxicité] (concentration nécessaire pour tuer 50 %

des cellules (CCso)).

1T

Seulement si les
cellules sont
vivantes

Succinate
deshydrogenase <

<

FORMAZAN

Mesure de
I'absorbance a 540 nm

Figure 38 : principe du test MTT (bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium)

D. Test d’ajout des molécules a divers temps post-infection

Ce test permet de déterminer sur quelle étape précoce du cycle viral la molécule effectue son
action antivirale. Pour cela, deux plaques blanches 96 puits sont ensemencées avec 5.103
cellules par puits (100 pL). Vingt-quatre heures plus tard, les surnageants sont remplacés dans
la premiére colonne (t0) par 100 uL d’une solution de DMEM contenant soit la molécule
d’intérét a une concentration correspondant a vingt fois la Clso, soit de I’AZT a 1 uM (inhibiteur
de transcription inverse), soit du Raltegravir a 2 uM (inhibiteur d’intégration) ou du DMSO
(Figure 39). L'ensemble des molécules y compris I’AZT et le Raltegravir ont été dissoutes dans
du DMSO dont la quantité est normalisée pour toutes les molécules testées a 0,4 % final
maximum. Les PPs (100 uL de DMEM complet contenant 1,7 ng d’éq. p24 en présence de
polybréne 8 ug/mL) sont ensuite ajoutées dans tous les puits de la colonne t0 ou introduits en
remplacement des surnageants, dans les autres puits de la plaque (t1 a t12). Puis toutes les
heures post-infection, 100 pL de la dilution de la molécule d’intérét ou des controles (DMSO,

AZT et Raltegravir) sont ajoutées dans une colonne différente. Finalement, 24 h apres
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I'infection, I'activité luciférase est mesurée de la méme maniére que pour le test d’infectivité
(aucune molécule n’est ajoutée dans la colonne t24, correspondant alors au maximum
d’infection). Chaque condition est testée en quadruplicate. Chaque molécule est testée a une
concentration finale correspondant a dix fois la Clso déterminée au préalable dans le test
d’infectivité. Pour chaque molécule et chaque temps d’addition, le pourcentage d’inhibition

de l'infection est déterminé grace a I'équation 2.

TO : 100 pL molécules T24 : 100 pL mix PPs
+ 100 plL mix PPs t1 3 t10 : 100 pl mix PPs + toutes Pas de molécule
les heures 100 uL molécules
t0 t1 t2 t3 t4 t5 t6 t7 t8 19 tiO t24
[[fleCCCCCCCCCCC
Molécule d’intérét | ||l C CcCcCcccCcCcCcCcC
(Cf = 10x Clso) CCCCOCCCCCCOC | =
LICCCCCCCCCCCC]ls
cccececcecccccad| s
_ JHCeCCOCCCCCCCCCC| o
AZT(CR=05uMT Il € C € CCC e CCCC
_\kkkkLkkakkkk
(7
CCCCCCCCCCCC
Raltegravir | lC CCCCCCCCCCC
(Cf=1uMm) CCCOCCCCCCCC( |
lgeccecccceccecti s
CCCCcCCCCCCOC E
BMSO CCCCCC (||
«cCcecccecccccc
_\KLLLLkLLLLLLL

Figure 39 : Plan de plaque pour le test d’ajout des molécules (TOAA). Cf = Concentration finale
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V. Imagerie cellulaire

A. Microscopie confocale

La plupart des images utilisées pendant cette these a été réalisée avec ce type de microscope
(Figure 40 A), qui permet la visualisation de protéines fluorescentes dans un plan focal. Si les
fluorophores excités par un faisceau laser, émettent sur toute I'épaisseur de I"échantillon, la
présence d’un diaphragme a diamétre variable (pinhole) permet de sélectionner la
fluorescence émise dans un seul plan focal en éliminant la fluorescence provenant des régions
en dehors de ce plan. Les photons émis sont détectés par un photomultiplicateur (PMT) qui
permet I'observation de la fluorescence d’un plan focal par recomposition d’'une image ou
chaque pixel posséde une valeur d’intensité qui lui est propre.

Le microscope confocal Leica TC SPE-II de la Plateforme d’Imagerie Quantitative (P1Q) excite
I’échantillon grace a un balayage laser, avec un objectif a immersion a huile G63X (HCX PL APO
CS). Des longueurs d’onde de 405 nm (DAPI), 488 nm (eGFP) et 561 nm (mCherry) ont été
utilisées pour exciter les différents échantillons. La fluorescence émise a été recueillie avec

des filtres d’émission de bandes passantes 500-555 nm (eGFP) et 570-625 nm (mCherry).

(A) CONFOCAL (B) 2-PHOTONS (C) EPIFLUORESCENCE
Echantillon 0 Echantillon = Echantillon l*
@
Filtre Miroir Filtre Miroir Filtre Miroir
d'excitation Dichroique d’excitation Dichroique d'excitation Dichroigue
‘| | /I
Elargisseur ) Filt:
. Filtre Filtre " I .re,
de faisceau démission démission d’émission
== == Pinhole

Détecteur

Figure 40 : Comparaison des différents systémes de microscopie utilisés dans cette theése.
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B. Transfert d’énergie entre molécules fluorescentes (FRET :
Florescence Resonance Energy Transfer) par mesure du
temps de vie de fluorescence (FLIM : Fluorescence

Lifetime Imaging Microscopy)

Un principe utilisé a plusieurs reprises dans cette thése est le FRET, qui consiste en la mesure
du transfert non radiatif de I'énergie d’un fluorophore a I'état excité (donneur) a un second
fluorophore (accepteur). Pour que ce transfert d’énergie ait lieu, il est indispensable que la
distance entre les fluorophores n’excede pas 10 nm. Cette trés courte distance permet de
conclure que les protéines qui portent les fluorophores sont en interaction. Le spectre
d’émission du fluorophore donneur et le spectre d’absorption de I'accepteur doivent se
chevaucher pour pouvoir donner un transfert d’énergie. Plusieurs techniques d’observation
du FRET existent mais au laboratoire, il est possible de le quantifier par mesure du temps de
vie de la fluorescence émise par le donneur (FLIM). Ainsi, s’il y a transfert d’énergie, il y a
diminution du temps de vie du donneur. A I'inverse, en I'absence de FRET, le temps de vie du
donneur, en présence de I'accepteur, reste identique a celui du fluorophore donneur seul (2,4
ns en moyenne pour I'eGFP). L’avantage majeur est que la mesure de transfert d’énergie par
temps de vie est directe et ne requiert pas de corrections complexes. Le microscope est couplé
a un systeme d’excitation bi-photons qui permet d’exciter uniguement les fluorophores situés
au niveau du plan focal (Figure 40 B). Contrairement au systéme confocal, ol toute |'épaisseur
de I'échantillon est excitée mais seule la fluorescence du plan focal est récupérée, I'excitation
bi-photonique permet de n’exciter que les fluorophores du plan focal et donc de récupérer
spécifiguement I’émission de fluorescence du plan focal. Dans le montage a deux photons, un
microscope Olympus IX70 est utilisé avec un objectif 60X a eau (UPLSAPO 60XW) et la
fluorescence de I'échantillon est détectée par une photodiode a avalanche permettant une
détection de signaux extrémement faibles. Dans notre cas, la technique de FRET-FLIM a été

utilisée pour :
- tester I'effet de molécules antivirales sur I'assemblage en placant les fluorophores
donneurs et accepteurs entre les domaines MA et CA de deux protéines Gag. La

multimérisation de Gag peut alors étre quantifiée par FRET-FLIM.
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- vérifier I'existence d’une forme compacte de Gag en utilisant le transfert d’énergie
entre I'eGFP (insérée entre les domaines MA et CA de Gag) et le ReAsH (marquage
du motif TC placé en C-terminal de Gag).

L’analyse permet ensuite de déterminer le pourcentage de FRET entre les fluorophores (dans
notre cas le donneur est toujours I’eGFP et I'accepteur est soit mCherry, soit le systéeme TC/
ReAsH). Une analyse a deux composantes (Equation 3) permet de définir plus précisément la
population de donneur seul (non engagée dans un FRET) et la population de donneur en
interaction avec un accepteur (qui donne un FRET) et le pourcentage de FRET de cette

population.

F = ale_t/‘rl + aZe_t/TZ

Equation 3 : Analyse a deux composantes du temps de vie de Gag-eGFP en présence de Gag-
mCherry.
F représente la décroissance de fluorescence, 12 représente le temps de vie long (ici = 2,4 ns
correspondant au temps de vie de I'’eGFP dans la protéine Gag-eGFP en absence d’accepteur ou
monomeérique), a2 correspond a la population de Gag-eGFP sous forme monomérique, t1 est le temps
de vie moyen de la population de Gag qui transfere de I’énergie a Gag-mCherry et al montre la
population de Gag multimérique.

C. Micro-injection et suivie de la fluorescence par vidéo-

microscopie

La technique de micro-injection permet de micro-injecter de faibles quantités de substances
liguides dans des compartiments microscopiques. Nous avons injecté de 'ADN plasmidique
directement dans le noyau cellulaire. Cet ADN est alors immédiatement transcrit sous forme
d’ARN et la fluorescence de la protéine d’intérét apparait en quelques minutes. Nous pouvons
suivre I'apparition de la fluorescence et sa localisation dans le temps grace a la vidéo-
microscopie.

Techniquement, les cellules sont ensemencées 24 h avant I'expérience dans des plaques 6
puits contenant une lamelle (préalablement stérilisée par de I'éthanol 70 % et lavée trois fois
avec du DPBS 1X) a raison de 2.10° cellules par puits dans 2 mL de DMEM complet. Le jour de
I’expérience, les plasmides sont dilués dans de I'’eau milliQ a une concentration de 100 ng.uL
! puis centrifugés 20 min a 13000 rpm afin d’éliminer les gros éléments contenus dans la

solution. L’ADN contenu dans le surnageant est re-suspendu a une concentration de 0,1 pg/ulL
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dans une solution de rhodamine-dextran (0,5 pug/ulL) qui permet de vérifier que les cellules
ont bien été micro-injectées. Les lamelles sont ensuite montées dans une chambre de Ludin
(Life Imaging Services, Bale, Suisse) contenant du milieu DMEM sans rouge phénol puis
placées sur le microscope Leica DMIRE2 (microscope a épifluorescence, Figure 40 C) ou la
température et le CO; sont maintenus dans des conditions physiologiques (37 °C et 5 % CO;).
Les cellules a visualiser sont repérées et leurs coordonnées mémorisées ce qui permet de
micro-injecter plusieurs cellules. La micro injection se fait a I'aide d’'un micro-capillaire par un
systéeme eppendorf (Femtojet/injectMan NI2 microinjector). L’acquisition des images avec un
objectif a huile 100X HCX PL APO se fait toutes les 10 min grace a une caméra (Leica DC350FX
CCD). Il est ainsi possible d’observer séquentiellement I’évolution de la localisation de la

fluorescence de plusieurs champs d’observation.

D. Microscopie a haute résolution

Un total de 10° cellules ensemencées sur lamelle de verre stérile dans une plaque 12 puits est
transfecté 24 h avant fixation par du PFA 4 % avec un maximum de 2 ug d’ADN plasmidique.
Les lamelles sont ensuite montées dans une chambre de Ludin contenant du D-PBS. Toutes
les mesures utilisant Dronpa et Split-Dronpa pour la microscopie a haute résolution de type
PALM (Photo-Activated Localization Microscopy) ont été réalisées sur un microscope inversé
Nikon Eclipse Ti équipé d’un objectif a huile APO TIRF 100X avec une ouverture numérique
(NA) de 1,49.

Les protéines fluorescentes sont excitées avec un laser a 488 nm (Oxxius) et réactivées par
irradiation continue avec un laser a diode a 405 nm (Spectra-Physics). Les intensités maximales
étaient de 6,5 kW / cm? et 170 W / cm? 3 488 nm et 405 nm respectivement. Les faisceaux
laser ont été réfléchis par un miroir dichroique multibande Di-405/488/561/635. Des filtres
Notch (488 nm) et Long Pass (488 nm) (Semrock) ont été utilisés pour filtrer la fluorescence
recueillie. Les images ont été acquises en utilisant une caméra de type EMCCD (electron-

multiplying charge-coupled Device ; Hamamatsu) avec un temps d'exposition de 50 ms.
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V. Biochimie

A. Lyse des cellules et dosage protéique par Bradford

Les cellules sont récoltées par raclement du tapis cellulaire directement dans le milieu de
culture puis centrifugées pendant 5 min a 1500 rpm. Une seconde centrifugation, identique a
la premiére, est réalisée suite a un lavage avec du DPBS 1X. Les culots cellulaires sont alors
remis en suspension dans 500 uL de tampon de lyse froid (Tris-HCl 10 mM pH = 7,5 ; NaCl 150
mM ; EDTA 1 mM ; NP40 1 % ; SDS 0,05 %) dans lequel une tablette d’inhibiteurs de protéases
a été ajoutée (complete Mini, EDTA free Protase Inhibitor Coktail Tablets, Roche, Réf.
04693159001). Apres 20 min d’incubation sur glace, une centrifugation a 14000 rpm pendant
20 min et a 4 °C permet d’éliminer les débris cellulaires. Les protéines retrouvées dans le
surnageant sont quantifiées par un dosage de Bradford.

Ce dosage colorimétrique utilise la modification de I’'absorbance a 525 nm provoquée par la
liaison du bleu de Coomassie (constituant du réactif de Bradford, kit Bio-rad Protein Assay II,
Réf. 5000002) aux acides aminés des protéines présentes dans la solution. Une gamme étalon
réalisée a partir de BSA (Bovine Serum Albumine) permet d’établir une droite d’étalonnage. Il
est alors possible de déterminer la concentration protéique des échantillons grace a cette

droite.

B. Fractionnement cellulaire

Comme pour la lyse, les cellules sont directement récoltées par raclement de la boite (un
million de cellules ensemencées dans une boite de pétri de 10 cm de diametre 8 h avant la
transfection), puis lavées par du DPBS 1X. Le culot est en revanche re-suspendu et incubé sur
glace pendant 20 min dans 200 puL de tampon A (10 mM HEPES pH =7,4; 10 mM KCl ; 1 mM
EDTA; 1 mM EGTA ; 250 mM sucrose ; 1,5 mM MgCl;; tablette d’inhibiteurs de protéases).
Aprés homogénéisation a I'aide d’une aiguille 22G (environ vingt passages), une centrifugation
a 850 g pendant 5 min a 4 °C est réalisée. Le culot est suspendu dans 50 uL de tampon C (20
mM HEPES pH =7,4; 2,5 % (V/V) glycérol ; 420 mM NaCl ; 1 mM EDTA ; 1 mM EGTA ; 1,5 mM
MgCl; ; tablette d’inhibiteurs de protéases) correspond a la fraction nucléaire. Le surnageant
est quant a lui ultracentifugé a 55000 rpm pendant 45 min a 4 °C. Le culot correspondant a la

fraction membranaire est re-suspendu dans 50 pL de tampon de lyse froid (Tris-HCl 10 mM
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pH = 7,5; NaCl 150 mM ; EDTA 1 mM ; NP40 1 % ; SDS 0,05 % ; tablette d’inhibiteurs de
protéases) alors que le surnageant correspondant a la fraction cytosolique est conservé.

Chaque fraction est alors quantifiée par dosage de Bradford.

C. Immunopreécipitation (IP)

L'immunoprécipitation a été utilisée afin de concentrer les protéines d’intéréts pour étre
analysées en spectrométrie de masse. Une fois que les protéines sont extraites et quantifiées
(voir partie [Lyse des cellules et dosage protéique par Bradford]), I'échantillon est séparé en
deux, une premiere partie ne subissant pas de cross-link et une seconde subissant un cross-
link (voir partie suivante [cross-link]). Pour chaque échantillon, un dép6t « input » permet de
vérifier que les protéines sont bien exprimées. Afin d’étre déposé dans un gel de poly-
acrylamide, un aliquot de lysat correspondant a 40 ug de protéines totales est prélevé, dans
lequel 5 MM de DTT (Dithiothreitol, réduction des ponts disulfures) et du bleu de Laemmli 4X
(Tris-HCI 277,8 mM, glycérol 44,4 % (V/V), SDS 4,4 % (V/V) et bleu de bromophénol 0,02 %
(m/V)) sont ajoutés. Le volume est complété a 40 pL (concentration a 1 pg/uL). Le mélange
est chauffé pour dénaturer les protéines 5 min a 95 °C puis conservé sur glace en attendant le
dépot sur gel. Pour les fractions non cross-linkées et cross-linkées destinées a I'lP, un volume
équivalent a 1 mg de protéines est incubé pendant 2 h a 4 °C sous agitation en présence de 1
pug d’anticorps anti-eGFP (Figure 41 A). L’anticorps va ainsi se fixer spécifiguement aux
protéines eGFP et au grand fragment de la split-GFP (GFP1-10) présentes dans I’échantillon
(Figure 41 B). Aprés avoir été équilibré dans du tampon de lyse, un volume de 50 pL de
suspension de billes magnétiques recouvertes de protéines A (Dynabeads® Protein A for IP,
ThermoFisher scientific, Réf. 10001D) est ajouté et incubé 1 h a 4 °C sur roue (Figure 41 C). Les
protéines A vont se lier a la partie constante des anticorps anti-eGFP. Grace aux billes
magnétiques, les protéines d’intérét vont étre purifiées et I'ensemble des protéines qui n’est
ni lié aux protéines d’intérét (interaction protéique, co-IP), ni reconnu par I'anticorps (IP), ni
lié directement aux protéines A (bruit de fond) va étre éliminé lors des différents lavages (trois
lavages avec 1 mL de tampon de lyse). Les billes sont finalement resuspendues dans 50 pL
d’un mélange contenant 5 mM de DTT, du bleu de Laemmli 4X et de I'eau. Une dénaturation
pendant 5 min a 95 °C permet de supprimer les liaisons existantes entre les protéines

d’intérét, les anticorps (supprime également les ponts disulfures entre les chaines lourdes et
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légéres des anticorps) et les protéines A (les billes magnétiques sont également séparées).
L'utilisation du rack magnétique lors du dépdt sur gel va permettre de ne déposer que les

protéines dénaturées.

== S =
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Figure 41 : Principe de la co-immunoprécipitation. (A) Dans le lysat cellulaire est ajouté I'anticorps
anti-eGFP. (B) Aprés 2 h d’incubation sous agitation, I’anticorps reconnait spécifiquement la protéine
d’intérét, ici la protéine GFP couplée a Gag (triangle rouge). (C) Des billes magnétiques (ici représentées
par un aimant) recouvertes de protéine A reconnaissent la partie constante de I'anticorps, ce qui
permet (D) de faire précipiter les billes et la protéine d’intérét qui y sont attachées. Apres avoir été
décrochées des billes et dénaturées, les protéines sont analysées par migration par un gel d’acrylamide
SDS-PAGE.

D. Cross-link

Afin de vérifier par spectrométrie de masse, si la reformation de la split-GFP se fait au sein de
la forme compacte de Gag ou par multimérisation de cette derniére, nous devons au préalable
figer les structures tridimensionnelles des protéines dans une conformation proche de leur
état natif. Pour cela, 'utilisation de cross-linkers permet de former des liaisons covalentes
entre résidus lysines et/ou arginines. Le choix d’un cross-linker BS3 lourd/léger (BS3-d4/d0 ;
Thermo Fisher Scientific, Réf.21595 et 21590 ; Figure 42 A et B) composé d’un mélange de BS3
(hydrosoluble, imperméable aux cellules, les groupes réactifs sont des esters d’amines
primaires, bras espaceur non clivable de 11,4 A) dont quatre des hydrogénes ont été
remplacés par des deutériums (d4) et de BS3 non modifié (d0), permet, lors de I'analyse en
spectrométrie de masse, de repérer facilement les fragments cross-linkés qui apparaissent
alors comme un doublet. Dans le lysat protéique (équivalent a 1 mg de protéine totale), les

deux cross-linkers sont ajoutés a une concentration finale de 2,5 mM pendant 30 min a
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température ambiante permettant la formation d’un lien covalent entre des lysines et/ou des
arginines distantes de 11,4 A ou moins (Figure 42 C). Afin d’arréter la réaction, le lysat est par
la suite incubé pendant 15 min a température ambiante avec une solution de Tris pH = 7,5 a
une concentration finale de 20 mM. Les protéines cross-linkées sont ensuite préparées pour
étre dénaturées (ajout des protéines dans un mélange contenant 5 mM de DTT, du bleu de

Laemmli 4X et de I'eau) et déposées sur gel de polyacrylamide.

o)
o BS3-d4
| Bis(sulfosuccinimidyl)2,2,7,7 suberate-d4
ﬁzo MW 576,45 g.mol?; 11,4 A
o
E\ B
o)
O'Na" BS3'd0
| Bis(sulfosuccinimidyl)2,2,7,7 suberate-d0
ﬁzo MW 572,43 g.mol; 11,4 A
o]
C)
1 NH,*
S ou .
¥ + Cross-linker
Arg
NH,*

Figure 42 : Utilisation de cross-linkers BS3-d0 et d4 pour figer la structure de la protéine. Cross-linkers
(A) BS3-d4 possédant quatre isotopes de I’hydrogéne dits lourds (D pour Deutérium) et (B) BS3-d0
possédant quatre hydrogénes dits légers (H). (C) Création d’une liaison covalente entre les cross-linkers
et les fonctions amines de la chaine latérale des résidus lysine et arginine d’une protéine.

E. SDS-PAGE et gel natif

1. SDS-PAGE

Les échantillons ayant subi une dénaturation sont ensuite analysés sur un gel de
polyacrylamide (PAGE) préalablement préparé (Tableau 9). Le SDS en se liant a un ratio
approximativement constant (une molécule de SDS pour deux acides aminés) charge
négativement les protéines permettant alors leur séparation sur la base de leurs poids
moléculaires. Les migrations ont lieu dans du tampon de migration (Tris 25 mM ; Glycine 192

mM ; SDS 0,1 % (V/V), pH =8) a 120 V pendant un temps variant de 1 h 30 a 2 h. Un marqueur
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de taille est également déposé (Page Ruler Plus, Thermo Fisher scientific, Réf. 26619) afin de

déterminer expérimentalement la taille des bandes apparaissant lors de la révélation.

Gel de séparation Gel de concentration

H.0 4,8 mL 4,3 mL 5,1 mL
Acry'amzi:fl’?l?f/:;’ lamide | o 1 3 mL 0,8 mL
Tris 2,5mL(1,5M;pH=8,8) | 2mL (0,5 M; pH =6,8)
SDS 20 % 50 pL 40 L
AMPS 10 % 100 pL 40 pL
TEMED 10 ul 10 L

Tableau 9 : Gel de poly-acrylamide SDS-PAGE. SDS = Sodium Dodecyl Sulfate ; AMPS = AmMonium
PerSulfate; TEMED = TEtraMEthyléthyléneDiamine

2. Gel natif

La migration en conditions natives permet de conserver les structures secondaires, tertiaires
et quaternaires des protéines grace a une migration principalement dépendante du point
isoélectrique (pl) de la protéine.

Le protocole présenté ici a été adapté de (David E; Garfin, 2003). Pour cela, I'équivalent de 15
ug de protéines (lyse totale ou fractionnement) ajouté a 15 pL de tampon de dépot de
McLellan (10 % (V/V) glycérol ; 0,01 % (m/V) de bleu de bromophénol ; 0,5 % (V/V) de tampon
5X de McLellan (pH = 10,2; 37 mM Ammoniaque et 20 mM CAPS : 3-(cyclohexylamino)-1-
propanesulfonc acid)) est analysé par électrophorése sur un gel de polyacrylamide 6 % continu
(pas de gel de concentration ; 20 % (V/V) de tampon de gel 5X de McLellan pH = 10,2 ; 20 %
(V/V) d’Acrylamide/bisacrylamide 30 % (37,5:1) ; 0,5 % AmMonium PerSulfate (AMPS) ; et 0,1
% TEMED). Cette migration se fait dans du tampon de McLellan (pH = 10,2) pendant 2 h 30 sur
glace afin d’éviter la dénaturation des protéines. Avant de réaliser un transfert sur une
membrane de PVDF (protocole de transfert identique a celui des gels dénaturants) puis de
faire un western blot, la fluorescence de I'eGFP est directement observée sur gel en utilisant
une excitation a 460 nm et en observant la fluorescence émise par un lecteur LAS4000 (GE

Healthcare Life Sciences) muni d’un filtre de bande-passe 510DF10.
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F. Western blot

Les protéines séparées soit sur gel SDS-PAGE, soit sur gel natif sont ensuite transférées
(Tampon de transfert : Tris 25 mM ; Glycine 192 mM ; Ethanol 20 % (V/V) ; pH = 6,8) sur une
membrane de PVDF (PolyVinyliDene Fluoride; Amersham Hybond P Réf. 10600023)
préalablement « activée » dans de I’éthanol 100 % pendant 10 min puis équilibrée dans du
tampon de transfert pendant 20 min minimum. Afin de limiter I'augmentation de la
température, le transfert se fait a 4 °C (glace et agitation du tampon) pendant 2 h30a 110 V.
Pour bloquer les sites non spécifiques des membranes, celles-ci sont par la suite incubées
pendant une heure sous agitation avec une solution de caséine 3 % (m/V ; Blotting-Grade
Blocker, Bio-Rad Réf.1706404) dans du tampon TBS-T (Tris Buffer Saline-Tween ; Tris 50 mM ;
NaCl 138 mM ; KCl 2,7 mM ; Tween 0,2 % (V/V) ; Sigma Réf. T9039). Les membranes sont
ensuite incubées pendant 1 h a température ambiante ou sur la nuit a 4 °C sous agitation avec
une solution d’anticorps primaire dilué dans de la caséine 3 % (m/V). Aprés trois lavages par
du tampon TBS-T, les membranes sont incubées 1 h a température ambiante et sous agitation
avec une solution de caséine 3 % (m/V) contenant I'anticorps secondaire couplé a la HRP
(Horse Radish Peroxydase, qui permet la production de photon de luminescence en réagissant
avec le luminol). Aprés trois lavages par du tampon TBS-T, I'activité de I'enzyme HRP est alors
révélée par ajout d’un substrat de peroxydase ECL (Enhanced Chemiluminescence ; Pierce™
ECL Western Blotting Substrate, ThermoFisher Scientific, Réf. 32106) et la luminescence émise

est quantifiée par I'appareil Image Quant LAS4000 (GE Healthcare Life Sciences).

G.Marquage des gels au bleu de coomassie

Au cours de la purification de protéines ou de la préparation de protéines cross-linkées pour
une étude en spectrométrie de masse, il est parfois nécessaire de visualiser les protéines dans
le gel de polyacrylamide qui est alors coloré au bleu de coomassie. Le bleu de Coomassie se
lie aux acides aminés basiques et aromatiques des protéines présentes dans le gel. Pour ce
faire, apres migration, le gel est incubé sous agitation pendant 30 min dans une solution de
Quick Coomassie Stain (CliniSciences, Réf. GEN-QC-STAIN-1L), puis lavé pendant 30 min sous
agitation dans de I'eau distillée. Une image du gel est par la suite réalisée sur un appareil

GeneGenius (B10 Imaging System, Syngene).
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V1. Biologie moléculaire

A. Transformation de bactéries compétentes et purification
de ’ADN plasmidique

Les bactéries chimiquement compétentes (50 pL) DH5a sont décongelées lentement dans la
glace puis mises en contact pendant 30 min sur glace avec le plasmide d’intérét (ou le produit
de ligation). Un choc thermique de 30 s a 42 °C permet de faire entrer le plasmide. Le tube est
ensuite incubé sur glace pendant 2 min puis les bactéries sont mises en suspension dans 500
uL de milieu LB (10 g.L* tryptone, 10 g.L™* NaCl, 5 g.L'! extrait de levure) sans antibiotiques et
sous agitation (200 tpm) pendant 1 h a 37 °C. Cette étape permet la reconstitution de la
membrane bactérienne et I'expression du géne de résistance a I'antibiotique. Les bactéries
sont étalées sur des boites de pétri contenant du milieu LB Agar (15 g.L'! Agar, 10 g.L!
tryptone, 5 g.L'* NaCl, 5 g.L* extrait de levure) supplémenté par I’antibiotique dont le plasmide
d’intérét posséde le géne de résistance (ampiciline 100 pg/mL ; kanamycine 50 ug/mL) et
placées a 37 °C pendant la nuit. Le lendemain, une (dans le cas d’une amplification de
plasmide, préculture) ou plusieurs (dans le cas d’'une mutagénése, miniculture) colonie(s)
est/sont ensemencée(s) dans 5 mL de milieu LB (chacune) avec antibiotique et incubées a 37
°C sous agitation a 220 tpm. Cette préculture ou miniculture peut alors étre utilisée pour :

— apres 8 h d’incubation, ensemencer 200 mL de milieu LB avec antibiotique qui
seront incubés la nuit a 37 °C sous agitation a 220 tpm. La purification de 'ADN
plasmidique est alors réalisée sur des colonnes échangeuses d’anions grace au kit
Xtra Midi Plus® (Macherey-Nagel, Réf. 740410).

— apres 16h d’incubation, extraire '’ADN plasmidique de 3 mL de culture sur une
membrane de silice grace au kit NucleoSpin® Plasmid (Macherey-Nagel,
Réf.740588). Cet ADN est ensuite envoyé a la compagnie GATC Biotech pour
séquencage et vérification de la séquence et de la correcte insertion de I'insert ou
de la présence de la mutation attendue.

Les concentrations d’ADN sont ensuite déterminées par lecture de I'absorbance a 280 nm

grace a un spectrophotometre de type NanoDrop (Thermo Fisher Scientifique).
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B. Mutagénese

L’insertion du multi-cloning site 2 (MCS2) ou la création des différents mutants de Gag ont été
réalisées grace au kit « Site Directed Mutagenesis » (Thermo Fisher Scientific, Réf. F-541)
suivant un protocole en trois étapes :

- réaction de PCR (Polymérase Chain Reaction, Tableau 10): qui permet
I'amplification de lintégralité du plasmide a muter par ['utilisation
d’oligonucléotides phosphorylées en 5’. Les différents oligonucléotides utilisés
sont présentés dans le Tableau 7. Certaines PCR étant plus difficiles que d’autres
par la présence de régions riches en GC dans la séquence a amplifier, nous avons

parfois changé le tampon « HF » pour du tampon « GCrich » ou ajouté dans les cas

les plus difficiles 2 % de DMSO afin de faciliter la polymérisation.

Composant Volume (uL)  Concentration finale
H20 Qsp 50 pL
Tampon 5X Phusion HF 10 1X
10 mM dNTPs mix 1 250 puM chacun

Amorce Fwd 2,5 10 uM

Amorce Rev 2,5 10 uM

ADN a muter X 13a10ng
ADN polymérase Phusion Hot Start (2 U/uL) 0,5 0,02 U/l

Tableau 10 : Mélange réalisé lors de la PCR pour une mutagéneése, une insertion ou une déletion

- ligation qui se fait par la T4 ADN quick ligase, permet la circularisation du plasmide
muté grace aux phosphates portés par les oligonucléotides.
- transformation de I’ADN circularisé dans des bactéries compétentes DH5a puis

vérification par séquengage que l'insertion, la mutation ou la délétion est correcte.

C. Digestion par enzyme de restriction

Aprés avoir inséré le MCS2 par mutagénése en 3’ de la région codante de Gag eGFP
(aboutissant au plasmide gag_eGFP_MCS2), le MCS1 est quant a lui inséré entre les sites de
restriction BamH1 et EcoR1 a la place de I'’eGFP. Pour cela, les oligonucléotides sens (oligo #1
dans le Tableau 7) et anti-sens (oligo #2 dans le Tableau 7) correspondant au MCS1 sont dans

un premier temps appariés : chaque oligonucléotide est resuspendu a une concentration de
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5 uM dans un 5 pL de tampon composé de 8 mM TrisHCI pH = 7,5, 5 mM NaCl, 8 mM MgCl,.
Dans un second temps, le mélange est chauffé a 95 °C pendant 5 min, puis pour permettre
I'appariement des oligonucléotides, la température de I’échantillon est progressivement
diminuée jusqu’a température ambiante. Aprés digestion du vecteur codant pour
Gag_eGFP_MCS2 par les enzymes de restriction (BamH1 et EcoR1), les oligonucléotides
appariés sont insérés par ligation pour finalement obtenir le plasmide gag_MCS1_MCS2. Un
séquencage de I’ADN plasmidique est par la suite réalisé par la société GATC biotech.

Ces MCS sont ensuite utilisés pour insérer les régions codantes des fragments de split-GFP
grace a la présence des sites de restriction. Il est d’abord nécessaire d’insérer par PCR les sites
des enzymes de restriction aux extrémités 3’ et 5’ du gene d’intérét. Il faut ensuite réaliser
une digestion enzymatique de ces sites ainsi que du vecteur plasmidique dans lequel nous
souhaitons insérer le fragment (dans MCS1 ou MCS2 de gag MCS1_MCS2). La quantité
d’enzyme de restriction est dépendante du type d’enzyme et le calcul se fait selon I’ Equation
4. Un mélange (gsp 100 uL) contenant 20 uL de tampon CutSmart 5X, I’ADN a digérer et la/les
enzyme(s) de restriction(s) est incubé sur la nuit a 37 °C. Pour dénaturer I'enzyme de

restriction, un chauffage a 65 °C pendant 20 min est réalisé.

quantité d'enzyme(uL)
_ Kbvecteur ref site ADN » qtt ADN adigérer (ug)

X
Kb ADN siteréference

concentration de l'enzyme (u_UL)

Equation 4 : Détermination du volume d’enzymes de restriction nécessaire pour la digestion.
Kb vecteur réf correspond a la taille (en kilobase) du vecteur d’étude de digestion de I'enzyme (en
général Lambda (48,5 Kb) ; Kb ADN correspond a la taille (en kilobase) du plasmide a digérer ou de
I'ADN préalablement amplifié par PCR ; site ADN correspond au nombre de sites sur I’ADN ou le
plasmide a digérer (souvent 1); site référence correspond au nombre de sites de restriction pour
I’'enzyme présent sur le vecteur référence. qtt dans I’équation correspond a quantité.

Avant de réaliser une ligation, le vecteur (plasmide digéré par les enzymes de restriction) est
d’abord déphosphorylé (10 % (V/V) Tampon Antartic phosphatase, 2 % (V/V) d’enzyme de
déphosphorylation antarctic phosphatase, New England Biolabs, Réf. MO0289S) afin
d’empécher une « auto-ligation ». La ligation de l'insert et du vecteur se fait en utilisant la
Quick T4 DNA ligase du kit « Quick Ligation » (New England Biolabs, Réf. M2200). Les quantités
d’insert et de vecteur sont déterminées en utilisant le NEBiOCalculator®

(http://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation).
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L’ADN circulaire finalement obtenu est ensuite transformé selon le protocole détaillé dans la
partie [Transformation de bactéries compétentes et purification de I’ADN plasmidique].

Si nécessaire, une migration sur gel d’agarose (1,5 % (V/V) dans du tampon TAE, Tris Acetate,
EDTA) permet de vérifier la bonne amplification et la taille de 'ADN obtenu. Si besoin, les
résultats de PCR ou de digestion sont purifiés sur gel ou sur colonne pour Oter les
oligonucléotides ou les fragments de digestion (Nucleospin® Gel and PCR Clean-up, Macherey-

Nagel, Réf.740609).
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V1l.Purification de la protéine Gag

La purification de la protéine Gag a été adaptée du protocole établi dans par I'équipe de
Johnson Mak (McKinstry et al., 2014).

Des bactéries compétentes E. Coli BL21(DE3)pLysS transformées par un plasmide pET28A
codant la protéine Gag fusionnée en C-terminal a une étiquette contenant six résidus
histidines (Gag_6H) ont été cultivées dans du milieu LB contenant 100 pug/mL d’ampicilline et
25 pg/mL de chloramphenicol. Une pré-culture (20 mL) de ces bactéries (12 h d’incubation a
37 °C) sert a inoculer 1 L de milieu LB contenant les antibiotiques (Ampiciline et
chloramphenicol). Cette culture a été menée a 37 °C sous agitation a 200 tpm jusqu’a
I'obtention d’une DOggo de 0,4. La température de I'incubateur est alors réduite a 18 °Cjusqu’a
obtention d’une DOsgo de 0,6. L'expression de la protéine a été induite par ajout de 0,5 mM
d’IPTG (Isopropyl B-D-1-thigalactopyranoside) pendant 18 h a 18 °C sous agitation. Le culot
bactérien obtenu apres une centrifugation de 30 min a 3500 rpm a 4 °C est alors congelé
rapidement dans de I'azote liquide et conservé a -80 °C. Afin de vérifier I'induction, 1 mL de
milieu LB contenant les bactéries avant et apres I'induction sont prélevés puis centrifugés a
13000 rpm pendant 2 min. Les culots sont resuspendus dans 70 uL d’H,O puis chauffés
pendant 5 min a 95°C. Aprés une seconde centrifugation a 13000 rpm pendant 2 min, 35 plL
de surnageant sont mélangés avec 15 puL de Laemmli 4X et 10 uL de DTT. Avant d’étre déposés
sur gel de polyacrylamide 12 %, les échantillons sont a nouveaux chauffés 5 min a 95 °C. La
migration se fait a 150 V pendant 1 h et le gel est ensuite révélé en bleu de Coomassie pour
vérifier si I'induction a été efficace.

Le jour de la purification, le culot bactérien est décongelé sur glace dans 10 mL de tampon A
(Tris 50 mM, NaCl 1 M, DTT 2,5 mM, ZnCl; 1 uM, a pH = 8) supplémenté d’inhibiteur de
protéases (protease inhibitor cocktail, Roche) et de 200 uL de Tween 20. Pour améliorer la
destruction des membranes bactériennes, les bactéries sont incubées 30 min a 4 °C sous
agitation rotative aprés ajout de lysozyme (1 mg/mL). La lyse des bactéries est finalisée par
une série de huit sonications (IKASONIC U50) de 20 s intercalées par un refroidissement du
lysat bactérien sur glace. Le lysat est ensuite clarifié par centrifugation a 15000 rpm pendant
1 h a 4 °C puis chargé sur une colonne de nickel (25 mL, Ni-NTA agarose column, GE

Healthcare) préalablement équilibrée avec 100 mL de tampon A. Le lysat cellulaire est ensuite
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chargé sur la colonne a une vitesse de 1 mL/min pour que les protéines se fixent sur le nickel
au niveau de I'étiquette histidine. Apres un lavage de 2 h a 1 mL/min par un mélange composé
de tampon A et de 6 % de tampon B (Tampon A + 500 mM Imidazole), les protéines sont éluées
par un gradient linéaire d’'imidazole de 5 a 500 mM (élution de la protéine Gag _6H par
compétition d’affinité pour le nickel) obtenu en mélangeant du tampon A et du tampon B a
un débit de 0,5 mL/min. Les fractions éluées (2 mL par fraction) sont analysées sur gel SDS-
PAGE 12 % et le gel est coloré au bleu de Coomassie afin de sélectionner les fractions
contenant majoritairement la protéine Gag _6H. Ces fractions sont alors regroupées et
dialysées pendant la nuit contre le tampon A. La protéine est ensuite chargée sur une colonne
d’exclusion de taille (100 mL, Superdex 200 10/300, GE Healthcare Life Sciences)
préalablement équilibrée par 200 mL de tampon A a 0,5 mL/min. Les fractions de 2 ml issues
d’une élution a 0,5 mL/min sont également analysées par SDS-PAGE coloré au bleu de
Coomassie. Les fractions contenant un rapport protéine d’intérét sur contaminant élevé sont
rassemblées et concentrées sur des filtres a centrifuger (Centricon 30 kDa filtres Merck
Millipore Réf. UFC903024) afin d’éliminer toutes les protéines dont la masse moléculaire est
inférieure a 30 kDa. Pour déterminer la concentration de notre protéine, nous mesurons
I'absorbance a 280 nm par spectrométrie. La concentration finale en protéine a été
déterminée en utilisant la loi de Beer-Lambert (coefficient d’extinction molaire 62 000 M.cm"
1) en tenant compte de I'ajout de glycérol (5 % (V/V)) pour la conservation. La protéine est
aliquotée par 50 pL et rapidement congelée dans de I'azote liquide avant d’étre conservée a -
80 °C.

La qualité de la purification est évaluée par mesure de la capacité de Gag a déstabiliser les
ANs. Pour cela, un test utilisant la boucle cTAR couplée a un fluorophore et un quencher a ses
deux extrémités et mis en présence de Gag (Figure 35). La déstabilisation de la structure en
tige boucle par I'activité chaperonne de Gag_6H permet d’observer une augmentation de la

fluorescence.
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VIIlI.  Spectrométrie de masse (MS)

Apres cross-link, immuno-précipitation et migration sur gel de polyacrylamide, les bandes de
gel contenant les protéines d’intéréts sont découpées et envoyées au Laboratoire de
Spectrométrie de masse bio-organique (LSMBO; Maxime Bourguet, Dr Sarah Sanglier-
Cianferani).
Les échantillons sont dans un premier temps réduits (DTT, 1,4-Dithiothreitol), puis alkylés
(IAA, lodoAcetic Acid), pour finalement étre déshydratés a I'acétonitrile. Entre chacune de ces
étapes, plusieurs lavages sont réalisés au bicarbonate d'ammonium (NH4HCOs). Les protéines
sont digérées par la trypsine (37 °C toute la nuit), puis, les peptides sont extraits, concentrés
sous vide et repris dans un mélange H,0/Acétonitrile/HCOOH (acide formique).
Les échantillons sont ensuite injectés et analysés par un systéeme nanolLC-Orbitrap (Thermo
Scientific, Waltham, USA) qui permet une séparation chromatographique des protéines. Dans
ce systéme sont intégrées deux colonnes : une colonne ACQUITY UPLC® BEH130 C18 column
(250 mm x 75 um avec une taille de particules de 1,7 um ; Waters Corporation, Milford, USA)
et une pré-colonne Symmetry C18 precolumn (20 mm x 18 pum avec une taille de particules de
5 um Waters Corporation, Milford, USA). La séparation chromatographique se fait en deux
étapes :
- Etape d’enrichissement : les échantillons sont injectés et retenus sur la pré-colonne
par 99 % de solvant A (H.0 + 0,1 % acide formique) et de 1 % de solvant B
(acétonitrile + 0,1 % acide formique) ;
- Etape d’élution : les peptides sont élués a I'aide d’un gradient de solvant B de 1 %

a 35 %.
Les dix peptides les plus abondants sont sélectionnés et isolés en MS pour ensuite subir une
fragmentation de type HCD (Higher-energy Collisional Dissociation) et les fragments ainsi
générés sont également analysés en MS (analyse MS/MS). Une recherche Mascot® est
effectuée pour comparer la séquence théorique des protéines cibles et les données MS
collectées pendant I'analyse. Cette comparaison permet d’évaluer la couverture de séquence
des protéines cibles ainsi que le nombre de peptides identifiés cross-linkés ou non.
Parallélement, deux logiciels de traitement sont utilisés afin d’identifier les peptides cross-

linkés : pLink® et Mass Spec Studio®. On reléve le rapport m/z du peptide et le temps auquel
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le peptide est élué au cours de I'analyse (temps de rétention) afin d’obtenir le spectre de
masse sur une fenétre de temps de I'analyse. En diminuant progressivement les fenétres de
temps, on cherche a identifier plus finement sur quelle fenétre de temps sortent les peptides
cross-linkés lourd (BS3-d4) et Iéger (BS3-d0). Une fois identifié, on combine le spectre sur une
fenétre de temps incluant I'identification des deux peptides et on vérifie qu’il y a bien un ratio
de 50/50 en termes d’intensité pour les deux peptides en question. Si c’est le cas, le peptide
est alors validé, permettant de montrer I'existence d’un cross-link intramoléculaire ou
intermoléculaire. En revanche, si le ratio n’est pas de 50/50, le peptide n’est généralement

pas retenu.
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Chapitre 4 : Résultats et discussions

Mon travail de these s’est articulé autour de deux projets, un premier dans lequel j'ai testé
plusieurs molécules grace a un test développé et mis au point par mes soins au laboratoire
utilisant des pseudo-particules virales qui miment les phases précoces du cycle viral du VIH-1.
Ce travail faisait partie d’un projet européen important THINPAD et a été complété par le
développement de tests en vue d’identifier les mécanismes d’action des molécules les plus
intéressantes. Mon second projet s’est quant a lui axé sur I'étude par différentes techniques

de la forme compacte de Gag in cellulo.

I. Criblage de molécules antivirales

A.Projet européen THINPAD

1. Développement et validation du test PSEUDO

Notre laboratoire n’est pas équipé d’un laboratoire de sécurité microbiologique de type L3
nous empéchant de travailler avec une souche virale de VIH-1 sauvage. Comme nous
travaillons plus particulierement sur la protéine NC qui exerce une partie de ses roles dans les
phases précoces du cycle viral nous avons choisi de travailler avec des particules infectieuses
mais non réplicatives. Les activités antivirales des molécules ciblant la NC ont été testées dans
un test d’infectivité appelé PSEUDO qui permet de valider leur effet sur les phases précoces
de l'infection uniquement.

Dans ce test, nous utilisons des pseudo-particules virales (PPs) de deuxieme génération
(Naldini et al., 1996). Ce systeme présente plusieurs avantages. D’abord, il nous permet de
travailler en sécurité car ces particules sont infectieuses mais non réplicatives (génome viral
incomplet et absence de génes accessoires) ne permettant donc qu’un seul cycle d’infection.
Ensuite, ces particules sont pseudo-typées par la glycoprotéine membranaire du virus de la
stomatite vésiculaire (VSV-G) permettant I'infection de cellules n’exprimant pas les récepteurs
naturels utilisés par le VIH-1. Enfin, le génome encapsidé dans les particules, n’est pas un
génome viral complet mais porte un géne rapporteur (luciférase ou GFP) sous contréle du

promoteur CMV (Cytomegalovirus, reconnu par I’ARN polymérase des cellules de mammifere)
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permettant de quantifier I'infection. L'incorporation de trois plasmides dans les cellules

productrices (293T) est nécessaire pour la production de ces particules (Figure 43) :

Plasmide d’empaquetage dit « Gag-Pol » : permet I’expression sous la dépendance
du promoteur CMV des protéines du VIH-1. Parmi celles-ci, on retrouve les
protéines de structure et enzymatique (Gag-Pol) et les protéines régulatrices (Tat
et Rev). Les génes accessoires, d’enveloppe et les LTR aux extrémités 3’ et 5’, ont
été supprimés empéchant |'encapsidation et la transcription inverse LTR
dépendantes de I’ARNm produit a partir de ce plasmide.

Plasmide d’enveloppe dit « VSV-G » : qui permet I'expression a la surface des PPs
de la Glycoprotéine du Virus de la Stomatite Vésiculaire (VSV-G) remplagant ainsi
les glycoprotéines du VIH-1 (gp120 et gp41). Ce pseudotypage par la VSV-G permet
d’infecter un large panel de cellules car cette glycoprotéine est connue pour
interagir avec un récepteur cellulaire (récepteur aux Low Density Lipoproteins, LDL)
présent sur un grand nombre de types cellulaires (Amirache et al.,, 2014;
Finkelshtein et al., 2013). Il est important de noter que I'entrée du pseudovirus est
réalisée par endocytose alors que dans le cas du VIH-1 sauvage, c’est une fusion
des membranes virale et cellulaire récepteurs (CD4) et corécepteurs (CCR5 ou
CXCR4) dépendante qui est observée.

Plasmide de transfert dit « W » : code sous la dépendance d’un promoteur CMV
pour un pseudo ARN viral qui porte une ségquence codante pour un géne
rapporteur (luciférase ou eGFP). L’ARN viral produit présente a ses extrémités des
séquences UTR modifiées. En effet, la séquence U3 en 5’ est absente et on retrouve
également une délétion partielle de la séquence U3 en 3’ (boite TATA et sites de
liaison aux facteurs de transcriptions Sp1 et NF-kB indispensables a la transcription
du VIH-1) (Zufferey et al., 1998). Cette délétion permet, apres transfert de cette
région U3 mutée en 5’ de I’ADN proviral lors de la transcription inverse, d’obtenir
un ADN qui ne peut pas étre transcrit par le promoteur viral. La région U5 est en
revanche intacte, permettant I'encapsidation de cet ARN grace a la présence de la
séquence d’encapsidation W. Enfin, I’ADN intégré présente un géne rapporteur
entre les deux LTR placés sous la dépendance d’un promoteur CMV permettant
I'expression de I'eGFP ou de la luciférase une fois I’ADN proviral intégré. Ce

rapporteur rend possible la quantification et la visualisation de I'infection virale.
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Figure 43 : Production de pseudo-particules virales (PPs) et utilisation dans le test PSEUDO. (A)
Plasmides nécessaires pour la production de PPs : plasmide d’empaquetage permet I'apport des
protéines de structure et les enzymes du VIH-1 (Gag-Pol) et deux protéines régulatrices indispensables
(Tat et Rev); plasmide d’enveloppe code pour la protéine d’enveloppe du Virus de la Stomatite
Vésiculaire ; le plasmide de transfert est transcrit sous forme d’ARN qui sera encapsidé dans les PPs,
rétrotranscrit puis intégré dans le génome de la cellule cible ol le géne rapporteur (luciférase ou eGFP)
permettra la quantification de I'infection. (B) Ces PP sont alors utilisées pour infecter des cellules HelLa
en présence d’inhibiteurs de la nucléocapside (NCls) permettant de tester I’effet de ces derniers sur les
phases précoces de I'infection virale.

Détermination de la quantité de PPs a utiliser

La premiéere étape du développement du test d’activité antivirale des molécules sélectionnées
par le projet THINPAD a consisté a mettre au point les conditions expérimentales pour
produire des PPs et infecter des cellules Hela par ces PPs d’une facon reproductible,
analysable et sans saturer les cellules lors de I'infection. Les premieres particules produites
permettaient |'expression de I'eGFP dans les cellules infectées. Aprés production, la
concentration en p24 a été déterminée par un test ELISA (Innotest® HIV Antigen mAb,
InnoGenetics). Différentes quantités de virus (exprimées en ng d’équivalent p24) ont été
utilisées pour infecter des cellules HelLa dans des plaques 6 puits. Apres 48 h d’infection, les
cellules ont été fixées et comptées par cytométrie en flux afin de déterminer le nombre de

cellules infectées en fonction de la quantité de virus déposée (Figure 44). Grace a cette
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expérience, nous avons pu conclure que 100 ng d’équivalent p24 permettaient d’infecter la
moitié des 300 000 cellules HelLa contenues dans nos puits. Ce pourcentage d’infection est
une valeur intéressante car elle permet de ne pas saturer les cellules infectées par les virus.
Nous voulions pouvoir quantifier facilement I'infection sans recourir a la cytométrie en flux.
Nous avons donc produit est testé des PPs portant la luciférase comme gene rapporteur de
I'infection. L'infectivité de ces PPs est similaire a celle des PPs-eGFP. De plus, 100 ng
d’équivalent p24 de PPs-luciférase permettent d’obtenir une activité luciférase importante
mais non saturante pour le luminomeétre. Nous avons donc choisi d’utiliser 100 ng
d’équivalents p24 pour infecter 300 000 cellules. Par la suite, toutes les productions de PPs
ont été testées selon ce protocole pour vérifier que celles-ci peuvent étre utilisées pour tester
I'activité antivirale des molécules du projet THINPAD. Cette démarche nous a permis de

comparer |'activité antivirale des molécules testées avec plusieurs séries de PPs.
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Figure 44 : Infectivité des PPs eGFP et luciférase. 300 000 cellules Hela par puits d’une plaque 6 puits
sont infectées pendant 48h par différentes quantités de PPs-eGFP (noir) ou pendant 24h par des PPs-
luciférase (bleu). Le nombre de cellules infectées par PPs-eGFP est quantifié par cytométrie en flux en
comptant le nombre de cellules exprimant I’eGFP (noir). La capacité d’infection des PPs-luciférase est
mesurée par luminométrie (bleu). Les pointillés rouges indiquent la quantité de PPs nécessaire pour
infecter 50 % des cellules dans le puits.
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Adaptation en plaque 96 puits

Afin de tester un grand nombre de molécules, nous avons décidé de travailler en plaque 96
puits. Le nombre de cellules a utiliser dans ces plaques a été déterminé grace a un test MTT,
qui permet de mesurer la viabilité cellulaire (les cellules vivantes sont capables de réduire le
sel de tétrazolium (MTT) en bleu de formazan grace a la succinate déshydrogénase
mitochondriale). Nous avons donc placé des quantités variables de cellules HelLa dans chaque
puits d’une plaque 96 puits et réalisé le test MTT 48 h post étalement. Nous avons alors établi
gue le nombre optimal de cellules permettant une lecture non saturée de I'absorbance est de
5000 cellules par puits (Figure 45). Par comparaison avec les résultats obtenu en plaque 6 puits
(100 ng et 300000 cellules), il faut donc 1,7 ng d’équivalent p24 pour infecter 50 % des 5000

cellules contenues dans un puits d’'une plaque 96 puits.
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Détermination de la concentration maximale en DMSO

La plupart des molécules testées dans le projet THINPAD est dissoute dans du
Diméthylsulfoxyde (DMSO). A faible concentration, ce solvant n’est pas toxique pour les
cellules. A forte concentration, le DMSO est toxique pour les cellules mais permet leur
cryoprotection lors de la conservation de cellules a -80 °C ou dans I’azote liquide. Lorsque sa
concentration ou le temps de contact avec les cellules augmente, il devient toxique pour la
cellule. Nous avons vérifié la toxicité du DMSO par un test de cytotoxicité au MTT sur des
cellules infectées ou non par des PPs. Pour les cellules infectées, la mesure de l'activité
luciférase nous permet également d’évaluer I'influence du DMSO sur l'infectivité des PPs.
Nous avons observé qu’au-dela de 0,4 % (Volume de DMSO/Volume total du puits), le DMSO
réduit de facon notable la capacité d’infection des PPs (courbe noire, Figure 46, diminution de
I'infectivité de 20 % par rapport a 'absence de DMSO). Par ailleurs, la cytotoxicité du DMSO

n’apparait notable qu’a une concentration supérieure a 0,5 % (courbe bleue, Figure 46). Nous
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avons ainsi décidé de limiter la concentration de DMSO a 0,4 % dans I'’ensemble de nos tests
afin de garder une capacité d’infection maximale de nos PPs dans des conditions non toxiques

pour nos cellules.
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\ Figure 46 : Influence du DMSO

. sur la viabilité cellulaire (courbe

\ : bleue, mesurée par un test MTT)
et l'infectivité des PPs (courbe
noire, mesuré par le niveau
d’activité luciférase).
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Validation du test par une molécule inhibitrice témoin

Pour valider le test, nous avons utilisé un inhibiteur spécifique de la nucléocapside, le WDO-
217 (Vercruysse et al., 2012) qui éjecte le zinc.

Le test a été réalisé en utilisant 5 000 cellules par puits dans 100 pL étalées 24 h avant d’étre
traitées par des concentrations croissantes de WDO-217 pendant 30 min en limitant la
concentration en DMSO a 0,4 % (V/V DMSO. Puis, des PPs-luciférase (1,7 ng eq. p24 par puits)
ont été ajoutées pour 24 h. Une autre plaque en paralléle permet de tester la toxicité de la
molécule (test MTT). Pour chaque concentration de molécule, les pourcentages d’inhibition
et de cytotoxicité sont alors calculés et représentés pour déterminer la concentration
inhibitrice a 50 % de I'effet maximal (Clsp) et la concentration nécessaire pour tuer 50 % des
cellules (CCsp).

Pour WDO-217, I'lCs0 = 8,5 + 0,2 uM (Figure 47), indiquant qu’une concentration de 8,5 uM de
WDO-217 permet de réduire de moitié de I'infection par les PPs. Comme on le voit dans la
Figure 47, cette molécule ne présente aucune cytotoxicité dans les concentrations testées
(maximum 150 uM).

La Clsp expérimentale est du méme ordre de grandeur que celle obtenue par les auteurs de
I’étude sur cette molécule (Clsp variait de 0,9 a 1,7 uM en fonction de la souche virale étudiée
(Vercruysse et al., 2012)). Ces résultats valident donc I'utilisation du test pour le criblage de

I’ensemble des molécules envoyées par les partenaires du projet THINPAD. Il est important de
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noter qu’un controle positif utilisant 0,5 uM d’AZT (AZidoThymidine, inhibiteur nucléosidique
de la transcription inverse dont la Clso varie de 0,002 a 2 uM en fonction de la souche virale)

sera utilisé pour vérifier I'efficacité du test pour chaque plaque.
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Figure 47 : Validation du test PSEUDO par détermination de I’effet antiviral et de la toxicité du WDO-
217. L’inhibition de l'infection est calculée en fonction de la diminution de I'activité luciférase en
présence de la molécule aprés infection par des PPs-lucif (test PSEUDO). La cytotoxicité est mesurée
gréce au test MTT. L’ajustement des données par I’Equation 2 permettant la détermination de la
concentration inhibitrice a 50 % (Clso) est représenté par la ligne rouge. La structure de la molécule
testée est représentée en insert. Les valeurs représentent la moyenne de trois expériences (N = 3) dans
lesquelles chaque concentration a été testée six fois (n = 6).

2. Criblage des molécules THINPAD

Pour des raisons de confidentialité, aucune structure des molécules du projet européen
THINPAD ne sera divulguée dans ce manuscrit. A chaque molécule d’intérét sera attribuée une
couleur afin de les nommer. Un brevet est en cours de dép6t afin de protéger les découvertes
faites dans ce projet. Une publication est également en cours de rédaction.

Le criblage s’est déroulé en plusieurs étapes, comme indiqué précédemment. Dans un premier
temps, les composés sélectionnés in silico comme potentiels compétiteurs des ANs pour la
liaison a NCp7 ont été testés pour leur capacité a inhiber in vitro I'activité chaperonne de la
NCp7 (test NCinh) ou son interaction avec les ANs (test EMSA). Les molécules ainsi
sélectionnées ont, dans un second temps, été testées dans notre test PSEUDO. Les résultats
obtenus dans ces tests ont permis aux partenaires 1 et 4 du projet d’optimiser la structure de
ces molécules afin d’améliorer leurs activités, leurs solubilités, ou de limiter leurs toxicités

(démarche « hit to lead »).
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a) Validation de I'effet antiviral de molécules issues du criblage in silico

et in vitro

La premiere étape de la sélection a consisté en un criblage in silico de deux banques de
molécules. Au total, plus de 11 millions de molécules ont été criblées pour leur aptitude a
interagir avec la poche hydrophobe de NCp7. Parmi elles, 245 ont été retenues pour étre
testées in vitro dans les tests NCinh et EMSA (Figure 35). La majorité des molécules (226) n’ont
présenté aucun effet ou un effet en de ¢a du seuil fixé (75% d’inhibition a 100 uM) et leur
parcours s’est arrété la. Par conséquent, seules 19 ont été retenues pour passer le test
PSEUDO. A ces 19 molécules, ont été rajoutés les 34 faux positifs du test NCinh (20 molécules
fluorescentes + 10 molécules interagissant avec la rhodamine). Parmi ces 53 molécules, seules
guatre ont montré un effet antiviral. Ainsi, a titre d’exemple, la molécule VERTE présente une
Clso de 4,9 uM (Figure 48) et semble non-cytotoxique jusqu’a 30 uM. L’effet observé est donc
bien d{i & son effet antiviral et non a sa cytotoxicité. A I'inverse, la molécule ORANGE atteint
son maximum d’efficacité a 60 uM alors qu’a cette concentration la toxicité est déja de 40 %.

La Clso de 14,5 uM est donc surévaluée. Pour cette molécule, la CCso est de 85 UM (Figure 48).
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Figure 48 : Application du test PSEUDO a deux molécules issues du criblage. Pour chaque molécule,
la toxicité (bleu) et le pourcentage d’inhibition de I'infection (rouge) ont été mesurés. La concentration
inhibitrice a 50 % (Clso) a été déterminée comme indiqué dans la figure 47. Les analyses ont été réalisées
en sextuplicats (n = 6).

La plupart des molécules interagissant avec la rhodamine, qui appartiennent toutes a la méme
famille, comme par exemple la molécule ROUGE, présentent un effet antiviral a faible
concentration. Ainsi, ROUGE possede une Clsp de 540 nM avec une toxicité de seulement 40
% a 100 mM (Figure 49). Cette famille de molécules est trés intéressante puisque la toxicité

n’apparait qu’a des concentrations plus de cent fois supérieures a la Clsg.
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Figure 49 : Application du test PSEUDO a une molécule interagissant avec la rhodamine. La toxicité
(bleu) et le pourcentage d’inhibition de I'infection (rouge) ont été mesurés. La concentration inhibitrice
a 50 % (Clso) a été déterminée comme indiqué dans la figure 47. Les analyses ont été réalisées en
sextuplicats (n = 6).

Au total, douze molécules se sont avérées positives dans le test PSEUDO, montrant une
capacité a inhiber les phases précoces du cycle viral du VIH-1 avec une Clsg inférieure a 50 uM.
Les résultats du test PSEUDO, conjointement aux résultats obtenus par les autres partenaires,
ont permis de distinguer cing familles de molécules qui ont été modifiées structurellement

afin d’améliorer leurs structures.

b) Optimisation des molécules antivirales : « Hit to lead ».

Apres avoir sélectionné des molécules caractérisées par cing squelettes structuraux
différents, I'objectif a été d’améliorer les propriétés de ces molécules en insérant ou modifiant
les substituants ou les groupes fonctionnels de ces molécules. Ce travail a été réalisé par les
partenaires 1 (Université de Sienne) et 4 (IRBM), qui sans toucher au squelette de la molécule,
ont modifié les structures latérales droites et gauches des diverses molécules (Figure 50). Cette
étape, appelée relation structure-activité (SAR) a permis d’atteindre plusieurs objectifs :

- Améliorer I’activité antivirale de la molécule : il a été possible, au sein d’une des
familles de molécules, de réduire la Clsp de 170 uM a 1,5 uM.

- Améliorer la solubilité de la molécule : la plupart des molécules n’étant soluble que
dans le DMSO, il est important d’optimiser leur structure pour les rendre solubles
dans un solvant mieux toléré par I’'organisme et idéalement dans I'eau.

- Améliorer la stabilité de la molécule : afin de conserver une activité antivirale
importante et stable au cours du temps, la molécule ne doit pas étre métabolisée

trop rapidement par I'organisme.
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- Améliorer la sélectivité : afin de cibler uniquement la protéine de Nucléocapside
et donc limiter les effets secondaires.

- Comprendre le mécanisme d’action de la molécule : si en changeant une partie de
la molécule, I'activité antivirale est totalement ou partiellement perdue, ceci

implique que la structure initiale est importante pour le mécanisme d’action.

Bras droit de la Squelette de Bras gauche de la
molécule la molécule molécule
: T\
Pl o
,—//
. SR

Figure 50 : Relation structure-activité. Sans toucher au squelette de la molécule (ici en blanc), les
partenaires 1 et 4 de THINPAD ont modlifié les structures latérales droite (en bleu) ou gauche (en rouge)
afin d’améliorer I'activité antivirale de la molécule.

Au total, plus de 400 molécules ont été créées en modifiant la structure des cing familles de
molécules sélectionnées dans le premier criblage. Comme précédemment, ces molécules ont
été testées dans le test NCInh puis, pour les plus intéressantes, dans le test PSEUDO (Figure 51
A). Dans ce graphique, on remarque que les investigations se sont principalement concentrées
sur les familles Il et l1l. Etant dans une phase d’amélioration des molécules, le seuil de sélection
est cette fois une Clsp inférieure a 100 uM dans le test NCInh et une Clso inférieure a 10 uM
dans le test PSEUDO et les autres tests cellulaires. Concernant les familles I, IV et V, les
modifications pouvant étre apportées étant limitées, peu d’amélioration a été observé. De
plus, dans ces familles, aucune molécule n’a présenté d’effet antiviral dans le test PSEUDO
(Figure 51 B). Comme la plupart des modifications apportées dans la famille Il se sont avérées
déléteres pour I'activité dans les tests in vitro (NCinh et EMSA), peu de molécules ont été
testées in cellulo. En revanche, pour la famille Ill, les modifications ont permis d’obtenir un

grand nombre de molécules actives dans le test NCInh qui dans le test PSEUDO (Figure 51 B)
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ont montré une amélioration notable de leur activité antivirale. Plus de 30 molécules ont

donné une Clsg inférieure a 10 uM (n = 2).
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Figure 51 : Bilan des molécules testées lors de la phase d’optimisation de la structure. Les molécules
sont classées par famille et par activité. (A) Plus de 400 molécules ont été testées dans le test NCInh et
parmi elles (B) plus de 100 I'ont été dans les tests cellulaires et notamment le test PSEUDO.

Conjointement au test PSEUDO, deux autres tests d’activité antivirale ainsi que des tests de
toxicité des molécules sur les cellules cibles du virus (lymphocytes, macrophages...) ont été
réalisés par les autres partenaires. La sélection des meilleures molécules (leads) a été basée
sur la capacité des molécules a inhiber I'infection virale, mais également a ne pas étre
cytotoxique, a étre soluble et a présenter une structure chimique facilement synthétisable et
modifiable. Dans certains cas, des molécules ont été sélectionnées malgré I'absence d’activité
dans les tests PSEUDO ou MonoCycle. Ces molécules présentent une activité antivirale
importante dans les tests BiCycle et RevCycle (Clso de I'ordre du nanomolaire pour les plus
intéressantes) suggérant qu’elles agissent plutét sur les phases tardives du cycle viral. Afin
d’étudier plus précisément les mécanismes d’action des molécules finales sélectionnées,

plusieurs tests ont été mis en place.
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3. Mécanismes d’action des hits

Notre laboratoire (ainsi que le partenaire 1) a utilisé plusieurs tests in vitro et in cellulo pour
caractériser les mécanismes d’action des leads :

- Ejection de zinc: l'absence de I'éjection des zincs par les inhibiteurs de
nucléocapside sélectionnés par le THINPAD est une condition indispensable pour
le développement d’une nouvelle molécule antivirale. Nous avons, en
collaboration avec le Dr Sarah Sanglier-Cianferani, testé par spectrométrie de
masse |'aptitude des leads a éjecter le zinc (Vercruysse et al., 2012). Seules les
molécules n’éjectant pas le zinc sont sélectionnées pour d’autres tests
complémentaires.

- Effet sur la transcription inverse : un test in vitro développé dans notre laboratoire
permet de vérifier I'activité d’inhibiteurs sur cette étape du cycle viral. La NCp7
favorisant cette étape, il est également possible de vérifier I'effet des molécules
ciblant la NCp7 sur la transcription inverse (Sharma et al., 2016).

- Effet sur 'intégration : |'utilisation d’un kit commercial (HIV-1 Integrase assay Kkit,
Xpress Bio Co, Réf. EZ-1700) permet d’évaluer la capacité des molécules a inhiber
directement cette étape du cycle viral (pas de NCp7 dans ce test).

- Quantification des produits 2-LTR : ce test cellulaire, permet de quantifier par PCR
guantitative les produits linéaires de transcription inverse, I’ADN intégré et enfin
I’ADN circulaire non-intégré. La proportion de chacune de ces formes varie
lorsqu’un défaut est observé dans les étapes de transcription inverse ou
d’intégration. La comparaison du niveau relatif de chaque produit permet alors de
déterminer quelle étape du cycle viral est ciblée par les molécules (Butler et al.,
2001).

En parallele de ces tests développés par nos collaborateurs, j’ai également mis au point deux
tests additionnels. Il s’agit d’un test cellulaire d’ajout de molécules a différents temps post
infection (TOAA) et d’'un test d’assemblage in cellulo visant a déterminer si les molécules

agissent également sur les phases tardives de I'infection.

a) Test d’ajout des molécules a différents temps post-infection (TOAA)

Ce test permet de déterminer quelle étape du cycle viral est ciblée par les molécules testées.

Sachant que la fusion membranaire a lieu a HO, la transcription inverse vers H3-4, I'intégration
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vers H6, I'assemblage et le bourgeonnement a partir de H16, on peut déterminer quelle étape
est ciblée en déterminant jusqu’a quel temps apres infection, I’ajout de la molécule permet
de visualiser son activité antivirale (Figure 52 A). L’utilisation des PPs nous limite aux étapes
précoces du cycle (post-entrée jusqu’a l'intégration). Le test a été validé en utilisant des
molécules de cible connue (AZT ciblant la transcription inverse qui agit jusqu’a 3 h post
infection (p.i.) et Raltegravir ciblant I'intégration qui agit jusqu’a 6 h p.i.). Un des facteurs
limitants de ce test est la concentration a utiliser. En effet, afin d’observer I'étape ciblée par
la molécule, le test doit étre effectué avec une concentration qui inhibe 100 % de I'infection
virale. Pour cela, nous avons fixé la concentration a dix fois la Clso qui, pour la plupart des
molécules testées, correspond a une concentration a laquelle leur cytotoxicité empéche
I"utilisation de ce test.

Du fait de I’'absence de synchronisation des cellules et de la variabilité de la population virale,
tous les virus d’un puits n’infectent pas les cellules au méme instant, entrainant une perte
progressive de I'activité d’'une molécule testée. Pour I’AZT, la perte d’effet est observée dés 2
h p.i. et jusqu’a 10 h p.i. Si on regarde par exemple, entre 2 h et 3 h p.i. on passe de 100 %
d’inhibition de I'infection a 90 %. Cette perte d’effet indique que 10 % des infections ont déja
passé |'étape de transcription inverse aprés 3 h d’infection et ne sont donc plus sensibles a
'AZT. On peut ainsi déterminer le temps nécessaire pour perdre 50 % de l'effet d’'une
molécule (Tlso). Pour I'AZT, il est de 7,7 h p.i. Pour le Raltegravir, inhibiteur d’intégration, cette
perte d’effet apparait a partir de 6 h p.i. avec une Tlsp de 12,2 h p.i.

Nous avons ensuite testé le WDO-217, un inhibiteur de NC éjecteur de zinc (Vercruysse et al.,
2012). l'infection commence a perdre sa sensibilité au WDO-217, a des temps aussi courts
gu’une heure post-infection (Figure 52). WDO-217 agit donc avant méme I'AZT (Tlso = 2,6 h),
en accord avec son action virucide sur les particules virales avant leur entrée dans la cellule et
sur la transcription inverse (Vercruysse et al., 2012). L'utilisation de ces différentes molécules
a permis de valider notre test et de montrer qu’il est capable de discriminer des molécules
ciblant différentes étapes des phases précoces du cycle viral. Nous avions essayé de diminuer
le temps d’infection en ne mettant les PPs en contact avec les cellules que pendant un temps
limité (2 heures), espérant rendre la chute de I'activité des molécules moins étalée dans le
temps mais les résultats ont montré une plus grande variabilité nous poussant a conserver le

protocole initial.
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Figure 52 : Description et validation du test d’ajout des molécules a différents temps post-infection
(TOAA). (A). Le cycle viral présente une chronologie bien définie. La perte d’efficacité d’un inhibiteur
signifie qu’une partie de I'infection est devenue insensible a celui-ci. (B) Les résultats de TOAA montrent
que I’AZT ciblant la transcription inverse perd de son activité dés 3 h post infection (p.i.) montrant
qu’une partie des PPs a déja terminé leur transcription inverse 3 h p.i. Le Raltegravir cible I'intégration
et agit jusqu’a 6 h p.i. Pour le WDO-217, son activité antivirale est affectée dés la premiére heure de
décalage de I'infection. Les analyses ont été réalisées en quadruplicats (n = 4).

Plusieurs molécules présentant une Clso de I'ordre du micro-molaire (LUM) ont été soumises a
ce test. Jai choisi de présenter seulement les molécules VERTE et ROUGE, dont la
détermination de I'lCso a été présentée en Figure 48 et Figure 49. La molécule ROUGE, testée a
25 uM, présente un Tlsp de 12,2 h et une cinétique de perte d’effet similaire a celle du
Raltegravir, indiguant que cette molécule inhibe I'étape d’intégration (Figure 53). Pour la
molécule VERTE, l'identification de I'étape ciblée est plus complexe. En effet, comme pour
I’AZT, la molécule VERTE commence a perdre son efficacité 3 h p.i. mais cette perte est par la
suite plus lente que pour I'AZT avec un Tlso de 10,7 h. Ainsi, la molécule semble impacter la
transcription inverse a une étape plus tardive que I’AZT comme par exemple lors des sauts de
brins. On ne peut toutefois pas exclure que cette molécule agisse sur la structure du PIC et

son entrée dans le noyau (Figure 53).
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Figure 53 : Exemples de détermination du mécanisme d’action de deux molécules par TOAA. Deux
molécules issues de la sélection du THINPAD ont été testées dans le test TOAA et les cinétiques de
décroissance de I’effet antiviral ont été comparées a celles de I'’AZT et du Raltégravir. La molécule
ROUGE semble étre un inhibiteur de I'intégration (A) alors que la molécule VERTE semble inhiber la
transcription inverse (B). Les analyses ont été réalisées en quadruplicats (n = 4).

L'inconvénient principal de ce test est que pour des raisons de sensibilité, les molécules
doivent étre utilisées a trés forte concentration (10 fois la Clso). Cette limitation nous a
empéchés de tester bon nombre de molécules, car les molécules sont tres souvent toxiques a
cette concentration.

Comme mentionné plus haut, certaines molécules sont inactives dans le test PSEUDO, mais
présentent une forte activité dans les BiCycle et RevCycle suggérant une action dans les phases
tardives. Nous avons donc développé des tests de détermination du mécanisme d’action
ciblant les phases tardives dont I'assemblage.

Le test PSEUDO permet d’étudier I'effet des inhibiteurs ciblant la nucléocapside sur les étapes
précoces du cycle viral uniguement. Or NC, en tant que domaine de la polyprotéine Gag, est
impliquée dans les étapes tardives du cycle viral du VIH-1 et notamment I'assemblage. C’est
pourquoi, afin de tester I'effet des inhibiteurs sur cette phase tardive, nous avons développé
deux tests utilisant soit la technique d’'imagerie FRET-FLIM, soit le Western blot. L'absence
d’inhibiteur d’assemblage sur le marché a rendu le développement de ces tests difficile. Nous
avons cherché a nous procurer des molécules récemment décrites comme inhibitrices de

I’'assemblage mais sans succes (Lemke et al., 2012).

b) Tests d’assemblage par FRET-FLIM

Des travaux récents au laboratoire ont montré que la multimérisation de la protéine Gag lors
de lI'assemblage peut étre suivie par FRET-FLIM en surexprimant des polyprotéines Gag

marquées par des protéines fluorescentes (eGFP ou mCherry) insérées entre les domaines MA
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et CA (El Meshri et al., 2015). Un transfert d’énergie par résonance de type Forster (FRET) a
lieu entre le fluorophore donneur (eGFP) et I'accepteur (mCherry) lorsque ces derniers sont
proches (moins de 10 nm), ce qui est le cas lors de la multimérisation de Gag. Ce transfert
d’énergie est mesuré par la diminution du temps de vie du fluorophore donneur (FLIM). La
multimérisation de protéines Gag marquées par eGFP et mCherry est donc observable par la
diminution du temps de vie de I'eGFP. Des études réalisées au laboratoire par Salah El Meshri
dans des cellules Hela exprimant, apres transfection transitoire, les protéines Gag
recombinantes en présence d’une certaine proportion de Gag non marquée (protéine Gag
sauvage) ont montré que I'assemblage et le bourgeonnement de particules virales étaient peu
affectés par la présence de ces protéines fluorescentes. De plus, cette technique peut
également étre utilisée pour observer des défauts d’assemblage comme c’est le cas pour la
protéine Gag délétée du domaine NC (Figure 54, El Meshri et al., 2015). En fait, les déclins de
Gag-eGFP a chaque pixel de I'image sont analysés en deux composantes, selon I'équation 3. La
premiére composante de temps de vie court (t1) et de population (al) décrit la population de
Gag-eGFP multimérique ou Gag-eGFP transfére son énergie a Gag-mCherry. La seconde
population (a2) est sous forme monomérique avec un temps de vie (12) inchangé par rapport
a celui de Gag-eGFP exprimée seule.

L'étude d’El Meshri et al, 2015 a montré une augmentation du FRET et donc de la
multimérisation de Gag au fur et a mesure de I'accumulation de cette derniére a la membrane
(comparer GagWT entre 12 h et 24 h, Figure 54 E et F). Ce transfert de fluorescence est
fortement diminué avec le mutant GagANC montrant un défaut de multimérisation qui n’est
pas récupéré par une expression plus longue de GagANC (comparer 12h et 24h pour GagANC,
Figure 54). Ces résultats montrent que la suppression du domaine NC de Gag perturbe

fortement I'assemblage de Gag.

163

Caractérisation cellulaire de nouveaux traitements anti-VIH-1 ciblant la NucléoCapside

et observation d’une forme compacte de Gag in cellulo.



| Criblage de molécules antivirales

Manuel PIRES

@

Temps de vie

Population al (%)
°c3 38888388
L,

Alpha 1 (%)

| |
12h 24h

Figure 54 : Suivi de 'assemblage de Gag et GagANC par FRET-FLIM (extrait de El Meshri et al., 2015).
Des cellules Hela ont été transfectées par un mélange de plasmides codant pour (i) Gag/Gag-
eGFP/Gag-mCherry ou (ii) GagANC/GagANC-eGFP/GagANC-mCherry avec un ratio de 0,7/0,1/0,2. (A)
et (B) montrent la distribution du temps de vie court (t1) de Gag-eGFP apres 12 h de transfection ; (C)
et (D) montrent le pourcentage de la population multimérique de Gag-eGFP (al) apres 12 h de
transfection. (E) Pourcentage de transfert d’énergie (FRET) des populations de Gag-eGFP et GagANC-
eGFP multimériques (t1). (F) Pourcentage de ces populations (al). Ces graphiques ont été obtenus a
partir de plus de 150 cellules issues de trois expériences indépendantes. Test-t de Student * : p<0,005
et ***:p<0,001. (El Meshri et al., 2015).

Ces expériences nous ont servi de base pour notre test. L'idée de ce test est que l'inhibition
de la multimérisation par une molécule anti-NC devrait entrainer une diminution de FRET
comme lors de la délétion du domaine NC de Gag.

Plusieurs molécules ont été testées en prenant GagANC comme témoin positif d’'un défaut
d’assemblage. Malheureusement, de nombreuses molécules présentaient une auto-
fluorescence avec un temps de vie trés court (en général inférieur a 0,5 ns) empéchant I'étude
de leur effet sur I'assemblage. Seule la molécule ROUGE a pu étre testée. Elle ne semble pas
induire d’inhibition de I'assemblage (Figure 55), puisqu’aucune diminution du FRET ou de la
population de Gag-eGFP multimérique (al) n’a été observée. Il est a noter que les résultats
obtenus pour GagANC lors de mes manipulations, sont plus nuancés que dans ceux de El
Meshri et al (comparaison de 11 et al entre la Figure 54 et la Figure 55). Ceci peut étre lié au
fait que mes expériences portaient sur un faible nombre de cellules. De plus, I'absence

d’inhibiteur d’assemblage de référence nous a empéché de valider le test.
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Figure 55 : Effet inhibiteur de I'assemblage de la molécule ROUGE suivi par FRET-FLIM. Des cellules
Hela ont été transfectées par un mélange de plasmides codant pour Gag/Gag-eGFP/Gag-mCherry en
absence (Noir) ou en présence de molécule ROUGE (10 uM, environ 10 fois la Clsp ) (rouge) ou codant
GagANC/GagANC-eGFP/GagANC-mCherry (Bleu) avec un ratio 0,7/0,1/0,2. La quantité de DMSO a été
normalisée pour tous les échantillons. Aprés 12 h de transfection, les cellules préalablement fixées par
du PFA 4 % ont été observées en FRET-FLIM. (A). Représentation du temps de vie court (t1) de I'eGFP.
(B) Pourcentage de la population multimérique de Gag (al). Ces graphiques ont été réalisés a partir
des données de dix cellules issues d’une expérience.

Nous avons utilisé un second test pour étudier I'effet des molécules sur I'assemblage (von
Schwedler et al., 2003). Dans ce test, 12 h ou 24 h apreés la transfection d’'un plasmide codant
pour la protéine Gag en présence de différentes concentrations de molécules, nous avons
analysé sur gel de polyacrylamide couplé a un Western blot anti-p24 les contenus protéiques
des particules virales récoltées dans le surnageant cellulaire et le lysat cellulaire. En théorie,
en présence d’un inhibiteur d’assemblage, la quantité de Gag dans le cytoplasme devrait
rester inchangée ou étre augmentée alors que celle dans le surnageant cellulaire devrait
diminuer. Les premiers résultats pour un des inhibiteurs de NC montrent I'absence d’effet sur
I'assemblage. Pour valider ce test, il sera a nouveau indispensable d’utiliser un inhibiteur de
référence.

A terme, nous pourrions utiliser ce test par western blot en premiére intention pour
déterminer si les molécules candidates ont la capacité d’inhiber la production de PPs pour,
dans un second temps, pour les positives, tester leur capacité a inhiber la multimérisation de

Gag dans le test de FRET-FLIM.
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B. Molécules antivirales testées dans le test PSEUDO hors
projet THINPAD

1. Effet antiviral de duplex bactéricides/antiviraux

En collaboration avec I'Université de Saarland a Saarbriicken en Allemagne, nous avons
également testé I'activité antivirale et la toxicité de molécules développées pour inhiber de
concert la réplication du VIH-1 et une infection bactérienne. Le développement de ces
molécules a été motivé par le fait que les patients contaminés par le VIH-1 contractent dix-
huit fois plus fréqguemment que la population générale une infection par des bactéries
(Staphylococcus aureus) résistantes a un traitement par la méthiciline (MRSA) (Crum-
Cianflone et al., 2007). De plus, des interactions médicamenteuses entre les molécules anti-
VIH-1 et celles permettant le traitement des infections opportunistes peuvent apparaitre chez
les personnes infectées par le VIH-1 et diminuer I'effet des deux traitements (Piscitelli and
Gallicano, 2001).

L’enzyme la plus fréquemment ciblée par les traitements anti-VIH-1 est la transcriptase
inverse (RT). Les agents antibactériens quant a eux ciblent souvent I’ARN polymérase (RNAP),
responsable de la transcription des ARNs messagers bactériens. Des similitudes fonctionnelles
et structurales entre ces deux enzymes ont été démontrées (Szilvay et al., 2000). Ainsi, un site
de liaison de la RNAP (switch region) ayant des similitudes avec le site de liaison des INNRT de
la RT a été identifié (Mukhopadhyay et al., 2008). Sur la base de ces similitudes, I'idée de ce
travail publié en 2016 (Elgaher et al., 2016) a été de concevoir une molécule capable d’inhiber
a la fois I'infection par le VIH-1 en ciblant la RT et I'infection par les MRSA en ciblant la « switch
region » de RNAP.

Dans un premier temps, les molécules testées dans le test PSEUDO n’ont pas montré
d’activité. Le caractére fortement lipophile de ces molécules favorise probablement
I'interaction avec des protéines du milieu de culture, ce qui diminue leur internalisation
cellulaire (faible biodisponibilité). Nous avons donc adapté le protocole du test PSEUDO afin
d’analyser leurs activités antivirales. Le milieu de culture DMEM supplémenté par 10 % de
Sérum de Veau Foetal (SVF) a été remplacé par du tampon HBSS (Hank’s Balanced Salt
Solution), pour éviter la présence de fortes concentrations de protéines lors de I'ajout de
molécules sur les cellules tout en maintenant un pH et une balance osmotique optimaux pour

les cellules. Les PPs, habituellement diluées dans un milieu de culture complet sont ici
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mélangées dans un milieu DMEM sans sérum. Les solutions obtenues en mélangeant volume
a volume les solutions de PPs et de molécules ont été mises au contact des cellules pendant 2
h, un temps jugé suffisant pour permettre leur entrée dans la cellule. Deux heures apres
infection et traitement, les cellules sont replacées dans un milieu DMEM complet contenant
du sérum afin de minimiser la toxicité. Comme pour le test PSEUDO, un contréle en absence
de molécule est réalisé en maintenant la concentration de DMSO constante dans tous les
essais. Grace aux adaptations de protocole, des Clso ont pu étre extrapolées (Tableau 11). Les
Clso variant de 20 a 35 uM sont largement supérieures a celles obtenues in vitro (0,1 a 1,2 uM),

probablement du fait de la faible biodisponibilité de ces molécules.

COOCH
Cl

Cl

v TR
Inhibition de % d’inhibitionde

activité de la RT
in vitro (Clgg,
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jas

20 0,6 Non mesuré Non mesuré

H
Tableau 11 : Activités antibactérienne, antirétrovirale et cytotoxicité des principaux inhibiteurs de
RNAP et de RT. Les molécules différent principalement par leur chaine latérale R1 (seule la molécule 4
différe par la chaine latérale R2). L’inhibition in vitro de la RT est mesurée par un test de FRET développé
au laboratoire (Sharma et al., 2016). Les mesures de cytotoxicité (test MTT) et d’activité antivirales
dans le test PSEUDO ont été réalisées en paralléle. Les résultats et les structures sont extraits de Elgaher
etal., 2016.

2. Effet antiviral des Calixarénes

En collaboration avec le Pr Kalchenko de I'académie nationale des sciences d’Ukraine, nous

avons également testé I'effet anti-VIH-1 de molécules de la famille des calixarénes. L'activité
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antivirale des calixarénes, sur des virus a enveloppes, a été mentionnée pour la premiére fois
en 1994 (Hwang et al., 1994). Plus récemment, le rythme des recherches sur les calixarénes
en tant qu’inhibiteurs du VIH-1 s’est accéléré (Luo et al., 2013, 2015, 2014). En se basant sur
ces études, nous avons développé des calixarénes capables de se lier a la nucléocapside.

Le test PSEUDO a été utilisé pour tester 'activité antivirale de quatre calixarénes sur les étapes
précoces du cycle viral. Comme les résultats du tableau 12 I'indiquent, les molécules CIP200 et
201 (Clsp = 10,3 £ 0,3 uM et 21 + 3 uM respectivement) ont une activité antivirale supérieure
a celles de C933 et 934 (Clsp = 28 £ 3 uM et 74 + 7 uM respectivement). Pour toutes les
molécules, la toxicité n’est observée qu’a des concentrations trés supérieures a la Clsg,
donnant de bons index de sélectivité (IS), qui rendent possible I'’étude de leurs mécanismes

d’action dans le test d’ajout des molécules (TOAA).
CCyo
(uMm)
w7

R1:H

+ +
€933 R2: PO(OH), 28+3  800%50 28
R1: OH
* +
€934 R2: PO(OH), 74+7  750+70 10
Q CIP200 R: SO;Na 10,303 >50 >4,8
-
§ /.— S
CIP201  R:CH,-(NaHPO,) 2143 >100 >4,8

Tableau 12 : Structures et activités antivirales de molécules de la famille des calixarénes. Les
concentrations inhibitrices a 50 % (Clso) et les concentrations pour tuer 50 % des cellules (CCsp) sont
déterminées d partir de la moyenne de trois expériences indépendantes et par I'utilisation des Equation
1 et Equation 2. L’index de sélectivité (IS) est calculé par le rapport CCso/Clso.

Il est habituellement nécessaire d’utiliser une concentration équivalente a dix fois la Clso pour
le TOAA. Comme C933 et C934 sont toxiques a ces concentrations, nous avons choisi de
diminuer la concentration utilisée dans le TOAA en utilisant sept fois la Clso pour C933 (200
uM) et 4 fois pour C934 (300 uM). Comme on le voit dans la Figure 56, les deux calixarénes
(C933 et C934) présentent des cinétiques de perte d’activité identiques suggérant un
mécanisme d’action identique. La perte d’effet antiviral observé deés la premiére heure de

décalage du traitement suggere que comme WDO-217, (Figure 52) ces molécules agissent
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directement sur les virus. Le fait que la perte d’activité soit progressive (entre 1 het 12 h p.i.)
suggere que ces molécules pourraient avoir une action sur la transcription inverse.

Les investigations sur ces molécules sont poursuivies afin de préciser leurs mécanismes
d’actions. Le pouvoir infectieux de PPs prétraitées par C933 et C934 sera mesuré pour évaluer
I'activité virucide de ces molécules. Par ailleurs, ces molécules seront aussi testées pour
déterminer leur aptitude a inhiber la transcriptase inverse (Sharma et al, 2016). L'ensemble

de cette étude sera soumise a publication prochainement.
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Figure 56 : Analyse du mécanisme d’action des calixarénes dans le test d’ajout des molécules a
différents temps post-infection (TOAA). L’AZT (0,5 uM) cible la transcription inverse et agit jusqu’a 3h
post infection (p.i.), le Raltegravir (1 uM) cible I'intégration et agit jusqu’a 6 h p.i. L’activité antivirale
des calixarénes (200 uM pour le C933 et 300 uM pour le C934) est affectée des la premiere heure
montrant des similitudes avec I’éjecteur de zinc WDO-217.

C. Conclusions et perspectives

Le VIH-1, découvert en 1983 mais présent chez ’'Homme depuis le début des années 1900 a
causé 1,1 million de morts en 2015. Les thérapies actuelles pour lutter contre 'infection du
VIH-1 sont puissantes et sélectives. Depuis la commercialisation de I'AZT en 1986, premier
inhibiteur nucléosidique de la transcription inverse, de nombreuses recherches ont permis
d’allonger la durée de vie d’un patient infecté par le VIH-1. L'apparition de la trithérapie en
1996, puis le développement de thérapies spécifiques de nouvelles cibles (Intégrase du VIH-
1, entrée dans la cellule cible, maturation, ...) et enfin les innovations galéniques permettent
aujourd’hui aux patients de vivre plusieurs dizaines d’années avec le VIH-1 sans entrer dans le
stade SIDA tout en ayant un quotidien de moins en moins affecté par les effets secondaires
des médicaments. Mais une des caractéristiques majeures du VIH-1 est qu’il peut s’adapter

génétiquement a ces différents traitements, conduisant a des souches virales résistantes. De
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plus, a cause du colit de ces médicaments, leur acces reste difficile dans les pays les plus
pauvres, ou I'infection par le VIH-1 reste mal controlée. Il est donc important de développer
des molécules dirigées contre des cibles thérapeutiques, générant peu ou pas de résistance.
La protéine virale NCp7 est ainsi une candidate trés intéressante car elle est impliquée dans
plusieurs étapes du cycle viral et sa séquence est trés conservée dans les différentes souches
virales. Le projet européen THINPAD, dans lequel notre laboratoire est impliqué avait pour
objectif de développer une molécule ciblant spécifiquement la protéine de NCp7 pour inhiber
ses différentes activités dans le cycle viral.

Dans le projet THINPAD, j’ai participé au criblage des molécules en testant I’activité antivirale
de plus de 100 molécules grace a un test développé au laboratoire, utilisant des pseudo-
particules virales (PSEUDQ). Afin d’étudier le mécanisme d’action des leads, j'ai utilisé
plusieurs tests pour caractériser leur effet sur les phases précoces (TOAA) ou tardives (FRET-
FLIM ou western blot) du cycle.

Apreés trois ans d’efforts, une nouvelle famille d’inhibiteurs a été développée dans le projet
THINPAD. Les molécules présentant les plus grandes activités anti-NC in vitro et antivirales in
cellulo, associées a une cytotoxicité cellulaire modérée ont également montré un effet
antiviral équivalent sur les souches sauvages et résistantes aux traitements actuels. Les
molécules les plus prometteuses sont testées in vivo, dans un modele murin d’infection au

VIH-1.

170

Caractérisation cellulaire de nouveaux traitements anti-VIH-1 ciblant la NucléoCapside

et observation d’une forme compacte de Gag in cellulo.



Il Forme compacte de Gag

Manuel PIRES

II. Forme compacte de Gag

Malgré la présence de plus de 2000 protéines Gag au sein de chaque particule virale, toutes
capables d’interagir avec le génome, seules deux copies de ce dernier sont retrouvées au sein
du virion. Le mécanisme responsable de cette sélection des ANs reste mal connu. Un autre
aspect de cette sélection est la préférence de Gag pour les ARNs génomiques viraux
encapsidés au dépend des ARNs cellulaires.

En effet, Gag posséderait une plus forte affinité pour I’ARN viral que pour les ARNs cellulaires
pourtant présents en abondance dans le cytoplasme de la cellule infectée (Abd EI-Wahab et
al., 2014; Carlson et al., 2016). Cette forte affinité serait liée a la présence, sur Gag, de deux
sites de liaison ayant une affinité particuliere pour deux motifs retrouvés sur I’ARN viral. Le
site préférentiel est constitué par le domaine NC qui fixe la séquence W retrouvée dans la
région 5’-UTR de I’ARN viral (Darlix et al., 2011). Il existe un second site dans la partie N-
terminale de Gag (acides aminés basiques de I'extrémité N-terminale de la matrice) qui
semble avoir une forte affinité pour une région de I’ARN retrouvée dans le géne Pol (Purohit
et al., 2001). Ces deux sites ont également la capacité de se lier non spécifiguement aux ARNs.
Une hypothese avancée pour expliquer la sélection spécifique de seulement deux ARNs viraux
est le repliement de Gag sous une forme compacte dite en U ou les extrémités N- et C-
terminales sont rapprochées par la fixation de ’ARN au niveau des domaines MA (partie N-
terminale de Gag) et NC (partie C-terminale de Gag) (Datta et al., 2007a; Munro et al., 2014).
Cette forme observée in vitro avec des formes tronquées de Gag (Gag non myristoylée et sans
domaine p6), n’a jamais été décrite in vivo. L'objectif de cette partie de la thése est donc de
prouver |'existence de cette forme compacte dans I'environnement cellulaire mais aussi in
vitro avec une Gag pleine longueur.

Le travail a donc été divisé en deux parties. La premiere partie a consisté a développer des
outils afin d’observer in cellulo |la forme compacte de Gag en microscopie de fluorescence mais
aussi par des études biochimiques. Dans la seconde partie, nous avons souhaité prouver
I’existence de la forme en U par des études de spectrométrie de masse a mobilisation ionique
réalisées sur une protéine Gag compléte purifiée au laboratoire. Enfin, dans une derniere
partie, différentes techniques de microscopies pour visualiser cette forme compacte seront

décrites.
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A. Etudes in cellulo

1. Utilisation du FRET-FLIM entre eGFP et ReAsH

La forme compacte de Gag induit théoriquement le rapprochement des extrémités N- et C-
terminales de la protéine lors de I'interaction avec I’ARN viral par les deux domaines MA et
NC. Nous avons donc imaginé utiliser le transfert d’énergie entre deux fluorophores (FRET)
situés a proximité du domaine MA pour l'un et de I'extrémité C-terminale pour I'autre. Les
fluorophores les plus classiqguement utilisés en fusion a des protéines exprimées par
transfection transitoire dans des cellules sont I'’eGFP et la mCherry.

L'inconvénient de cette stratégie est que nous augmentons tres fortement la taille de la
protéine étudiée. En effet, la taille de la protéine Gag (55 kDa) serait doublée si nous lui
greffions I'’eGFP (27 kDa) et la mCherry (28,8 kDa). Cette augmentation de taille n’est
certainement pas sans conséquence d’un point de vue fonctionnel. Afin de contourner ce
probléme, nous avons choisi d’utiliser le marquage TC-ReAsH (Adams et al., 2002; Griffin et
al., 1998). Cette approche est basée sur la forte affinité de I’arsenic (As) pour les groupements
thiols retrouvés notamment sur les cystéines. Ainsi, I'insertion d’un petit motif de 6 résidus
(CCPGCC dit TétraCystéines (TC)) a I'extrémité C-terminale de Gag permet le marquage de la
protéine. En effet, la reconnaissance du motif par un réactif arsénié dérivé de la fluorescéine
(FIAsH) ou de résofurine (ReAsH) permet la formation de liaisons covalentes qui rendent
fluorescente la protéine portant le motif TC (Figure 57 B). Cette approche permet de limiter les
modifications structurelles de la protéine marquée puisque le motif TC est de petite taille (1
kDa). De plus, le marquage par le ReAsH ne nécessite pas de perméabilisation des cellules
(contrairement aux anticorps) autorisant ainsi I'observation de cellules non fixées. Enfin, le
spectre d’absorption du ReAsH se chevauchant avec le spectre d’émission de I'eGFP, il est
possible d’envisager un transfert d’énergie entre les deux fluorophores (comme l'indique le
losange noir dans la Figure 57 C). En revanche, ce marquage reste faiblement spécifique
principalement a cause des nombreuses protéines contenant des cystéines qui interagissent
avec le ReAsH.

Nous avons donc inséré la protéine eGFP entre les domaines MA et CA de Gag car il a été
décrit que ce site d’insertion est le moins délétere pour I'activité de la protéine Gag (El Meshri
et al., 2015; Hibner et al., 2007). Le motif TC, quant a lui, est fusionné en C-terminal du

domaine p6 de Gag (Figure 57 A). La protéine qui porte a la fois I'eGFP et le motif TC
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(Gag_eGFP_TC) servira ainsi a prouver |'existence d’une forme compacte de Gag par FRET
intramoléculaire entre les deux fluorophores. Les résultats de FRET obtenus avec cette
construction seront comparés a ceux obtenus (FRET intermoléculaire) en co-exprimant une
Gag fusionnée a I'eGFP (Gag_eGFP) et une Gag fusionnée au motif TC (Gag_TC). En effet, la
protéine Gag_eGFP_TC étant capable de se multimériser, un signal de FRET intermoléculaire

est également possible en plus de I'intramoléculaire.
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Figure 57 : Outils utilisés pour I'étude de la forme compacte de Gag en FRET-FLIM. (A) Structure
tridimensionnelle des différents domaines de Gag sauvage. Représentation linéaire des différentes
protéines Gag utilisées dans cette étude (jaune pour MA, rouge pour la partie N-terminale de CA, vert
pour la partie C-terminale de CA, bleu pour la NC et orange pour p6). L’eGFP, représentée par un
cylindre vert, est insérée entre les domaines MA et CA. Le motif tétracystéine (TC, CCPGCC) est inséré
en C-terminal de la protéine. (B) Fonctionnement du marquage par le ReAsH qui est non-fluorescent
lorsqu’il n’est pas lié puis devient fluorescent lorsqu’il forme une liaison covalente avec le motif TC. (C)
Spectre d’absorption (en pointillé) et d’émission (spectre plein) de I'eGFP et du ReAsH montrant qu’un
transfert d’énergie est possible entre ces deux fluorophores (losange noir avec I’étoile).
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Apres avoir réalisé et vérifié la séquence des différentes constructions, nous avons observé la
caractéristique des marquages par microscopie confocale (Figure 58). Sans incubation par le
ReAsH aucune fluorescence n’est observée (Figure 58 C et D). En présence de ReAsH, un
marquage non spécifique apparait dans les cellules non transfectées (résultat non montré) Ce
marquage non spécifique est également observable dans les marquages des cellules
transfectées (Figure 58 A et B) ol nous observons un marquage ReAsH dans I'ensemble du tapis
cellulaire alors que seules les cellules présentant une fluorescence verte (eGFP) sont
positivement transfectées. Dans le cas de cellules exprimant les protéines Gag_eGFP_TC ou
Gag_TC, on note la présence d’'un marquage ReAsH plus intense a la membrane cellulaire
reflétant I'accumulation des protéines Gag dans cet espace. L’intensité du marquage
cytoplasmique reste quant a elle identique dans les cellules transfectées et non transfectées
montrant la faible spécificité et sensibilité de ce type de marquage. Au niveau membranaire,
il est de plus possible d’observer une co-localisation de la fluorescente verte (GFP) insérée
entre les domaines MA et CA de Gag et du marquage ReAsH (Figure 58 A et C) validant I'aspect
spécifigue du marquage au ReAsH a la membrane rendue possible par 'accumulation a la
membrane de la protéine Gag lors de I'assemblage. Le fort bruit de fond cytoplasmique rend
impossible toute étude de co-localisation et donc toute étude de FRET dans le cytoplasme qui
est pourtant le compartiment dans lequel la forme compacte est attendue étant donné qu’in

vitro Gag ré-adopte une forme linéaire en présence de membranes.

Gag_eGFP_TC Gag_eGFP + Gag_TC

TC + ReAsH TC + ReAsH

Marquage
ReAsH

Sans
marquage

Figure 58 : Observation au microscope confocal de cellules Hela exprimant Gag_eGFP_TC ou
Gag_eGFP et Gag_TC. Des cellules HelLa ont été observées par microscopie confocale 6 h post
transfection par des constructions codant Gag_eGFP_TC (1 ug) ou co-exprimant Gag_eGFP (0,5 ug) et
Gag_TC (0,5 ug). En présence de ReAsH (ligne supérieure), un marquage diffus apparait (TC + ReAsH)
alors qu’il n’y a aucune fluorescence du motif TC sans marquage (ligne inférieure). La fluorescence de
I’eGFP présente une localisation membranaire et cytoplasmique. La superposition des images (MERGE,
eGFP en vert et ReAsH en rouge) montre une co-localisation membranaire de 'eGFP et de TC-ReAsH.
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Pour quantifier le FRET au niveau membranaire, nous avons utilisé le FLIM a deux photons
pour mesurer le temps de vie de I'eGFP (FLIM). Comme on le voit dans la Figure 59, en absence
de marquage ReAsH, le temps de vie de I'eGFP dans Gag_eGFP_TC (2,39 ns, carré noir, Figure
59 C et E) est presque identique a celui du contréle Gag_eGFP (2,42 ns, triangle noir, Figure 59
AetE). L'insertion du motif TC dans la partie C-terminale de Gag n’influence donc pas le temps
de vie de fluorescence de I'eGFP. Aprés marquage par le ReAsH, lorsque les marqueurs
fluorescents sont portés par deux protéines différentes (Gag_eGFP + Gag_TC), le temps de vie
de I'eGFP passe a 2,38 ns (triangle noir vs triangle rouge) indiquant une absence de FRET
intermoléculaire. Lorsque les deux fluorophores sont dans la méme protéine (Gag_eGFP_TC),
le décalage du temps de vie est plus important (de 2,39 ns a 2,31 ns), indiquant un transfert
d’énergie de 3,3 %. Cette valeur de FRET reste toutefois en dessous du seuil de 5 % requis
pour valider un transfert d’énergie entre deux fluorophores en FLIM.

Malgré plusieurs essais, nous n’avons pas été en mesure d’obtenir un transfert d’énergie
supérieur a 5 %. La raison principale est liée au fort bruit de fond induit par le marquage
ReAsH, qui nous limite a observer les zones ol le marquage est fortement concentré, c’est-a-
dire au niveau des membranes. Or, d’aprés notre hypothése, la forme compacte est
principalement cytoplasmique. Il est donc peu probable que de fortes proportions de formes
en U de Gag se retrouvent au niveau membranaire, expliquant la faible valeur de FRET. Pour
limiter ce bruit de fond important lié au marquage ReAsH, nous avons décidé d’utiliser

I’'approche split-GFP.
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Figure 59 : Etude de la forme compacte de Gag par FRET-FLIM. Des cellules HelLa ont été transfectées
pendant 6 h par des plasmides exprimant les différentes protéines indiquées puis marquées ou non par
le ReAsH. Le temps de vie de I’eGFP est déterminé par I'analyse de la décroissance de fluorescence pour
chaque pixel (images (A), (B), (C) et (D)). (E) Distribution normalisée des temps de vie (moyenne
représentant le résultat de cing cellules issues d’une expérience, n = 5). Le rouge représente les
échantillons marqués par le ReAsH, alors que le noir décrit les échantillons sans marquage. L’eGFP et
le motif TC sont soit dans la méme protéine (carrés), soit dans deux protéines différentes (triangles).

2. Approche et utilisation de la split-GFP

Afin de s’affranchir des problémes de marquage non spécifiques, nous avons choisi d’utiliser
la technique du BiFC (Bimolecular Fluorescence Complementation), basée sur I’association de
deux fragments non fluorescents qui reforment une protéine fluorescente. Nous avons ainsi
choisi d’utiliser la GFP coupée en deux ou trois fragments (Cabantous et al., 2005, 2013). Le
Dr Stephanie Cabantous nous a généreusement fourni les plasmides codant pour les différents
fragments de split-GFP bi-partite et tri-partite. Les fragments ont été optimisés afin de
perturber le moins possible la solubilité de la protéine sur laquelle ils sont insérés, mais
également afin de s’auto-assembler lorsque les fragments sont suffisamment proches. La GFP
(Green fluorescent Protein) est une protéine composée de 230 résidus (environ 27 kDa)
formant une structure tertiaire dite en tonneau béta. Ce tonneau est lui-méme composé de
11 brins béta qui s’associent pour former puis maintenir le chromophore de la protéine

(composé de trois acides aminés : Serine 65, Tyrosine 66 et Glycine 67 portés par une hélice
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alpha qui traverse le tonneau béta) (Heim et al., 1994). La split-GFP a été obtenue a partir
d’une protéine GFP modifiée pour accélérer son repliement (super-folder GFP, S30R, Y39N,
N105T, Y145F, 1171V et A206V). La split-GFP bi-partite consiste en la séparation en deux
fragments de la GFP, un premier conservant la majeure partie de la structure de la protéine
([GFP1-10], brins béta 1 a 10, acides aminés 1 a 214) alors que le second beaucoup plus petit
est composé uniquement du 11°™¢ et dernier brin béta de la GFP ([GFP11], résidus 215 & 230 ;
Figure 60 A). En ce qui concerne la split-GFP tri-partite, la partie majoritaire est composée des
brins 1 a 9 ([GFP1-9], acides aminés 1-193) alors que chacun des petits fragments correspond
au 10°™¢ brin ([GFP10], résidus 194-214) et 11°™¢ brin (identique a la split-bi-partite),
respectivement (Figure 60 B).

L'utilisation de ces systémes solutionne le fait que la forme compacte de Gag est rare et
transitoire. En effet, |'utilisation de la split-GFP permet de bloquer la structure de Gag sous
forme compacte car la reconstitution du fluorophore a partir des différents fragments est
quasi irréversible. Grace a cela, on augmente artificiellement la quantité cellulaire de la forme
compacte facilitant ainsi son observation. Les inconvénients de ce systéme sont ainsi tournés

a notre avantage afin d’observer la forme compacte de Gag in cellulo.

@ Split-GFP bi-partite

g
[GFP11y,]  [GFP1-10,,] + [GFP11y,]

[GFP1-9,,] [GFP11y,] [GFP10y,] [GFP1-9,,,] + [GFP10y,]
+[GFP11yy,]

Figure 60 : Fragments de la split-GFP en deux ou en trois parties. Les différents fragments ont été
optimisés pour ne pas modifier la solubilité de la protéine suivie par ce systéme et pour s’auto-
assembler lorsqu’ils sont suffisamment proches (Cabantous et al., 2005, 2013). Les différentes
structures ont été obtenues a partir de la séquence PDB 2Y0G

Nous avons donc inséré le petit fragment de la split-GFP entre les domaines MA et CA de Gag

et le grand fragment a I'extrémité C-terminale de Gag. L’hypothése est que lorsque Gag

adopte une forme en U, le rapprochement des deux fragments permet une recombinaison
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INTRAmoléculaire de I'eGFP (Figure 61). Toutefois, ce systeme n’élimine pas une possible
recombinaison INTERmoléculaire de la fluorescence (Figure 61), suite a la multimérisation des
protéines Gag. L'utilisation de contréles adaptés consistant en la co-expression de deux Gag

portant chacune un des fragments de la GFP nous permettra de mesurer le signal INTER.

Recombinaison
INTRA-moléculaire

Recombinaison
INTER-moléculaire

Figure 61 : Utilisation de la split-eGFP bipartite pour montrer I’existence d’une forme compacte de
Gag in cellulo. En insérant le petit fragment (GFP11) entre les domaines MA et CA de Gag et le grand
fragment (GFP1-10) en C-terminal de Gag, il est possible de reformer une GFP fluorescente par
recombinaison INTRAmoléculaire (forme en U) ou INTERmoléculaire (multimérisation). La
recombinaison INTERmoléculaire peut également étre obtenue en exprimant deux protéines Gag
portant chacune un seul des fragments de la split-GFP.

Réalisation des constructions plasmidiques

Afin de réaliser les constructions nécessaires pour ce projet a partir d’'un méme squelette
protéique de Gag, nous avons inséré deux sites de clonage multiples (MCS) contenant
plusieurs sites de restriction. Le premier (MCS1) est situé au niveau du site classique
d’insertion de la GFP dans Gag (entre MA et CA) et le second (MCS2) a I'extrémité C-terminale
de Gag. Ces MCS nous permettent d’insérer les différents fragments du systeme split GFP et
de remplacer ou de supprimer des portions de Gag afin de générer des mutants (Figure 62). Le
MCS1 porte les sites de restriction Pacl et Ascl dans lesquels peuvent étre insérés les
fragments de split GFP ou I'eGFP et le MCS2 porte les sites Agel et Clal afin d’insérer ces
mémes types de fragments en C-terminal. Le clonage de MCS1 au sein de Gag permet

également d’introduire deux peptides de liaison de part et d’autre de l'insert (linkers 1 et 2,
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Gly-Gly-Gly-Gly-Ser) pour apporter un peu de flexibilité. La présence d’autres sites comme
BamHI et EcoRI nous permet également de transférer d’'une construction a une autre des
parties de Gag afin de faciliter I'obtention de tous les plasmides nécessaires pour I'étude d’un
mutant (Gag portant une eGFP pleine longueur, GFP11_MCS2, MCS1_GFP1-10 ou
GFP11_GFP1-10). Il est important de noter que dans notre nomenclature, lorsqu’un fragment
est inséré dans un MCS, seul le nom du fragment apparait alors que lorsqu’il n’y a aucune
insertion, le MCS conserve sa place dans la nomenclature du plasmide ou de la protéine. Par
exemple, le plasmide gagANC_GFP11_MCS2 code pour la protéine Gag délétée du domaine

NC avec le 112™¢ brin béta de la GFP inséré en MCS1 et aucune insertion en MCS2.

MA N-ter CA C-ter CA NC p6
gag I
Spl Sp2
MCS1 MCS2
gag_MCS1_M(CS2 mm | —
AAGCTTGGTACCGATCTACC GGATCCGGGGSTTAATTAAGGCGCGCCGGGGSGAATTC ACCGGTTAAATCGAT
T E—— T T T T T T T T
Hindlll Kpnl BamHI linkerl Pacl Ascl linker2 EcoRl Agel Clal

Figure 62 : Insertion de deux « multi-cloning sites » (MCS) entre la MA et la CA pour MCS1 et en C-
terminal de Gag pour MCS2.

Validation des controles et du principe

Nous avons par la suite validé les différentes constructions et les contréles. Pour ce faire, des
cellules Hela ont été transfectées pendant 12 h avec les différents plasmides, puis fixées a
I'aide de PFA 4 %. Tout d’abord, nous avons vérifié que, comme attendu d’aprés les résultats
de Cabantous et collegues, les fragments de la GFP au sein de Gag soient totalement non
fluorescents (Figure 63 A, B). Contrairement au marquage ReAsH, nous pouvons ainsi nous
affranchir complétement du bruit de fond qui aurait pu étre formé par la fluorescence
résiduelle de chaque fragment. Lorsque les deux fragments de la GFP sont co-exprimés dans
une cellule, au sein de la méme protéine ou de deux protéines différentes, leur
rapprochement entraine I'apparition d’un signal de fluorescence (Figure 63 C et D). Lorsque les
fragments sont portés par la méme protéine Gag (Figure 63 C, Gag_GFP11_GFP1-10), nous
observons une forte fluorescence cytoplasmique sans accumulation spécifique a la membrane
(intensités de fluorescence équivalentes) alors que lorsqu’ils sont portés par deux protéines
Gag différentes, la fluorescence globale est moins intense et elle est surtout observée a la
membrane (site de forte multimérisation de Gag) (Figure 63 D, Gag GFP11 _MCS2 +
Gag_MCS1_GFP1-10). Dans le cas de Gag_GFP11_GFP1-10, la fluorescence peut résulter a la

fois de la reformation d’une GFP par des fragments en intramoléculaire ou en intermoléculaire
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mais le contréle montre que le signal INTER est majoritairement membranaire. Le signal
cytoplasmique observé en INTRA est donc spécifigue de Gag GFP11_GFP1-10 et
probablement lié a la forme compacte de la protéine Gag.

Ces premieres observations nous ont permis de valider notre approche. Dans l'idéal, nous
aurions souhaité une absence totale de fluorescence lors de I'expression des fragments de la
GFP portés par des Gag différentes (pas de recombinaison intermoléculaire). Ce n’est pas le
cas, ce qui suggere que Gag est capable de se multimériser sous des formes variables et
éloignées structuralement de I'alignement paralléle de forme allongées souvent représenté
pour la Gag multimérique.

Toutefois, les signaux de fluorescence observés dans les cas INTRA et INTER sont trés
différents autant qualitativement (cytoplasmique et membranaire dans la recombinaison
INTRA et membranaire dans I'INTER) que quantitativement (fluorescence beaucoup plus
intense dans l'intramoléculaire). Cette approche semble donc adaptée pour |'observation de
la forme compacte de Gag in cellulo et nos résultats suggerent que le signal cytoplasmique est
probablement lié a la forme compacte de Gag. La confirmation de cette hypothése constitue

une grande partie du travail présenté par la suite.

180

Caractérisation cellulaire de nouveaux traitements anti-VIH-1 ciblant la NucléoCapside

et observation d’une forme compacte de Gag in cellulo.



Il Forme compacte de Gag

Manuel PIRES

3_Composite

@ Gag_GFP11_MCS2

#°
Gag_MCS1_GFP1-10

¢
8

bie ®
(©) Ga8_GFPILGFPIT0

B A

1_eGFP 2_Hoescht

Figure 63 : Validation du systéme split-GFP pour I'observation de la forme compacte de Gag.
Observation par microscopie confocale de la fluorescence GFP (colonne 1) de cellules HelLa 12 h post
transfection par des plasmides codant Gag_GFP11_MCS2 (A, 1 ug), Gag_MCS1_GFP1-10 (B, 1 ug),
Gag_GFP11 GFP1-10 (C, 1 ug) ou co-transfectées par gag_GFP11_MCS2 (0,5 ug) et gag_MCS1_GFP1-
10 (D, 0,5 ug). Les cellules ont été fixées au PFA 4 % et traitées au Hoechst (colonne 2). Les images
composites des signaux GFP et Hoechst sont présentées dans la colonne 3. Le schéma des protéines
exprimées par chaque construction est donné a gauche de chaque série d’images. La barre d’échelle
indique une longueur de 20 um.

J

@ Gag_GFP11_MCS2 +
Gag_MCS1_GFP1-10

Résultats obtenus en échangeant les positions des fragments de la split-GFP

Nous avons également inversé le placement des fragments, a savoir le petit fragment (GFP11)
en C-terminal et le grand fragment (GFP1-10) entre MA et CA (Figure 64). Aucune différence
n’a été observée au niveau de la morphologie cellulaire. Si la recombinaison intermoléculaire
est inchangée et reste principalement localisée a la membrane (comparaison de la Figure 63 D
et de la Figure 64 B), la fluorescence intramoléculaire est toujours principalement
cytoplasmique, mais son intensité est plus faible (comparaison de la Figure 63 C et de la Figure
64 A). C'est pourquoi, nous avons décidé d’utiliser pour la suite des études les constructions
ou GFP11 est placée en MCS1 et GFP1-10 en MCS2. Ces résultats confirment la présence d’une

forme compacte cytoplasmique.
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Figure 64 : Observation par microscopie confocale de la fluorescence GFP de cellules HelLa 12 h apreés
transfection par un plasmide codant Gag GFP1-10 GFP11 (A, 1 ug) ou cotransfectées par des
plasmides codant Gag_MCS1_GFP11 (0,5 ug) et Gag_GFP1-10_MCS2 (B, 0,5 ug). Les cellules ont été
fixées au PFA 4 % et traitées au Hoechst (A2 et B2). Les images composites des signaux GFP et Hoechst
sont données en A3 et B3. La barre d’échelle correspond a 20 um.

Quantification de la différence des fluorescences membranaires et cytoplasmiques

Nous voulions par la suite pouvoir quantifier de maniére reproductible la différence de
fluorescence entre recombinaisons intramoléculaire et intermoléculaire en observant un
grand nombre de cellules pour chaque type de transfection. Pour cela, un plugin Image) a été
développé spécifiquement par I'ingénieur de la Plateforme d’Imagerie Quantitative (PIQ,
Romain Vauchelles). Cette analyse semi-automatique a pour but d’obtenir rapidement
I'intensité moyenne par pixel de I'espace dit « membranaire» et de celui dit
« cytoplasmique ». La premiere étape consiste en une délimitation approximative de la
bordure cellulaire par ajustement du seuil de détection (dit threshold, apparait en rouge dans
la Figure 65 A2 et B2). Cette délimitation approximative permet d’établir le contour cellulaire
(ligne jaune dans la Figure 65 A3 et B3), puis |'espace membranaire est défini a partir de ce
contour par un algorithme qui décrit cet espace comme une bande de largeur réguliére (13
pixels, détermination arbitraire) contournant la cellule vers l'intérieur du contour. L'espace
cytoplasmique contient tout ce qui se trouve a l'intérieur de cet espace, excepté la zone
nucléaire (détectée par sa coloration au Hoechst et soustraite de la zone précédemment
définie). Une fois ces zones définies, les valeurs de fluorescence des pixels qui les composent
permettent de définir une fluorescence moyenne par pixel de chaque zone. Les différentes

zones sont schématisées dans le panel du haut de la Figure 65.
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Figure 65 : Explication du Plugin Image) utilisé pour quantifier la fluorescence membranaire et
cytoplasmique. Un exemple d’analyse est donné pour Gag GFP11_GFP1-10 (A1 a A4) et pour
Gag_GFP11_MCS2 + Gag_MCS1_GFP1-10 (B1 a B4). En A2 et B2, I'image montre I'ajustement du seuil
de détection permettant de déterminer le contour cellulaire (trait jaune en A3 et B3 et zoom en A4 et
B4). L’espace membranaire est alors déterminé par soustraction a partir de ce contour d’une épaisseur
de 13 pixels. Enfin, I'espace nucléaire est soustrait de la fluorescence correspondant a I'espace
cytoplasmique.

Malgré des réglages identiques du microscope dans les différentes expériences et bien slr
entre les différents échantillons (puissance du laser, gain, exposition, ...), l'intensité de
fluorescence apparait assez variable d’une cellule a une autre. Afin de s’affranchir de cette
variabilité, nous avons décidé d’exprimer les intensités de fluorescence sous forme de ratio
(Rmsc) entre la fluorescence moyenne des pixels membranaires et celle des pixels
cytoplasmiques. Il nous est alors possible de comparer les ratios obtenus pour les différentes
constructions (Figure 66 A). Ainsi, dans le cas ou les fragments sont insérés dans la méme
protéine (Gag_GFP11_GFP1-10), on remarque une fluorescence moyenne cytoplasmique de
1279 + 630 U.A. par pixel et membranaire de 1429 + 788 U.A par pixel ce qui donne un ratio
Rm/c de 1,09 + 0,2 (correspond a la moyenne des ratios obtenus pour chaque cellule). Dans le
cas de la recombinaison intermoléculaire (Gag_GFP11_MCS2 + Gag_MCS1_GFP1-10), la
fluorescence membranaire est inférieure a celle observée en INTRA (moyenne de 1076 + 671
U.A. par pixel). La différence la plus flagrante est la trés forte diminution de l'intensité de
fluorescence dans le cytoplasme (moyenne de 524 + 385 U.A. par pixel), résultant en une forte
augmentation du Rm/ca 2,09 £ 0,4, qui devient significativement différent de celui obtenu pour

I’étude en INTRA.
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Grace a ces analyses qui confirment les observations préalables, il apparait que la forme
compacte de Gag permette une reconstitution intramoléculaire cytoplasmique de la
fluorescence a partir des deux fragments de GFP. La fluorescence membranaire de ces
échantillons est plus probablement engendrée par la recombinaison intermoléculaire causée

par le rapprochement des fragments lors de la multimérisation de Gag.
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Figure 66 : Recombinaison intra- et intermoléculaire de la split-GFP portée par Gag. Les intensités de
fluorescence moyennes par pixel des zones membranaire et cytoplasmique et les Rm/c (ratio
membrane/cytoplasme) sont représentés en A et B respectivement. Chaque point représente une
cellule (intra moléculaire N = 6 n = 83, intermoléculaire N = 6 n = 76, ol N représente le nombre
d’expérience indépendante et n le nombre total d’échantillons analysés). La boite représente la
médiane (trait horizontal au centre), 75 % des échantillons (trait horizontal supérieur) et 25 % des
échantillons (trait horizontal inférieur). La moyenne est indiquée par un carré blanc et les barres
d’erreurs montrent I’écart type a la moyenne. Les valeurs p obtenues dans un test HSD de Tukey sont
données avec #*#p < 0,001 ; **p < 0,01 et *p < 0,5.

Un controle important pour valider nos conclusions est de vérifier que le repliement de Gag
est bien a l'origine de la reconstitution de la GFP. En effet, comme mentionné précédemment,
les fragments de la split-GFP présentent une forte affinité I'un pour I'autre et pourraient donc
conduire la recombinaison de la GFP. Pour vérifier cette hypothése, nous avons choisi de
placer les fragments de la split-GFP aux extrémités N- et C-terminales de la firefly-luciférase,
afin de suivre les signaux de fluorescence INTER et INTRA moléculaires obtenus lors de
I’expression en cellules Hela et de les corréler avec I'activité enzymatique des luciférases en

supposant qu’une luciférase dont les deux extrémités seraient rapprochées est non active.
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La distance théorique entre les deux extrémités de la luciférase étant de 52,4 A (5,24 nm,
mesurée par PyMOL sur la structure PDB 2D1S), les deux extrémités seraient donc
artificiellement rapprochées dans le cas d’'une reconstitution intra moléculaire liée a I'affinité
de GFP11 pour GFP1-10. Cette distance est largement inférieure a la longueur théorique de la
protéine Gag (= 280 A, MA = 68,6 A (PDB 1UPH), CA = 58,8 A (PDB 2M8N), Sp1 = 61,7 A (PDB
1U57), NC = 68,3 A (PDB 1AAF) et p6 = 21,4 A (PDB 2C55)). Il est donc raisonnable de penser
que si I'affinité des fragments de la GFP provoquait la reconstitution d’une protéine compléte
cet événement serait plus probable pour la luciférase que pour Gag (méme si cette hypothése
ne tient pas compte de la flexibilité de la protéine). De plus, la luciférase étant une protéine
majoritairement monomérique (Conti et al., 1996), le signal INTER avec cette protéine devrait
donc étre uniquement lié a I'interaction entre les fragments de la split-GFP.

Lors de 'observation en microscopie des cellules transfectées par des constructions codant
pour la protéine luciférase fusionnée a un ou aux deux fragments de la split-GFP, nous n’avons
observé qu’un tres faible nombre de cellules fluorescentes et uniquement dans le cas
[GFP11_Lucif _MCS2 + MCS1_Lucif GFP1-10] correspondant a un signal intermoléculaire. La
protéine luciférase issue de Photinus pyralis, en général trouvée sous forme monomérique,
est capable de se dimériser a forte concentration ce qui peut expliquer ce résultat (Denburg
and McElroy, 1970). Afin de vérifier si les fragments de split-GFP perturbent la structure de la
luciférase, nous avons mesuré |'activité des différentes fusions. MCS1_Lucif GFP1-10 apparait
plus active que GFP11_Lucif MCS2 (Figure 67), suggérant que la GFP11 en N-terminal est
délétére pour l'activité de la protéine. Toutefois, nous n’avons pas contrélé le niveau
d’expression de ces constructions, il est donc possible que les différences observées soient
lides a des différences de niveaux d’expression. Ce qui est le plus important est que la co-
expression de MCS1_Lucif GFP1-10 et GFP11_Lucif MCS2 n’entraine pas de diminution de
I'activité. De méme lorsque la luciférase porte les deux fragments de la GFP il n’y a pas perte
d’activité en comparaison des contréles. Ces résultats montrent que les fragments de la GFP
ne dirigent pas le repliement de la luciférase et suggérent que la fluorescence observée pour
Gag dans le cas d’'une recombinaison intramoléculaire (Gag_GFP11_GFP1-10) est provoquée
par un repliement de la protéine Gag sous forme compacte plutét que par l'affinité des

fragments entre eux.
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Figure 67 : Influence des fragments de la spli-GFP sur I’activité de la luciférase. (A) Structure théorique
de la luciférase portant les fragments de la split-GFP aux extrémités N- et C-terminales. Structure
tridimensionnelle adaptée de PDB 2D1S (luciférase) et de 2YOG (eGFP). (B) Activités enzymatiques des
divers mutants de la luciférase exprimés en cellules Hela. Les cellules HelLa sont transfectées pendant
24 h par les différents plasmides (1 ug d’ADN pour GFP11_lucif MCS2, MCS1_lucif GFP1-10 et
GFP11_lucif GFP1-10; ou 0,5 ug de chaque plasmide pour GFP11_lucif MCS2 + MCS1_lucif GFP1-10).
Les cellules sont ensuite lysées et I’activité luciférase est mesurée sur un échantillon de 20 uL dans un
lecteur de plaque apreés ajout de 50 ulL de réactif luciférine.

Utilisation du systéme split-GFP tri-partite

Nous disposons également de la split tri-partite dans laquelle la GFP est divisée en trois
parties : une grande constituée des brins B 1 8 9 (GFP1-9) et deux petites, le 10°™¢ feuillet B
seul (GFP10) et le 11°™e feuillet B seul (GFP11) placées chacune dans une MCS (GFP10 dans
MCS1 et GFP11 dans MCS2). La GFP1-9 exprimée dans les cellules est non fluorescente (Figure
68 A), comme évidemment les deux brins beta indépendants (résultats non présentés). La
présence de seulement deux des trois fragments de la GFP n’est pas suffisante pour observer
une fluorescence (Figure 68 B et C). Lorsque nous nous placons dans la configuration de
recombinaison intermoléculaire (Gag_GFP10_MCS2 + Gag_MCS1_GFP11 + GFP1-9), aucune
fluorescence n’est observée, alors que lors de |‘observation de la recombinaison
intramoléculaire, quelques cellules fluorescentes sont visibles (Figure 68 E), indiquant un
rapprochement des deux brins beta, lié au repliement de Gag en forme compacte.

Dans ces expériences, la GFP1-9 était exprimée libre dans le cytoplasme des cellules, ce qui
est vraisemblablement en grande partie responsable des faibles signaux observés dans cette
approche. Il est possible d’imaginer de la fusionner a la protéine MCP du bactériophage MS2
qui est elle-méme capable de reconnaitre des tiges-boucles d’ARN dites MS2 (Bertrand et al.,
1998; Buxbaum et al., 2015). L’expression simultanée de Gag_GFP10_GFP11 et MCP-GFP1-9
permettrait de savoir si la forme compacte de Gag est associée spécifiquement a I’ARN

génomique.
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Figure 68 : Utilisation du systéme split-GFP tripartite pour I'observation par microscopie confocale
de la forme compacte de Gag. Des cellules HelLa ont été transfectées par des plasmides codant GFP1-
9 (A, 1ug); GFP1-9 (0,5 ug) + Gag_GFP10_MCS2 (B, 1 ug) ; GFP1-9 (0,5 ug) + Gag_MCS1_GFP11 (C, 1
ug) ; GFP1-9 (0,5 ug) + Gag_GFP10_MCS2 (0,5 ug) + Gag_MCS1_GFP11 (D, 0,5 ug) ; GFP1-9 (0,5 ug) +
Gag_GFP10 _GFP11 (E, 1 ug) et fixées 12 h plus tard au PFA 4 % et traitées au Hoechst (colonne 2). Les
images composites des signaux GFP (colonne 1) et Hoechst sont présentées dans la colonne 3. Le
schéma des protéines exprimées par chaque construction est donné a gauche de chaque série d’images.
La barre d’échelle indique une longueur de 20 um.

3. Observations sur différents mutants
Afin de vérifier la pertinence de la forme compacte in cellulo, nous avons par la suite construit

différents mutants pour vérifier 'importance des deux sites de la liaison a I'ARN, de la

multimérisation ou de certains domaines de Gag dans la formation de la Gag compacte.

a) Perte d’interaction avec ’'ARN

Selon les études in vitro, la forme compacte de Gag lie les ARNs par deux sites différents :
- Nucléocapside (NC) permet la sélection du génome viral parmi un large exces

d’ARNs cellulaires (Cimarelli and Darlix, 2002; Muriaux and Darlix, 2010). Comme

187

Caractérisation cellulaire de nouveaux traitements anti-VIH-1 ciblant la NucléoCapside

et observation d’une forme compacte de Gag in cellulo.



Il Forme compacte de Gag

Manuel PIRES

la suppression de ce domaine modifie fortement I’affinité de la protéine Gag pour
les ANs, nous avons choisi de déléter ce domaine afin de supprimer une des
interactions de Gag aux ARNs (mutant Delta-NC ou ANC).
- Domaine hyper-basique (HBR, Highly Basic Region) : ce domaine MA de Gag
permet I'interaction avec la région de I’ARN qui code pour Pol (Purohit et al., 2001).
Comme les lysines en positions 26, 27 et 28 seraient impliquées dans la liaison avec
les ANs (Chukkapalli et al., 2010; Ott et al., 2005), nous avons choisi d’introduire
des mutations non conservatives en remplagant ces trois résidus lysines par des
thréonines (mutant KKK-25,26,27-TTT, nommé pour simplifier KK-TT).
Un troisieme mutant, associant la délétion du domaine NC et les mutations KK-TT a également
été réalisé afin de vérifier I'importance des deux domaines (mutant KK-TT_ANC).
Tout d’abord, nous avons vérifié I'influence de ces mutations sur la distribution intracellulaire
de la protéine Gag en marquant les mutants par I'eGFP pleine longueur entre les positions MA
et CA. Des cellules Hela ont été transfectées transitoirement et fixées au PFA4 % at=12h
puis observées en microscopie confocale. Dans le cas de la protéine sauvage (dite WT, Wild-
Type), on observe une intensité de fluorescence plus importante a la membrane (1862 + 879
U.A. par pixel) que dans le cytoplasme (1415 + 759 U.A. par pixel) donnant des ratios Ryn/c de
1,36 £ 0,32. Cette localisation préférentiellement membranaire était attendue car elle traduit
I’'assemblage des protéines Gag a la membrane pour la production de particules virales (Figure
69 A). Notons que le ratio obtenu avec Gag-eGFP est intermédiaire a ceux obtenus pour les
études intermoléculaires (Rm/c = 2,09 * 0,39) ou intramoléculaires (Rm/c = 1,09 + 0,2) avec la
split-GFP, ce qui suggére que la fluorescence observée avec cette derniere provient
principalement d’une sous-population de Gag a la membrane dans le cas intermoléculaire et
d’une sous-population cytoplasmique en intramoléculaire. Dans le cas de la délétion du
domaine NC (GagANC_eGFP), l'intensité de fluorescence totale est diminuée, avec une
diminution plus marquée au niveau membranaire (moyenne de 1220 + 709 U.A. par pixel) que
cytoplasmique (moyenne de 1180 + 690 U.A. par pixel). Cette diminution de la fluorescence
membranaire qui entraine une diminution significative du ratio Rm/c (1,02 + 0,18) est
certainement due aux défauts d’assemblage déja décrits pour ce mutant (Figure 69 B, El Meshri
etal., 2015). La diminution de la fluorescence totale est probablement liée a une moins grande
stabilité de cette protéine. Dans le cas du mutant KK-TT (Figure 69 C), aucune modification du

ratio Rm/c (1,33 + 0,29 ; moyenne des ratios) n’est observée en comparaison du WT. En effet,
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les fluorescences cytoplasmique (moyenne de 1360 + 827 U.A. par pixel) et membranaire
(moyenne de 1693 + 850 U.A. par pixel) sont toutes les deux légérement diminuées par
rapport a celles de Gag WT suggérant que les défauts d’assemblage de ce mutant sont tres
faibles. Le double mutant KK-TT_ANC (Figure 69 D), n’a été observé que lors d’une seule
expérience ce qui ne nous permet pas de calculer précisément les fluorescences dans les deux
compartiments. Toutefois la valeur du ratio Rm/c (1,33 £ 0,29) semble étre diminuée suggérant
un défaut d’assemblage proche de celui observé dans le cas de la délétion du domaine NC.
Toutefois, on ne retrouve pas de diminution de la fluorescence globale, suggérant une
absence de déstabilisation pour ce mutant.
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Figure 69 : Localisation cellulaire de mutants de Gag-eGFP défectifs pour l'interaction avec 'ARN.
Des cellules Hela ont été transfectées par des constructions codant Gag_eGFP (A, 1 ug) ; GagANC _eGFP
(B, 1 ug),; GagKK-TT_eGFP (C, 1 ug) ou GagANC KK-TT_eGFP (D, 1 ug), fixées au PFA 12 h post
transfection et observées au microscope confocal. Pour chaque échantillon sont présentées une image
de fluorescence eGFP (colonne 1), le signal du marquage Hoechst (colonne 2) et I'image composite
(colonne 3). L’échelle indique une distance de 20 um. (E) Représentation des ratios (Rm/c) pour les
différents mutants testés. Chaque point représente une cellule (Gag_eGFP N =6, n =82 ; GagANC _eGFP
N=5,n=66; GagKK-TT _eGFP N =4, n =49 ; GagANC KKTT _eGFP N =1, n = 22). La boite représente
la médiane (trait horizontal au centre), 75 % des échantillons (trait horizontal supérieur) et 25 % des
échantillons (trait horizontal inférieur). La moyenne est indiquée par un carré blanc et les barres
d’erreurs représentent I'écart-type de la moyenne. (F) Schéma des différents mutants de Gag utilisés
dans cette étude. Les valeurs p obtenues dans un test HSD de Tukey sont données avec *#*#*p < 0,001.
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Cette analyse nous a permis de confirmer les défauts d’assemblage de la protéine Gag dans le
cas d’'une délétion du domaine NC. En revanche, la mutation connue pour diminuer
I'interaction du domaine MA avec les acides nucléiques (KK-TT) ne semble pas affecter
I’'assemblage (Burniston et al., 1999 ; Ott et al., 2005).

Par la suite, nous avons analysé la capacité de ces différents mutants a former une forme
compacte grace au systeme split-GFP bi-partite. Pour chaque mutant, des constructions ont
été réalisées pour observer des reconstitutions intra- ou inter-moléculaires de la GFP. Comme
pour Gag WT (voir Figure 66), les ratios Rm/c ont été calculés (Figure 70 G). Les valeurs de Rm/c
obtenues pour les études intermoléculaires montrent clairement les défauts de
multimérisation des mutants de Gag. En effet, pour tous les mutants, ces ratios sont
significativement inférieurs au ratio de Gag WT (1,65 + 0,47 pour GagANC, 1,74 + 0,47 pour
Gag KK-TT et 1,61+ 0,3 pour Gag KK-TT_ANC a comparer a 2,09 + 0,39 pour Gag WT), indiquant
que les mutants sont moins aptes a se multimériser que Gag WT et ne s’accumulent pas a la
membrane. Pour les mutants ANC et KK-TT_ANC, ces résultats sont en accord avec ce qui a
été vu pour les protéines Gag marquées par I'eGFP. Pour le mutant KK-TT, il semble que ce
mutant présente une accumulation a la membrane identique a celle de Gag WT (voir Figure
66) mais une multimérisation moins efficace (Rm/c = 1,74 £ 0,47 vs 2,09 + 0,39 Figure 66).

Si on regarde les Rm/c obtenus pour les études intramoléculaires, on observe que pour tous les
mutants de Gag les ratios en INTRA sont significativement plus faibles qu’en INTER (Figure 70
G). Il est important de garder en mémoire que dans I'étude INTRA nous observons a la fois la
forme compacte de Gag et des formes multimériques de Gag retrouvées dans I'étude INTER
dont nous ne pouvons pas nous affranchir ici. Donc, plus la diminution du ratio est forte entre
INTER et INTRA, plus dans I’étude INTRA se trouve une forme fluorescente cytoplasmique, que
nous attribuons a la forme compacte de Gag. En calculant ARinter-intra = Rmyc inter - Rm/c intra pour
chaque mutant, on obtient ARinter-intra (WT) = 1,0 ; ARinter-intra (ANC) = 0,44 ; ARinter-intra (KK-TT) =
0, 51 et ARinter-intra (KK-TT_ANC) = 0,23. Ces données indiquent que tous les mutants présentent
une diminution de la proportion de forme compacte tout en étant capables de se replier sous
cette forme. Le mutant KK-TT_ANC est le plus impacté, cumulant les défauts observés pour
ANC et KK-TT.

En ce qui concerne le mutant KK-TT nous avons décidé, dans cette étude, de muter les lysines
25,26 et 27 de larégion HBR de MA car elles étaient décrites comme impliquées dans la liaison

aux ARNs (Chukkapalli et al., 2010; Hearps et al., 2008; Purohit et al., 2001). Toutefois, d’autres
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acides aminés de la HBR peuvent également participer a cette interaction (Arginine 20, Lysines
28 et 30 ; Purohit et al., 2001). Il est donc possible que le mutant KK-TT conserve la capacité
d’interagir avec les ANs méme si cette interaction est de plus faible affinité que celle de la Gag
WT. Dans tous les cas, ces études montrent que comme attendu la formation de Gag
compacte est diminuée par des mutations affectant l'interaction entre les ANs et Gag.
semble primordial de muter plus d’acides aminés dans le domaine HBR de la matrice afin de

visualiser I'impact d’une perte totale de I'interaction ANs/Gag par ce domaine.
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Figure 70 : Répartition membrane vs cytoplasme de la fluorescence obtenue par reconstitution de la
split-GFP dans différents mutants de Gag. Images confocales (A-F) de cellules Hela fixées au PFA 4 %
a 12h post-transfection pour I’étude de la reconstitution de fluorescence pour les mutants de Gag ANC
en intermoléculaire (A) ou intramoléculaire (B), KK-TT en intermoléculaire (C) ou intramoléculaire (D)
et KK-TT_ANC en intermoléculaire (E) ou intramoléculaire (F). L’échelle indique une distance de 20 um.
(G) Représentation des ratios Rm/c pour la reconstitution de la split-GFP pour Gag WT (inter N =6, n =
81, intra N =6, n = 83), Gag ANC (inter N =5, n =66 ; intra N =5, n = 64), Gag KK-TT (inter N =3, n =
47 ;intra N =6, n =87) et Gag KK-TT_ANC (inter N =1, n =20 ; intra N = 1, n = 19), en inter- et en intra-
moléculaire. La boite représente la médiane (trait horizontal au centre), 75 % des échantillons (trait
horizontal supérieur) et 25 % des échantillons (trait horizontal inférieur). La moyenne inscrite au-dessus
de chaque diagramme est indiquée par un carré blanc et les barres d’erreurs montrent I’écart type a la
moyenne. INTER correspond a la transfection de 2 plasmides codant pour Gag couplée a un seul
fragment de split-GFP, alors qu’INTRA correspond a une protéine Gag couplée a la fois a GFP11 et a
GFP1-10. Les valeurs p obtenues dans un test HSD de Tukey sont données avec *##*p < 0,001 et *p <
0,5.
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b) Etude d’un mutant portant un défaut d’assemblage

Dans les études précédentes utilisant la split-GFP, nous étions limités par la présence d’un
signal intermoléculaire attribué a la capacité de Gag de se multimériser. Pour éviter cela, nous
avons donc choisi d’étudier un mutant de Gag dans lequel deux résidus (Trp318 et Met319)
de la région CA importants pour la multimérisation ont été mutés en Alanine (Datta et al.,
2007b; Gamble et al., 1997; Ganser-Pornillos et al., 2004). En effet, des études in vitro ont
montré une constante d’association de 5,5 UM pour Gag-Ap6 et supérieure a 20 uM pour
Gag(WM-318/319-AA)-Ap6 (Kovaleski et al., 2006).

Une protéine Gag portant ces deux mutations et couplée a I'eGFP montre effectivement que
I’'assemblage membranaire est perturbé avec une fluorescence membranaire identique a la
fluorescence cytoplasmique (Figure 71 A, Rmjc = 1,0 £ 0,1 a comparer a Rm/c = 1,35 + 0,3 pour
Gag WT, Figure 67). Cela indique que la faible capacité de GagWM a se multimériser limite son
accumulation a la membrane. Cette inhibition de la multimérisation est également observée
lors de I’étude intermoléculaire par la split-GFP de ce mutant, puisque le ratio Rm/c passe ainsi
de 2,1 £ 0,4 pour Gag WT a 1,75 % 0,6 pour le mutant WM. Finalement, la recombinaison
intramoléculaire de la split-GFP pour le mutant WM présente un ratio Rm/c = 1,0 £ 0,1
comparable a celui de Gag WT (1,1 £ 0,2) montrant que la mutation WM n’a pas d’effet sur la
formation de la forme compacte de Gag. Contrairement aux mutants présentant une perte
d’interaction avec les ANs, nous n’observons pas de rapprochement des valeurs de Rm/c
obtenus en inter- et intramoléculaire, qui reflétaient la perte de la forme cytoplasmique
fluorescente.

Si la mutation WM diminue fortement la multimérisation et la localisation membranaire, il
aurait été intéressant de I'associer a la mutation G2A. Cette mutation empéche en effet
I'ancrage membranaire de la protéine Gag en supprimant le résidu impliqué dans la
myristoylation de la protéine (Chukkapalli and Ono, 2011). Ainsi, en supprimant la
multimérisation et l'interaction membranaire simultanément, nous devrions augmenter
artificiellement la quantité de protéine Gag monomérique et donc la quantité de protéine

sous forme com pacte.
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Figure 71 : Etude du mutant de multimérisation (GagWM). Images confocales (A-F) de cellules Hela
fixées au PFA 4 % a 12 h post transfection pour I’étude de la reconstitution de fluorescence pour le
mutant GagWM couplé a I'eGFP (A) ou a la split-GFP pour une association intermoléculaire (B) ou
intramoléculaire (C). L’échelle indique une distance de 20 um. (D) Représentation des ratios Rm.
obtenus pour GagWM-eGFP (N = 3, n = 42) et la reconstitution de la split-GFP pour Gag WM (INTER N
=2,n=20;INTRA N =3, n = 39). La boite représente la médiane (trait horizontal au centre), 75 % des
échantillons (trait horizontal supérieur) et 25 % des échantillons (trait horizontal inférieur). La moyenne
inscrite au-dessus de chaque diagramme est indiquée par un carré blanc et les barres d’erreurs
montrent I’écart-type a la moyenne. INTER correspond a la transfection de 2 plasmides codant pour
Gag couplée a un seul fragment de split-GFP, alors qu’INTRA correspond a une protéine Gag couplée a
la fois a GFP11 et a GFP1-10. (E) Schéma des différentes protéines de Gag utilisées dans cette étude.
Les valeurs p obtenues dans un test HSD de Tukey sont données avec **#*p < 0,001.

c) Régions de Gag impliquées dans la formation de la forme compacte

Pour que Gag puisse adopter sa forme compacte, il existe au sein de la protéine, une ou des

région(s) flexibles permettant la forme en U de la protéine. Plusieurs régions flexibles ont été
identifiées :

- Lien entre MA et CA : ce domaine, peu structuré (Tang et al., 2002) a été utilisé

comme site d’insertion de marqueurs fluorescents protéiques de grande taille

(eGFP, mCherry) permettant de suivre la dynamique de la protéine Gag dans la

cellule (Muller et al., 2004). Malgré I'insertion d’une protéine fluorescente de taille

importante au niveau de ce domaine, il apparait que les fonctions de Gag sont

marginalement perturbées permettant ainsi une production de particules virales

infectieuses (Muller et al., 2004). C'est dans cet espace que nous avons inséré notre

premier Multi-Cloning Site (MCS1) empéchant ainsi de tester 'importance de ce

domaine dans la forme compacte de Gag. Dans les différentes études in vitro et in

silico publiées pour I'étude de la forme compacte de Gag, la flexibilité de ce
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domaine serait importante pour permettre le rapprochement des domaines MA et
CA-NTD de Gag (Datta et al., 2007a; Munro et al., 2014).

- Lien entre les parties N- et C-terminales de la CA: CA est composée de deux
domaines globulaires N- et C-terminaux (CAN et CAC respectivement) reliés par
une région flexible de cinq acides aminés (146 a 150 de CA) (Berthet-Colominas et
al.,, 1999; Momany et al., 1996). Ce domaine aurait pour role de permettre le
rapprochement des domaines CAN et CAC de CA. Les acides aminés qui le
composent ont montré leur importance dans I'assemblage de particules virales.
Leurs mutations entrainent la production de particules peu ou pas infectieuses
présentant des défauts dans la formation de la capside conique aprés maturation
qui est alors moins stable qu’une capside sauvage (Jiang et al., 2011). Les acides
aminés de ce domaine sont importants, au sein de la protéine CA mature, pour
permettre la formation de diméres CAC/CAC ((Byeon et al., 2009). Pour vérifier le
role de ce domaine, nous I'avons soit délété completement (AlinkCAC-CAN, CA
délétée des acides aminés Y279, S280, P281, T282, S283, 1284 et L285), soit
remplacé par une série de prolines (282-TSIL/PPPP-285, Gag_link-PPPP) afin
d’inclure artificiellement un repliement dans la protéine (de par sa chaine latérale,
une proline induit un angle de 30° dans I'axe de la protéine).

- Domaine de liaison SP1 situé entre la CA et la NC est le dernier domaine de Gag a
étre clivé lors de la maturation. Ce domaine n’est pas indispensable aux
interactions Gag/Gag mais participe a la formation de multiméres de hauts poids
moléculaires (Datta et al.,, 2011b; Guo et al., 2005; Liang et al., 2002) et est
nécessaire pour la production de particules virales immatures (Krdusslich et al.,
1995). Principalement non structuré dans la protéine Gag monomérique (Newman
et al., 2004), ce domaine se structure en hélice lors de la multimérisation de Gag.
Cette structure jouerait un réle dans le contrdole du degré de multimérisation et
stabiliserait I'assemblage de Gag sur le génome viral ((Schur et al., 2016; Wagner
et al.,, 2016 ; Datta et al.,, 2011b). La flexibilit¢ de SP1 dans la protéine Gag
monomérique permettrait a la protéine Gag de se replier afin de lier 'ARN par les
domaines MA et NC. Dans un second temps, une fois a la membrane, Sp1 par le
switch de conformation pourrait permettre a la protéine d’adopter une forme

linéaire afin de faciliter et stabiliser I'assemblage. En se basant sur cette hypotheése,
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nous avons ainsi choisi de supprimer ce domaine dans le mutant ASp1, AA366-

M379.
Ces trois mutants (Alink, PPPP et ASp1) présentent tous un défaut d’assemblage. En effet,
lorsque la distribution intracellulaire de ces mutants fusionnés a I'eGFP est étudiée et
comparée a celle de la forme WT de Gag (Figure 69 A), aucune accumulation de fluorescence
a la membrane n’est observée (Figure 72 A, D, G) comme le révelent les ratios Rm/c proches de
1 (0,91 + 0,15 pour Gag_link-PPPP, 0,98 + 0,18 pour Gag ASp1 et 0,89 + 0,14 pour Gag Alink
CAC-CAN) a comparer a 1,36 £ 0,32 pour GagWT (Figure 72 J). En ce qui concerne I'observation
de la forme compacte de Gag par le systeme split-GFP, on remarque que les études
intermoléculaires confirment partiellement les résultats obtenus avec la protéine GFP. Les
mutants Sp1 et Alink CAC-CAN présentent en effet des ratios Rm/cde 1,73 +0,38 et 1,47 £ 0,34
proches de celui de ANC (1,65 + 0,47). Le mutant GagAlinkCAC-CAN est particulier. En effet, il
présente un Rm/c de 1,47 + 0,33 en intermoléculaire, principalement lié au fait que la
fluorescence cytoplasmique est forte (852 + 415 comparée a celle du WT (524 + 371) ; Figure
72 C). Ceci suggere que ce mutant est capable de s’oligomériser mais pas d’aller a la
membrane. Il en découle que dans I'étude intramoléculaire une forte proportion de la
fluorescence cytoplasmique est probablement liée a une recombinaison intermoléculaire de
la split-GFP. Seul le mutant Gag_link-PPPP a un ratio en intermoléculaire proche de celui de
Gag WT (2,03 £ 0,64).
Les études intra montrent que ces mutants sont capables, comme Gag sauvage, de se replier
sous forme compacte (Figure 72 E-F et H-1). Les faibles ratios Rm/c en intramoléculaire proche
de 1 (0,96 £ 0,17 pour Gag_link-PPPP et 0,97 + 0,25 pour GagASp1) sont en effet équivalents
a celui de la Gag sauvage. Un faible rapport (Rm/c = 0,97 + 0,18) est également observé pour
GagAlinkCAC-CAN. Ce rapport peut étre sous-évalué du fait de la forte oligomérisation
intermoléculaire de ce mutant dans le cytoplasme. On observe un resserrement des valeurs
de Rnyc inter et intra pour ce mutant comme pour les mutants ou l'interaction avec les acides
nucléiques est perturbée (ANC, KK-TT, KK-TT_ANC, voir Figure 70).
Cette étude suggere ainsi que le mutant ASp1 ne limite pas le repliement de Gag en forme de
U. Il est possible que ce domaine soit plutdt impliqué dans le retour a une forme linéaire de
Gag a la membrane. Ce retour ne pouvant pas étre suivi avec le systeme split-GFP (la
reformation de la fluorescence est irréversible), ceci ne reste actuellement qu’une hypothese.

Pour le mutant AlinkCAC-CAN, nos données ne donnent pas de réponse claire. L'insertion dans
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ce méme domaine de plusieurs résidus proline n’induit pas artificiellement la forme repliée.
Ceci peut étre expliqué par le fait que la mutation de quatre résidus en proline (T282P, S283P,
1284P, L285P) associée a la proline281 existante apporte un angle important (150°) favorisant
plutét la forme linéaire de Gag que la forme compacte. La délétion du domaine Sp1 ne modifie

pas non plus la compaction de la protéine.
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Figure 72 : Etude de mutants de la région liant les domaines CAN et CAC de CA (GagAlink CAC-CAN,
GagPPPP) et de la région Sp1 (GagASp1). Images confocales (A-1) de cellules Hela fixées au PFA 4 % a
12 h post transfection pour I’étude de la reconstitution de fluorescence pour le mutant GagAlink CAC-
CAN (A a C), GagPPPP (D a F) et GagASpl (G a |). L’échelle indique une distance de 20 um. (J)
Représentation des ratios Rm/c obtenus avec I’eGFP ou pour la reconstitution intra- et intermoléculaire
pour GagAlink CAC-CAN (inter N =3, n =41; intra N = 3, n = 39), GagPPPP (inter N = 3, n =41; intra N =
3, n=41) et GagASp1 (inter N =4, n = 66; intra N =4, n = 44). Chaque point représente une cellule (issue
de N = 3 ou 4 expériences indépendantes). La boite représente la médiane (trait horizontal au centre),
75 % des échantillons (trait horizontal supérieur) et 25 % des échantillons (trait horizontal inférieur). La
moyenne inscrite au-dessus de chaque diagramme est indiquée par un carré blanc et les barres
d’erreurs montrent I'erreur type de la moyenne. Inter correspond a la transfection de 2 plasmides
codant pour Gag couplée a un seul fragment de split-GFP, alors qu’intra correspond a une protéine Gag
couplée a la fois a GFP11 et a GFP1-10. (K) Schéma des différentes protéines de Gag utilisées dans cette
étude. Les valeurs p obtenues dans un test HSD de Tukey sont données avec #*#p < 0,001 ; **p < 0,01
et *p<0,5.

4, Approche biochimique de la forme compacte

Les expériences de microscopie de fluorescence ont permis de suivre la distribution des
différentes formes fluorescentes exprimées dans la cellule. L'interprétation des données
obtenues dans le cas de Gag fusionnée a I'’eGFP pleine longueur est assez facile mais bien plus

complexe dans le cas de l'utilisation du systeme split-GFP. Les différents contréles nous
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permettent d’étre assez confiants dans le fait que le signal cytoplasmique pour la plupart des
mutants est lié a une reconstitution intramoléculaire de Gag. Toutefois, nous voulions
confirmer I'existence dans les cellules de cette forme compacte par des approches
biochimiques.

Nous avons donc, dans un premier temps, réalisé une analyse par électrophorése en
conditions natives, des formes de Gag exprimées dans les cellules lors de I'expression de
protéines Gag dans les configurations de reconstitution d’une split-GFP en intra- et
intermoléculaire. Ces analyses ont été couplées a un fractionnement cellulaire afin de séparer
la fraction membranaire de la fraction cytoplasmique. Dans un second temps, des analyses
par spectrométrie de masse couplée a des pontages moléculaires (« cross-link ») ont été mises

en ceuvre.

a) Migration en conditions natives

Habituellement, I'électrophorése en gel dénaturant de polyacrylamide (SDS-PAGE) permet la
séparation de protéines en fonction de leurs poids moléculaires (structure primaire
uniquement). En conditions natives, la protéine conserve ses structures secondaires, tertiaires
et quaternaires ce qui permet une séparation basée sur sa charge nette, sa taille et sa forme.
La charge globale d’une protéine dépend de son point isoélectrique (pl). Le pl d’une protéine
correspond au pH auquel sa charge globale est nulle ne lui permettant alors pas de migrer
dans des conditions natives. L'utilisation d’'un pH supérieur au pl d’'une protéine lui donnera
une charge globale négative lui permettant de migrer vers le pole positif du systeme de
migration. Les pls des protéines que nous étudions étant relativement élevés (Tableau 13),
nous avons choisi un tampon de migration avec un pH fortement basique (pH 10,2) afin que
toutes les protéines soient chargées négativement et donc limiter I'impact de la différence
des pls entre protéines sur les migrations observées (David E; Garfin, 2003). La conservation
des structures tridimensionnelles des protéines permet également I'observation directe de la
fluorescence de la GFP dans le gel avant de réaliser le transfert des protéines sur une

membrane PVDF, ce qui est tres utile pour I’étude de la reconstitution de la protéine GFP.
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Point Masse Charges nettes globales
Isoélectrique (pl) moléculaire (kDa) (pH 10,2)
Gag-eGFP_MCS2 8,28 83,5 -55,6
Gag_GFP11_GFP1-10 8,80 85,4 -49,4
Gag_GFP11_MCS2 9,10 60,8 -28,8
Gag_MCS1_GFP1-10 9,01 82,6 -44,8

Tableau 13 : Points isoélectriques et masses moléculaires des différentes protéines étudiées. Les
charges nettes globales sont calculées a I’aide du logiciel en ligne développé par C. Putnam, The Scripps
Research Institute (http://protcalc.sourceforge.net/ ).

Comme pour les observations en microscopie, nous nous sommes attachés a séparer les
protéines membranaires et cytoplasmiques étant donné que la forme compacte de Gag est
principalement attendue dans le cytoplasme alors que les formes multimériques s’accumulent
a la membrane. Pour ce faire, un fractionnement cellulaire a été réalisé pour séparer les
fractions membranaire, cytoplasmique et nucléaire qui ont par la suite été analysées sur un
gel en conditions natives (Sever et al., 2003). Le compartiment nucléaire n’étant pas important
pour cette étude des formes de la protéine Gag, seuls les résultats d’électrophorese des
fractions membranaires et cytoplasmiques sont présentés.

Nous avons donc exprimé Gag-eGFP, Gag GFP11_GFP1-10, Gag GFP11_MCS2 ou
Gag_MCS1_GFP1-10 ou co-exprimé Gag GFP11 _MCS2 et Gag MCS1_GFP1-10 dans des
cellules Hela pendant 12 heures avant que ces derniéeres soient soumises a un fractionnement
cellulaire et les fractions analysées sur un gel natif de protéines (Figure 73) ou sur un gel
dénaturant. Chacun des gels est couplé a une révélation en western blot par un anticorps anti-
Gag.

Le western blot associé au gel dénaturant permet de contréler la bonne expression et
récupération des protéines Gag d’intérét dans chaque fraction. On observe que Gag-eGFP et
Gag_GFP11_GFP1-10 sont fortement exprimées et retrouvées dans les deux fractions (Figure
73, western blot gel dénaturant, 1,1’ et 2, 2’), Gag_GFP11_MCS2 est fortement exprimée dans
les cellules mais retrouvée principalement (si exprimée seule, Figure 73, western blot gel
dénaturant, 3 et 3’) ou exclusivement (si co-exprimée avec Gag _MCS1_GFP1-10, Figure 73,
western blot gel dénaturant, 4 et 4’) dans la fraction membranaire. Par contre |'expression de
Gag_MCS1_GFP1-10 est faible et elle n’est détectée que dans la fraction membranaire (Figure

73, western blot gel dénaturant, 5). Sur la méme membrane nous avons révélé la GAPDH qui
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nous permet de vérifier la qualité du fractionnement (peu de GAPDH dans le compartiment
membranaire) et la régularité des dépots protéiques (quantités de protéines déposées
identiques).

La fluorescence dans le gel natif révele la présence de formes fluorescentes de trés hauts poids
moléculaires (bloquées dans les puits de dépot) pour les fractions membranaires et
cytoplasmiques des cellules exprimant Gag-eGFP (Figure 73, puits 1 et 1’), Gag_GFP11_GFP1-
10 (Figure 73, puits 2 et 2’) et dans une moindre mesure Gag MCS1_GFP1-10 +
Gag_GFP11_MCS2 (Figure 73, puits 3 et 3’). On retrouve également des bandes de faibles poids
moléculaires pour les fractions cytoplasmiques et membranaires des cellules exprimant Gag-
eGFP (Figure 73, puits 1 et 1’) et Gag_GFP11_GFP1-10 (Figure 73, puits 2 et 2’). La présence de
Gag dans ces bandes est confirmée par les résultats du western blot anti-Gag du gel natif
associé (la superposition des signaux de fluorescence et du western blot est montrée en
pointillés blancs). Les formes de hauts poids moléculaires sont certainement des multiméres
de Gag et sont logiquement observées en grande quantité dans la fraction membranaire. Les
bandes de bas poids moléculaires correspondent certainement aux formes monomériques
des protéines Gag. L'absence d’une telle bande dans le puits 3 confirme que la fluorescence
observée par microscopie dans le cas de Gag_GFP11_GFP1-10 (Figure 73, puits 2 et 2’) est liée
a une recombinaison intramoléculaire de cette protéine qui permet de recréer une protéine
GFP fluorescente. Le western blot associé au gel dénaturant montre également deux bandes
de migration intermédiaire en grande quantité dans la fraction membranaire de
Gag_GFP11_GFP1-10 (Figure 73, puits 3) dont la plus basse (Figure 73, pointillés bleus) est
également retrouvée dans la fraction cytoplasmique. Des bandes proches des bandes hautes
de Gag_GFP11_GFP1-10 (Figure 73 puits 2, pointillés rouges) sont également retrouvées pour
Gag_MCS1_GFP1-10 + Gag_GFP11_MCS2 (Figure 73, puits 3) et Gag_MCS1_GFP1-10 (Figure
73, puits 5) dans la fraction membranaire uniquement. Une hypothese est que les formes
hautes (pointillés rouges) correspondent a des diméres de Gag_GFP11_GFP1-10 (Figure 73,
puits 2), de Gag _MCS1_GFP1-10 + Gag GFP11_MCS2 (Figure 73, puits 3) ou de
Gag_MCS1_GFP1-10 (puits 5) et la forme plus basse a la forme monomérique linéaire de
Gag_GFP11_GFP1-10 (Figure 73, pointillés bleus). Le fait qu’aux bandes marquées par des
pointillés rouges soient attribuées des oligoméres est renforcé par le fait qu’ils sont retrouvées
principalement dans la fraction membranaire. Dans cette hypothése, la bande trés basse

(pointillés blancs) observée pour Gag-eGFP (Figure 73, puits 1 et 1’) serait la forme linéaire de
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cette derniere. En effet, cette protéine a un pl de 8,28 (charge nette de -55,6 a pH 10,2) contre
8,80 pour Gag_GFP11_GFP1-10 (charge nette de -49,4 a pH 10,2), expliquant que Gag-eGFP
va migrer plus rapidement que Gag_GFP11_GFP1-10. Il est possible que seule la forme linéaire
de cette protéine soit visible dans ce gel. D’autres hypotheses sont possibles et il est difficile
d’attribuer avec certitude une forme de Gag a chaque bande. Il est toutefois intéressant
d’observer les différences importantes entre Gag_GFP11_GFP1-10 et Gag_GFP11_MCS2 +
Gag_MCS1_GFP1-10 qui confortent nos conclusions en microscopie, notamment vis-a-vis de
la forme compacte de Gag. Toutefois, I'impossibilité d’utiliser un marqueur de taille dans ce
type de gel nous empéche d’attribuer avec certitude chacune de ces bandes. Il serait

important de pouvoir analyser les protéines contenues dans les différentes bandes.
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Figure 73 : Analyse par gels natif et dénaturant des formes observées pour diverses protéines Gag.
Un fractionnement cellulaire a partir de cellules HeLa exprimant (1 et 1°) Gag_eGFP_MCS2 ; (2 et 2’)
Gag GFP11 GFP1-10; (3 et 3’) Gag GFP11 MCS2 + Gag MCS1 GFP1-10; (4 et 4’)
Gag_GFP11 MCS2; (5 et 5’) Gag_MCS1_GFP1-10 pendant 12 h a été réalisé pour séparer les fractions
membranaire et cytoplasmique. Les fractions obtenues ont été séparées par un gel en conditions
natives (gel 6 %, tampon de migration pH = 10,2). La fluorescence GFP a été observée (LAS4000) avant
transfert sur une membrane PVDF et révélation par un western blot anti-Gag. En paralléle, une
migration en conditions dénaturantes couplée a un western blot anti-Gag permet de vérifier la présence
des protéines Gag dans les différentes fractions des divers échantillons. Un western blot anti-GAPDH
permet de contréler ’lhomogénéité des dépéts et la qualité du fractionnement.
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b) Utilisation d’agents pontant et analyse en spectrométrie de masse

L'impossibilité d’identifier avec certitude les formes de Gag présentes dans les différentes
bandes du gel natif nous a dirigé vers une autre technique. Les protéines d’intéréts ont été
exprimées par transfection de cellules Hela et leurs différents états structurels bloqués par
I"utilisation de molécules chimiques (cross-linkers) liant par une liaison covalente les fonctions
amines des résidus lysines et arginines. Finalement, les différents fragments liés par ces
pontages ont été analysés en spectrométrie de masse (technique bottom-up, (Sinz, 2006,
2014)). Les cross-linkers ne peuvent lier que des chaines latérales de résidus lysines/arginines
suffisamment proches (moins de 11,4 A pour le BS3). Ainsi, si la reformation de la fluorescence
est intramoléculaire, on peut espérer observer des peptides obtenus par le cross-link de
résidus des extrémités N- et C-terminales de la méme protéine rapprochés dans la forme
compacte. Au contraire, si la fluorescence est reformée par recombinaison intermoléculaire,
les fragments observés seront plus certainement obtenus par rapprochement des extrémités
C-terminales ou N-terminales de deux protéines Gag. Une collaboration avec le Dr Sarah
Sanglier-Cianferani de [I'Institut Pluridisciplinaire Hubert Curien (IPHC, Laboratoire de
Spectrométrie de Masse BioOrganique, Université de Strasbourg, CNRS UMR7178) a permis

d’élaborer un protocole afin de réaliser cette étude (Figure 74).
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Figure 74 : Principales étapes de I'étude de la forme compacte de Gag par pontage moléculaire
couplé a la spectrométrie de masse. Les différentes étapes de cette étude sont ici schématisées pour
la protéine Gag-eGFP sauvage linéaire multimérique ou monomérique en forme compacte. L’étape 1
consiste & ponter les protéines retrouvées dans un lysat cellulaire par I'agent BS3. Etape 2 : les lysats
sont ensuite immunoprécipités en utilisant un anticorps anti-GFP. Etape 3 : les immunoprécipitats sont
séparés sur gel SDS-PAGE et les bandes d’intérét découpées (étape 4), les protéines sont clivées par la

trypsine (étape 5) et les fragments sont analysés par spectrométrie de masse (étape 6).

Les lysats protéiques ont été traités par un mélange de deux formes du méme agent pontant
BS3, une forme dite lourde (BS3-d4), possédant dans sa structure quatre atomes de deutérium
et une forme dite légere (BS3-do), possédant quatre hydrogenes. En effet, I'efficacité du
pontage étant faible, la majorité des peptides obtenus apres digestion protéique ne seront
pas pontés. L’utilisation du mélange BS3-do/ds permet d’obtenir pour les peptides obtenus
par pontage, des doublets d’intensité 1:1 séparés de 4 Da dans le spectre de masse (Miiller et

al., 2001; Sinz, 2014). Il est alors plus facile d’identifier ces peptides parmi la multitude de

peptides non pontés et de les analyser plus en détail.

Nous avons préparé des lysats de cellules Hela 12 h aprés transfection par des constructions
codant Gag_eGFP_MCS2, Gag_GFP11_GFP1-10 ou Gag_GFP11_MCS2 + Gag_MCS1_GFP1-10.
Les lysats ont été pontés ou non avant d’étre immunoprécipités a I'aide d’un anticorps anti-
GFP. Les lysats et les immunoprécipitats ont été analysés sur gel dénaturant SDS-PAGE, puis

colorés au bleu de Coomassie ou transférés sur membranes pour une analyse en western-blot

(WB) par un anticorps anti-Gag.
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Les pontages réalisés par le BS3 sont stables malgré les conditions dénaturantes du gel (DTT,
chauffage a 95°C). Les profils de migration des protéines des lysats sans ou avec pontage sont
tres différents (comparer les puits 1, 2 et 3 avec les puits 7, 8 et 9 dans la Figure 75 A) ce qui
montre |'efficacité de la réaction de pontage. On observe également dans le WB associé que
Gag-eGFP et Gag_GFP11_GFP1-10 sont correctement exprimées et détectées par un anticorps
anti-Gag (puits 1 et 2 du WB). Une immunoprécipitation a alors été réalisée afin de purifier
spécifiguement les protéines d’intérét par I'utilisation d’un anticorps dirigé contre un épitope
conformationnel de I'eGFP (Velappan et al., 2010), plus sensible et plus spécifique qu’un
anticorps anti-Gag (Figure 75, IP a-eGFP). Dans les puits 4 et 5, on observe, aprés
immunoprécipitation, dans le gel coloré en bleu de Coomassie des bandes aux tailles
attendues pour nos protéines d’intérét pour les lysats non traités (encadré jaune, 83,5 kDa
pour Gag_eGFP_MCS2 (puits 4) et 85,4 kDa pour Gag_GFP11_GFP1-10 (puits 5)). Dans le puits
6, aucune bande n’est observée en bleu de Coomassie pour Gag_GFP11_MCS2 (taille 60,8
kDa) et seule une bande de trés faible intensité est visible pour Gag_ MCS1_GFP1-10 (encadré
jaune, taille 82,6 kDa) ce qui confirme la faible expression de ces protéines qui était observée
dans le lysat correspondant (puits 3, WB). Dans le puits 6, aprés immunoprécipitation de ce
lysat, on observe en WB, une légere bande correspondant a Gag_GFP11_MCS2 (encadré vert,
60,8 kDa) ainsi qu’une bande plus faible pour Gag_MCS1_GFP1-10 (82,6 kDa). Il est important
de noter que l'anticorps utilisé pour I'IP est un anticorps conformationnel qui
immunoprécipite une GFP correctement repliée. On peut donc penser que les protéines
immunoprécipitées sont des protéines Gag_GFP11_MCS2 et Gag_ MCS1_GFP1-10 associées
sous formes de diméres ou d’oligomeéres permettant la reconstitution d'une GFP
correctement repliée. En ce qui concerne les lysats traités par le BS3, on observe toujours sur
le western blot les bandes correspondant a Gag-eGFP et Gag _MCS1_GFP1-10 (encadré
orange) mais également des bandes de plus hauts poids moléculaires (encadré bleu puits 7 et
8). Ces derniéres sont également visibles dans les lysats pontés exprimant Gag_GFP11_MCS2
+ Gag_MCS1_GFP1-10 (encadré bleu, puits 9). A nouveau, les monomeéres ne sont pas
observés, confirmant la spécificité de I'anticorps anti-GFP pour une GFP correctement repliée.
Apres pontage et immunoprécipitation, on observe la perte totale de signaux en coloration au
bleu de Coomassie (puits 10 a 12). Toutefois, grace au WB, on remarque que I'anticorps anti-
GFP a permis de précipiter des protéines Gag qui migrent a la hauteur des formes

monomériques de Gag_eGFP (encadré rose, puits 10) et Gag_GFP11_GFP1-10 (encadré rose,
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puits 11) et qui sont enrichies dans lI'immunoprécipitat (comparer les puits 10 avec 7 et 11
avec 8). On observe (surtout pour Gag_eGFP) que la bande est plus large dans les IP avec
pontage que sans pontage (comparer les puits 10 et 4) ce qui suggere que cette protéine est
potentiellement liée a des partenaires cellulaires. Ce WB montre également la présence de
formes de hauts poids moléculaires immunoprécipitées par I'anti-GFP et détectées par I'anti-
Gag qui correspondent a des formes de Gag multimériques ou pontées a des partenaires de
hauts poids moléculaires. Ce signal est spécifique car non retrouvé dans le puits 12 qui ne
montre pas de détection spécifique de Gag_GFP11_MCS2 ou Gag_MCS1_GFP1-10 et ne
présente pas ce signal diffus en western blot.

Nous souhaitions analyser en spectrométrie de masse la bande correspondant a la protéine
Gag monomérique obtenue aprés immunoprécipitation anti-GFP et observable en western
blot (Figure 75, encadré rose, puits 11). Toutefois, il nous fallait pour cela une quantité
suffisante de protéines correspondant a une quantité détectable par le bleu de Coomassie, ce
qui n’est pas le cas ici. Nous devrons donc augmenter les quantités obtenues de cette forme
pour pouvoir découper la bande, extraire les protéines et analyser les peptides en
spectrométrie de masse a I'lPHC (réalisé par Maxime Bourguet, étudiant en thése IPHC,
Strasbourg).

Afin de mettre au point les expériences de spectrométrie de masse, nous avons réalisé les
analyses sur les seules bandes visibles sur gel d’immunoprécipitation aprés pontage et
colorées au bleu de Coomassie, a savoir les bandes correspondant aux multimeéres (encadré

rouge Figure 75).
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Figure 75: Pontage moléculaire de lysats cellulaires exprimant diverses protéines Gag. Des
cellules HeLa exprimant Gag_eGFP_MCS2 (1, 4 (cadre jaune), 7 et 10 (cadre rose)); Gag_GFP11_GFP1-
10 (2, 5 (cadre jaune), 8 et 11 (cadre rose)) ou Gag_GFP11_MCS2 + Gag_MCS1_GFP1-10 (3, 6 (cadre
vert et jaune), 9 et 12 (cadre rose))) pendant 12h ont été lysées. Les lysats ont été traités (cross-link) ou
non (pas de cross link) par un mélange de formes légere et lourde de I'agent pontant BS3 (d0/d4) avant
d’étre immunoprecipités par un anticorps anti-eGFP (IP-a-eGFP) ou pas (input). Les échantillons
obtenus ont été analysés sur deux gels dénaturants SDS-PAGE (10 % pour le gel de séparation et 4 %
pour le gel de concentration) qui ont soit été colorés au bleu de Coomassie (A) soit transférés sur une
membrane de PVDF pour une révélation par un western blot anti-Gag (B). Les cadres bleus indiquent
les bandes de hauts poids moléculaires résultant du cross-link des protéines Gag_eGFP_MCS2 (puits 7
et 10), Gag_GFP11_GFP1-10 (puits 8 et 11) et du mix Gag_GFP11_MCS2 + Gag_MCS1_GFP1-10 (puits
9). Les cadres jaunes, vert et rose indiquent les bandes correspondant respectivement d
Gag_MCS1_GFP1-10, gag_GFP11_MCS2 et Gag_GFP11_GFP1-10. Les cadres rouges indiquent la partie
du gel découpée puis envoyée a I'Institut Pluridisciplinaire Hubert Curien pour analyse en spectrométrie
de masse.

La faible quantité de protéines contenues dans ces bandes, couplée a la présence abondante
de contaminants (kératine notamment) a rendu difficile la détection de peptides pontés. Un
faible recouvrement de séquences a été observé : 42 % pour Gag_GFP11_GFP1-10 dans le
cadre du puits 11 et seulement 17 % pour Gag_MCS1_GFP1-10 dans le cadre du puits 12,
(Figure 76). Afin de valider un cross-link pour un peptide donné, il est nécessaire que les

proportions du peptide ponté par I'agent lourd (BS3-d4) et par I'agent léger (BS3-d0) soient
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proches de 50/50. Dans I’échantillon du puits 11 (intramoléculaire), un seul peptide a été
validé. Il résulte d’une liaison covalente entre deux lysines portées par deux fragments du
domaine Sp6 de Gag (Figure 76, cadre du haut). Cependant, nous ne pouvons pas déterminer
si cette liaison est réalisée entre des fragments de la méme protéine ou deux protéines
différentes. La proximité de ces deux lysines n’est toutefois pas décrite dans la structure du
domaine p6 de Gag, laissant supposer une interaction intermoléculaire.

Dans I’échantillon issu de I'analyse intermoléculaire, un seul cross-link a également été validé
montrant une liaison intermoléculaire entre deux lysines portées par deux peptides
identiques (Figure 76, cadre du bas). Il est normal dans ces bandes de hauts poids moléculaires
de retrouver des associations intermoléculaires. La limite de notre étude est le faible nombre
de peptides pontés retrouvés dans nos échantillons qui est lié a la faible quantité de protéines
dans ces échantillons. Il faudra donc augmenter les quantités de protéines afin de pouvoir
réaliser la méme étude sur les bandes de plus faible poids moléculaire et espérer obtenir un
meilleur recouvrement de séquences et un nombre suffisant de peptides pontés pour pouvoir

comparer ceux obtenus en intra- et en intermoléculaire.
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Figure 76 : Identification des peptides pontés obtenus apreés traitement au BS3 et immunoprécipition
anti-eGFP. Les échantillons pontés par BS3-d0/d4 ont été immunoprécipités par un anticorps anti-eGFP
et séparés sur gel de polyacrylamide 10 % (voir Figure 74). Les bandes d’intérét ont été découpées et
les protéines ont été éluées et digérées par de la trypsine. Les fragments obtenus ont été analysés par
LC-MS/MS (Orbitrap Q-Exactive Plus) et les fragments cross-linkés ont été validés lorsque le ratio cross-
link lourd (BS3-d4) et cross-link Iéger (BS3-d0) est proche de 0,5 (expérience de MS réalisée par Maxime

Bourguet, CNRS UMR7178).
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B. Analyse en spectrométrie de masse par mobilisation
jonique

L’existence d’une forme compacte de Gag a été montré in vitro (Datta et al., 2007a, 20113a;
Munro et al.,, 2014). Toutefois ces études utilisaient des formes tronquées de Gag, sans
domaine p6. C'est pourquoi, en paralléle de la démonstration de I'existence de la forme
compacte in cellulo avec une protéine Gag pleine longueur, nous avons souhaité prouver que
cette forme compacte existait aussi in vitro pour une protéine Gag pleine longueur purifiée et
non modifiée. Pour cela, une seconde collaboration a été mise en place avec le Dr Sarah
Sanglier-Cianferani afin d’analyser par spectrométrie a mobilisation ionique les différentes
formes de la protéine Gag en solution.

La premiere étape a été de réaliser la purification de la protéine Gag selon le protocole de
McKinstry et al., 2014 adapté au laboratoire par Kamal Sharma et Hassan Karnib. Afin de
permettre sa purification, la protéine Gag a été fusionnée a une étiquette composée de six
histidines (6-His-Tag, Figure 77 A). La transcription du cDNA correspondant est placée sous le
controle du promoteur de ’ARN polymérase du phage T7 dont I'expression est induite dans
les bactéries par l'ajout d’IPTG (isopropyl B—D-1-thiolgalactopyranoside, analogue de
I'allolactose) qui inhibe I'activité du répresseur de la transcription qui est physiologiquement
fixé sur le promoteur de la B—galactosidase (lacZ), 'opéron lac (Figure 77 B). La présence de
I’étiquette histidine permet de réaliser une premiere étape de purification par affinité sur une
colonne de Nickel; les protéines étant fixées sur la colonne grace a la forte affinité entre le
Nickel et les résidus histidines (Hochuli et al., 1987, 1988). Une élution par I'application d’une
concentration croissante d’imidazole permet ensuite de « décrocher » la protéine de la
colonne par compétition (I’affinité du Nickel pour I'imidazole étant tres forte, Figure 77 C).
Suite a I’élimination de I'imidazole grace a une dialyse, une seconde étape de purification par
une colonne d’exclusion permet de purifier plus finement la protéine Gag (Figure 77 D). Cette
seconde colonne permet d’éliminer les contaminants de hauts poids moléculaires (fractions
22 326, Figure 77 D) et de faibles poids moléculaires (fraction 36 a 46, Figure 77 D). Les fractions
d’intéréts 27 a 34 sont mélangées et la protéine purifiée est concentrée. Sa capacité a
déstabiliser les acides nucléiques est mesurée afin de valider la purification (Figure 35 et Figure
77 E). Ce protocole nous permet d’obtenir de grandes quantités de protéine Gag sauvage

pleine longueur, active pour la déstabilisation des acides nucléiques.
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Figure 77 : Purification de la protéine Gag et vérification de son activité. (A) Schéma de la protéine
Gag purifiée portant a son extrémité C-terminale une étiquette portant six résidus histidine. (B)
Induction de I'expression de la protéine Gag par ajout de 0,5mM d’IPTG pendant 18h a 18°C. Les lysats
bactériens avant et apreés induction sont analysés sur gel SDS-PAGE 12 % coloré au bleu de Coomassie.
La protéine Gag_6H d’une masse molaire de 56,9 kDa est signalée par le rectangle rouge. (C) Analyse
par gel SDS-PAGE 12 % coloré au bleu de Coomassie des fractions obtenues apreés élution de la colonne
d’affinité au Nickel ; les fractions 17 a 29 sont mélangées et soumises a une dialyse pour éliminer
I'imidazole, puis passées dans une colonne d’exclusion pour améliorer la purification. Les différentes
fractions d’élution sont analysées par gel SDS-PAGE de 10 % coloré au bleu de Coomassie (D). Les
fractions contenant des contaminants protéiques de poids moléculaires plus importants (fractions 22 a
26) ou plus faibles (fractions 36 a 46) que Gag (fractions 27 a 34) sont ainsi éliminées. (E) L’activité
chaperonne de la protéine Gag purifiée est testée en mesurant sa capacité a déstabiliser la boucle cTAR
(cT, 100nM, concentrations croissantes de Gag de 50nM (0.5XGag) a 400nM (4XGag)), le test est
similaire a celui décrit dans la Figure 35 (Bernacchi and Mély, 2001; Bernacchi et al., 2002).

Comme les protéines Gag ont été purifiées dans un tampon riche en sel (1 M NaCl), les
conditions ne sont pas optimales pour I'analyse en spectrométrie de masse. Une diminution
de la concentration en sels dans le tampon contenant les protéines permet en général
d’affiner I'analyse (Constantopoulos et al., 1999). En effet, le principe de la spectrométrie de
masse est de séparer, en phase gazeuse, des molécules chargées, en fonction de leur rapport
masse/charge. La concentration en sel peut modifier la charge des protéines rendant alors
I'analyse plus difficile. Nous avons donc essayé de diminuer la concentration de NaCla 0,5 M
et 0,15 M lors de la purification. L’analyse sur gels de polyacrylamide colorés au bleu de
Coomassie de ces purifications a révélé que la purification était moins performante qu’avec le
protocole de référence (Figure 78). En effet, si la purification de référence permet de

n’observer qu’une seule bande (correspondant a la protéine Gag_6H), de nombreuses bandes
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apparaissent lors de la diminution de la quantité de sel dans le tampon. Afin de conserver la
protéine la plus pure possible pour I'analyse en spectrométrie de masse, nous avons décidé,
malgré la quantité importante de sel dans le tampon, de poursuivre nos analyses avec une

protéine Gag purifiée selon le premier protocole de purification contenant 1 M de NaCl.

Fait par H. Karnib

Figure 78 : Observation de protéines Gag purifiées avec des tampons a quantité réduite en NaCl.
Analyse sur gel de polyacrylamide 12 % coloré au bleu de Coomassie des résultats de purification de
Gag en utilisant des tampons contenant 0,25 et 0,5 M de NaCl et 1 M de NaCl (réalisé par Hassan
Karnib). La migration permet d’observer 'augmentation de la quantité de contaminants protéiques lors
de la diminution de la concentration de sel dans le tampon (0,5 M et 0,25 M au lieu de 1 M dans le
protocole de référence).

La spectrométrie de masse en mobilité ionique permet de différencier deux protéines dont la
masse est identique en fonction de leurs surfaces de collision. Apres évaluation de la masse
en spectrométrie de masse classique, les protéines sont redirigées dans un tube rempli de gaz
(tube de dérive). La collision de la protéine avec le gaz ralentit cette derniére. Le nombre de
collisions est d’autant plus important que la surface de la protéine est grande. Une protéine
Gag sous forme compacte présentant une surface de collision plus faible qu’une protéine Gag
linéaire devrait donc sortir du tube de dérive plus rapidement. Par ailleurs, I'ajout d’ADN
(polyA de 25 nucléotides) pourrait favoriser le repliement de la protéine Gag sous forme
compacte. Ces expériences ont été réalisées par Thomas Botzanowski, étudiant en these dans
le laboratoire du Dr Sarah Sanglier-Cianferani.

Dans des expériences tres préliminaires, nous avons validé la purification de protéine, en
retrouvant par spectrométrie de masse classique, une masse expérimentale correspondant a
la masse théorique de Gag associée a deux ions zinc. Cette vérification a de plus contribué a
valider que le changement de tampon (diminution de NaCl) est néfaste pour la protéine. Nos

collaborateurs ont ensuite testé la mobilité ionique de la protéine Gag en absence d’AN. Un

211

Caractérisation cellulaire de nouveaux traitements anti-VIH-1 ciblant la NucléoCapside

et observation d’une forme compacte de Gag in cellulo.



Il Forme compacte de Gag

Manuel PIRES

seul pic est apparu montrant I'existence d’'une forme unique de Gag. La prochaine étape
consistera a incuber les protéines avec du polyA. Cet oligonucléotide est utilisé pour mimer
les acides nucléiques autour desquels la protéine Gag pourra se replier. Nous espérons
observer un second pic correspondant a la forme repliée de Gag.

Aucun résultat concernant cette étape n’est présenté ici car bien qu’encourageants ceux-ci

sont trop préliminaires.

C. Tentatives d’observations de la forme compacte avec

d’autres techniques de microscopie

1. Observation de I’évolution de la fluorescence par vidéo-microscopie

La vidéo-microscopie de fluorescence est une des techniques disponible au sein de la
plateforme d’imagerie du laboratoire. Grace a une micro-injection d’ADN plasmidique codant
des protéines fluorescentes directement dans le noyau, il est possible de suivre I'apparition et
I’évolution au cours du temps des protéines fluorescentes. Cette technique permet donc
d’observer les protéines trés rapidement apres leur synthése. Comme nous pensons que la
forme compacte correspond a une Gag monomérique et cytoplasmique avant qu’elle se
multimérise et atteigne la membrane, cette technique nous a paru particulierement bien
adapté. C’est pourquoi, nous avons suivi au cours du temps la fluorescence obtenue par
reconstitution d’'une GFP par des fragments de la split-GFP portés par la méme protéine Gag
(intramoléculaire, Gag_GFP11_GFP1-10) ou par deux protéines Gag différentes
(intermoléculaire, Gag_GFP11_MCS2 et Gag MCS1_GFP1-10). Nous remarquons que la
fluorescence apparait plus rapidement dans le cas de la recombinaison intramoléculaire (20
min, Figure 79 A) que dans le cas de la recombinaison intermoléculaire (30 min, Figure 79 A).
De plus, la fluorescence intermoléculaire se concentre trés rapidement a la membrane (60
min, Figure 79 A), en accord avec le fort marquage membranaire observé en microscopie
confocale. La quantification de fluorescence au niveau membranaire ou cytoplasmique n’est
pas possible car dans cette expérience, |'observation se fait par un microscope a
épifluorescence qui collecte la fluorescence émise sur toute I'épaisseur cellulaire (Figure 40 C)
et non uniquement dans un plan focal comme en microscopie confocale (Figure 40 A).
Toutefois, la quantification de la fluorescence cellulaire totale (Figure 79 B) révéle que la

fluorescence est plus intense dans le cas intramoléculaire. En effet, aprés 60 min
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d’observation, la fluorescence atteint 7000 U.A. dans le cas de la recombinaison
intramoléculaire, alors qu’elle n’est que de 3000 U.A. pour la recombinaison intermoléculaire.
Cette technique confirme les observations en microscopie confocale. Lorsque les deux
fragments de la split-GFP sont insérés dans la méme protéine Gag, la fluorescence apparait
plus rapidement et est plus intense en se localisant principalement dans le cytoplasme, ce qui
est en accord avec une recombinaison intramoléculaire plus précoce que la recombinaison
intermoléculaire membranaire qui peut étre aussi observée avec ce type de construction.
Dans la recombinaison intermoléculaire, la fluorescence apparait surtout a la membrane,
confirmant que cette fluorescence est principalement causée par la multimérisation de Gag.

La micro-injection couplée a la vidéo-microscopie nous permet d’observer en temps réel
I'apparition, la localisation et I'intensité de la fluorescence. Cette technique pourra également
étre utilisée avec les mutants (ANC, KK-TT, KK-TT_ ANC, AlinkCAC-CAN) afin de comparer les

différences de cinétiques d’apparition de fluorescence.
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Figure 79 : Suivi de la fluorescence lors de la microinjection de plasmides codant Gag_GFP11_GFP1-
10 ou un mix Gag_GFP11_MCS2 + Gag_MCS1_GFP1-10. (A) Suivi de la fluorescence en fonction du
temps par vidéo-microscopie suite a la micro-injection d’ADN plasmidique (Gag_GFP11_GFP1-10 en
haut et Gag_GFP11_MCS2 + Gag_MCS1_GFP1-10 en bas) dans le noyau cellulaire. La premiére colonne
montre I'image en champ large de la cellule micro-injectée, puis les colonnes suivantes indiquent les
images a 0 min, 20 min, 40 min et 60 min aprés la micro-injection. Les barres d’échelles correspondent
a 20 um. (B) Mesure au cours du temps de la fluorescence cellulaire totale (Unité Arbitraire) observée
sur cing cellules différentes.

2. Etude de la forme compacte et détection de ’ARN spécifique

Une hypothése est que la forme compacte de Gag serait impliquée dans la sélection de I’ARN
viral pour son empaquetage préférentiel dans la particule virale lors du bourgeonnement. De
plus, ’ARN viral portant des domaines spécifiques d’interaction avec Gag serait susceptible de
stabiliser la forme compacte de Gag. Par conséquent, nous avons souhaité coupler
I'observation de la forme compacte de Gag a celle de I’ARN viral. Pour cela, nous avons utilisé
une technique qui permet d’observer ’ARN grace a une reconnaissance spécifique de tige-
boucles MS2 par la protéine de capside du bactériophage MS2. Dans cette technique, I’ARN
viral est modifié pour porter un certain nombre de tige-boucles dites MS2 (Figure 80 A) qui

sont spécifiguement reconnues par la protéine de capside du bactériophage MS2 (Figure 80 B)
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fusionnée a une protéine fluorescente (mCherry) permettant le suivi de I’ARN viral par
microscopie de fluorescence (Figure 80 C). La structure de I’ARN modifié (Zennou et al., 2004),
présente le site de liaison spécifiqgue du domaine NC de Gag (séquence W), une forme
tronquée du gene gag, une série de 12 tige-boucles MS2 (une tige-boucle pouvant lier un
dimere de MS2, un maximum de 24 protéines MS2 couplées a mCherry pourront se fixer sur
I’ARN), les séquences codant les protéines Tat, Vpu et Rev et le site viral d’export nucléaire
RRE. Ce dernier permet I'export nucléaire de I’ARN lors de la reconnaissance du site spécifique
RRE par la protéine Rev. Il est donc indispensable de co-exprimer cette protéine pour observer
'ARN viral dans le cytoplasme. La protéine MS2_mCherry a été fusionnée a un site de
localisation nucléaire (NLS, Nuclear Localisation Site) et est retrouvée dans le noyau (Jouvenet
et al., 2009) ou elle reconnait I’ARN portant les tige-boucles MS2. Il est donc nécessaire de co-
transfecter en plus du plasmide codant I’ARN spécifique, le plasmide codant Rev et le plasmide

codant MS2_mCherry.

®

;%]5 Agag M0 tat ypu RRE ey —AAUAAA

——rev —AAUAAA

Figure 80 : Principe d’observation de I’ARN viral grdce a la reconnaissance de tige-boucles MS2 par
la protéine de capside du bactériophage MS2 fusionnée & une protéine fluorescente. (A) Séquence de
I’ARN spécifique (plasmide pCMV-intro) modifié pour que sa localisation soit suivie par microscopie
(Jouvenet et al., 2009; Zennou et al., 2004). Les tige-boucles MS2 sont indiquées par des cercles noirs.
(B) Reconnaissance de I’ARN par liaison de deux protéines de capside de MS2 couplées a la protéine
fluorescente mCherry (chaque tige-boucle peut lier un dimere de MS2 soit un maximum de 24 MS2 par
ARN). L’export nucléaire de I’ARN induit par Rev (qui se fixe sur le RRE) entraine la sortie de la protéine
MS2_mCherry ce qui permet de suivre la localisation de I’ARN. La protéine MS2 est en bleu et la
mCherry en rouge. (C) Représentation tridimensionnelle de la reconnaissance de deux boucles MS2 (en
jaune) par la protéine de capside du bactériophage MS2 (en bleu, PDB 2BU1) couplée a la protéine
mCherry (en rouge, PDB 2H5Q).
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Nous avons d’abord confirmé qu’en absence de la protéine Rev, la protéine mCherry_MS2 est
localisée dans le noyau, que ce soit en absence (Figure 81 B et E) ou en présence de I’ARN viral
(Figure 81 C et F) ou que la reconstitution de la split-GFP soit étudiée en intra- (Figure 81 B et C)
ou en intermoléculaire (Figure 81 E et F). Ce n’est seulement que lorsque Rev, I’ARN viral et
mCherry_MS2 sont co-exprimés que le signal MS2_mCherry est observé dans le cytoplasme,
reflétant la localisation cytoplasmique de I’ARN viral et montrant la spécificité de
reconnaissance de MS2 pour les tige-boucles (Figure 81 A et D). La localisation majoritairement
cytoplasmique ou membranaire de la fluorescence issue de la recombinaison des fragments
de la split-GFP en intramoléculaire (Figure 81 A, B et C) et intermoléculaire (Figure 81 D, E et F)
respectivement reste conforme aux observations préalables. En revanche, I’ARN viral ne
semble se concentrer a la membrane plasmique que dans le cas d’'une recombinaison
intramoléculaire (fleches blanches, Figure 81 A). Ces données suggérent un recrutement de
I’ARN a la membrane par la Gag compacte. Il est important de se rappeler qu’une Gag sauvage
retrouve une forme linéaire a proximité de la membrane et ce par I'affinité plus importante
du domaine MA pour les membranes que pour I’ARN. Or nous savons que les deux fragments
de la GFP conservent une certaine affinité 'un pour l'autre ce qui est susceptible de
« bloguer » une partie de Gag_GFP11_GFP1-10 sous forme compacte et ce méme a proximité
de la membrane. L’ARN viral retrouvé proche de la membrane pourrait é&tre un ARN qui reste
lié a cette forme compacte de Gag.

Afin de montrer que I'ARN viral est également associé dans le cytoplasme avec la forme
compacte de Gag, nous pourrions envisager des mesures de transfert de fluorescence entre
la GFP obtenue par reconstitution de la split GFP et la protéine mCherry portée par MS2. Il est
important de noter que seul le site de reconnaissance du domaine NC de Gag est présent sur
cet ARN. Il pourrait étre intéressant d’ajouter le site de reconnaissance des acides aminés
basiques de I'extrémité N-terminale de la MA (situés au niveau du gene Pol, Purohit et al.,
2001) afin de stabiliser davantage la forme compacte. Il est également envisageable de
coupler le fragment GFP1-9 de la split-GFP tripartite avec la protéine MS2 et d’utiliser dans ce
cas une protéine Gag portant les deux autres fragments GFP10 et GFP11. Il serait alors peut-
étre possible de détecter I’ARN viral uniqguement lorsqu’il est couplé a la forme compacte de
Gag. Nous pourrions ainsi confirmer le role de la forme compacte de Gag dans la

reconnaissance et le transport vers la membrane de I’ARN spécifique.
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Figure 81 : Observation simultanée de la forme compacte de Gag et de I’ARN viral. Des cellules HelLa
ont été transfectées par un mélange de plasmides codant mCherry_MS2 (0,5 ug) avec (A, B et C)
gag_GFP11_GFP1-10 (0,5 ug) ou (D, E, F) (gag_GFP11_MCS2 (0,5ug) + gag_MCS1_GFP1-10 (0,5 ug))
en présence de plasmide codant pRSV-Rev (0,2 ug) (A et D) et/ou pCMV-Intro (0,25 ug) (A, C, D et F).
Les images A4 et D4 présentent la superposition des fluorescences observées pour la GFP (A1, D1) en
vert, la mCherry-MS2 (A2, D2) en rouge et Hoechst (A3, D3) en bleu. (B4) et (E4) montrent la
superposition des signaux obtenus pour la GFP (vert, B1 et E1), la protéine mCherry_MS2 (B2 et E2) et
Hoechst (B3 et E3) en absence de Rev et de I’ARN viral. (C4) et (F4) montrent la superposition des
signaux obtenus pour la GFP (vert, B1 et E1), la protéine mCherry MS2 (B2 et E2), le signal Hoechst (B3
et E3) en absence de Rev uniquement. Les barres d’échelles correspondent a 20 um.
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3. Création d’un split-DRONPA : observation de la forme compacte par

détection en molécule unique

Afin de compléter I'étude de la forme compacte de Gag, nous avons souhaité utiliser la
microscopie a haute résolution pour localiser un fluorophore unique. Alors qu’en microscopie
conventionnelle, la résolution est de I'ordre de 200 nm a cause de la diffraction de la lumiére
émise par les fluorophores dans I'ouverture numérique (Figure 82 A), la microscopie de
localisation de fluorophores photo-activés (PALM) permet d’observer seulement un faible
nombre de fluorophores a chaque instant (Figure 82 B). Grace a une analyse mathématique
(courbe gaussienne bidimensionnelle tracée sur la fonction d’étalement du point (PSF = Point
Spread Function)), il est possible de localiser individuellement chaque fluorophore et

d’atteindre une résolution de I'ordre de 20 nm.

e N
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Figure 82 : Comparaison de la microscopie conventionnelle et de la microscopie par localisation de
fluorophore photo-activable (PALM). PSF = Point Spread Function, pour fonction d’étalement du point
(traduit d’une présentation d’Oleksandr Glushonkov, doctorant au laboratoire).

Pour mettre en place cette technique, il est nécessaire d’utiliser un fluorophore photo-
activable qui passe d’un état non émissif a un état ou il émet de la fluorescence pendant une
courte période lors de l'illumination a la longueur d’onde d’activation. Lors de I'observation
de ce type de fluorophores, un clignotement apparait, chague point correspondant a un

fluorophore unique. Plusieurs catégories de fluorophores photo-activables existent, mais
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nous avons choisi d’utiliser la DRONPA. Cette protéine est deux fois plus brillante que I'’eGFP
et est issue de la modification d’une protéine trouvée chez des coraux de la famille des
pectinidae. Le chromophore de la DRONPA (Tyr66, Gly64, Cys62) situé au coeur d’une structure
tridimensionnelle en tonneau B est dit « photo-switchable » puisqu’il est possible
« d’allumer » le fluorophore par une excitation a 405 nm, ou de « I'éteindre » par une
excitation a 488 nm (Figure 83). Pour observer la fluorescence du chromophore « allumé », il
est nécessaire d’exciter celui-ci a 488 nm, entrainant par le fait son extinction qui peut étre de
nouveau allumée par une excitation a 405 nm. Une seule molécule de DRONPA peut étre
allumée et éteinte plus de 100 fois. L'émission du fluorophore est donc temporaire
permettant la localisation individuelle des fluorophores.

Photo-activation 405nm

Non fluorescent Hula-Twist Fluorescent

trans Chromophore

I Gly64

cis Chromophore

J Glys4

Tyr66

J o

N

Hula-Twist

Photo-extinction 488nm

Figure 83 : Le chromophore de la DRONPA est capable de « switcher » d’un état éteint (conformation
trans) a un état allumé (conformation cis) par I'utilisation de différentes longueurs d’ondes : 405 nm
pour I'allumer et 488 nm pour I’éteindre.

Afin d’associer la technique d’observation en molécule unique a la méthode split, nous avons
utilisé la DRONPA séparée en deux fragments généreusement envoyée par le Dr Peter
Dedecker (Moeyaert et al., 2014). Comme il est visible dans la Figure 84, les structures
primaires de la DRONPA et de I'’eGFP sont peu similaires (seulement 31 % de résidus sont
identiques) mais les structures secondaires et tertiaires sont semblables (structures

composées de 11 brins B qui forment un tonneau B). La split-DRONPA est ainsi composée de
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deux fragments, un premier N-terminal composé des brins B 1 a 9 (Nter-DRONPA) et un

second composé des brins § 10 et 11 (Cter-DRONPA).

Brin_1 Brin_2 Brin_3
ffDronpa —----- MSVIKPDMKIKLRMEGAVNGHPEATEGVGLGKPFEGKQOSMDLKVKEGGPLPFAYD
eGFP MVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKESVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTG-KLPVPWP
Brin_4 Brin_5

ffDronpa ILTTVECYGNRVFAKYPEN--IVDYFKQSFPEGYSWERSMNYEDGGICNATNDITLDGDC

eGFP TLVTTLTYGVQCFSRYPDHMKOQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDT
Brin_6 Brin_7 Brin_8

ffDronpa YIYEIRFDGVNEPANGPVMQKRTVKWEPSTEKLYVRDGVLKGDVNMALSLE-—----— GGGH

eGFP LVNRIELKGIDFKEDGNILG-HKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQ
Brin_9 Brin_10 Brin_11 Cter-DRONPA

ffDronpa YRCDFKTTYKAK-KVVQLPDYHFVDHHIETIKSHDKDYSNVNLHEHAEAKSELPRQAK-—-——

L I

eGFP LADHYQONTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMDELYK

Figure 84 : Séquences des protéines ffDRONPA et eGFP sont treés différentes (31 % d’homologie) mais
leurs structures tridimensionnelles sont équivalentes (tonneaux 8 composés de 11 brins 8). Les
séquences protéiques ont été alignées par le logiciel ExPASy (http://web.expasy.org/sim/). Les brins 8
sont matérialisés par un trait noir au-dessus de la séquence correspondante. En vert sont indiqués les
acides aminés identiques dans les brins 8 des deux protéines. Les cadres en pointillés indiquent les sites
de clivage pour former la split GFP tri-partite et la split-DRONPA bipartite.

La premiere étape a consisté a vérifier que les deux fragments de DRONPA pouvaient
reconstituer une protéine fluorescente lorsqu’ils étaient mis a proximité. Nous avons donc
couplé chacun de ces deux fragments a un motif leucine zipper (LZ). Ce motif, connu pour
favoriser la dimérisation (Landschulz et al., 1988), permet le rapprochement des deux
fragments afin de forcer leurs appariements (utilisé par Cabantous et al., 2005, pour valider le
split-GFP). Aucun des fragments de DRONPA, exprimés en cellules indépendamment, au
méme titre que ceux de la split-GFP, ne présentent de fluorescence résiduelle (Figure 85 A et
B). En revanche, lors d’une co-transfection des plasmides codant chacun pour un fragment
couplé au motif leucine zipper, une fluorescence importante apparait dans le noyau (Figure 85
C). Le motif leucine-zipper étant riche en arginines et lysines (résidus basiques tous les deux)

va interagir avec I’ADN, expliquant ainsi sa localisation nucléaire et nucléolaire.
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Figure 85 : Observation en microscopie a haute résolution (PALM) de la split-DRONPA. Pour chaque
échantillon, I'observation de I’émission de fluorescence a 488 nm se fait par excitation permanente a
405 nm. Que ce soit pour ffDRONPA (A a E) ou pour split-DRONPA (F a J), chaque image correspond a
I'observation pendant 50 ms. Les fleches blanches indiquent les photo-activations. Les barres d’échelles
correspondent a 5 um.

L’étape suivante a consisté en la vérification du photo-switching de la split-DRONPA
reconstituée (possibilité de passer d’un état éteint a un état allumé et vice-versa). L’utilisation
d’'une DRONPA complete (ffDRONPA, Figure 86) montre I'apparition de quelques photo-
activations (indiquées par des fleches blanches). Pour la split-DRONPA en revanche, malgré
une localisation nucléaire similaire a I'observation en microscopie confocale, aucune photo-
activation (ou tres faible) n’est observée. Cette vérification en microscopie a haute résolution
permet dans un premier temps de montrer que le clivage de type split de la DRONPA élimine
ou limite la capacité de photo-switching de la protéine. Il est possible en effet que des
ajustements des conditions de photo-switching sont probablement nécessaires avant de
pouvoir utiliser cette méthode pour étudier la forme compacte de Gag en microscopie a haute
résolution. De plus, dans un deuxieme temps, c’est plutot I'utilisation de la DRONPA en
microscopie PALM qui est remise en question. En effet, comme on le voit dans la Figure 86, |a
fluorescence basale avec split-DRONPA (sans excitation a 405 nm) est trés intense, du fait de
la présence de nombreux fluorophores au stade photo-activé. Ceci limite fortement

I'observation des fluorophores aprés photo-activation (rapport signal/bruit de fond tres
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faible). Ce type d’activation (photo-switching) semble donc moins pertinent que les
activations de type photo-conversion (mEos par exemple) ou apres activation, la fluorescence
passe d’une émission « verte » (516 nm) a une émission « rouge » (581 nm). Sur le méme
principe que la split-DRONPA (clivage similaire dans la structure protéique), il pourrait étre
réalisé une split-Eos afin de vérifier dans un premier temps la conservation de la photo-
conversion afin de valider la pertinence de I'utilisation de cet outil pour étudier la forme
compacte en microscopie a haute résolution.

L'utilisation de la split-DRONPA n’est donc pas adaptée pour I'observation de la formation

d’une forme compacte de Gag en microscopie PALM.

ffDRONPA

LZ Cter-D

Nter-D LZ +

Figure 86 : Observation en microscopie & haute résolution (PALM) de la split-DRONPA. Pour chaque
échantillon, I'observation de I’émission de fluorescence a 488 nm se fait par excitation permanente a
405 nm. Que ce soit pour ffDRONPA (A a E) ou pour split-DRONPA (F a J), chaque image correspond a
I'observation pendant 50 ms. Les barres d’échelles correspondent a 5 um.

D. Conclusions et perspectives

La polyprotéine Gag est une protéine de structure du VIH-1 qui se multimérise a la membrane
pour induire la formation d’une particule virale. Elle interagit via son domaine NC avec la
région W retrouvée a I'extrémité 5’ de I’ARN viral. La présence de deux copies d’ARN viral par
particule alors que plus de 2000 protéines Gag la constituent est également bien décrit dans
la littérature. Cependant, le mécanisme de sélection de I’ARN viral complet non épissé parmi
un large excés d’ARN cellulaires et d’ARN viraux épissés reste mal compris. Par ailleurs,
I’existence d’une forme compacte transitoire de Gag a été démontrée in vitro (Munro et al.,
2014). Cette forme compacte obtenue par le rapprochement des extrémités N- et C-

terminales de Gag serait stabilisée par I'interaction simultanée des domaines MA et NC avec
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I’ARN et serait perdue, en présence de membranes, de par la forte affinité de MA pour ces
derniéres.

Un de mes projets a consisté a démontrer I'existence de cette forme in cellulo. Pour ce faire,
en se basant sur la stratégie employée in vitro, nous avons dans un premier temps utilisé la
méthode de FRET intramoléculaire. L'insertion de deux protéines fluorescentes au sein d’une
méme protéine Gag n’étant pas envisageable (probléme d’encombrement stérique et perte
d’activité), un marquage TC-ReAsH (étiquette tétra-cystéine de petite taille associée a un
composé fluorescent a base d’arsenic) a été retenue. Cependant, cette technique s’est révélée
sub-optimale de par le fort bruit de fond lié a ReAsH dans le cytoplasme et le caractére
probablement minoritaire et transitoire de la forme compacte de Gag a la membrane (Datta
et al., 2011a).

Dans une deuxiéme approche, nous avons utilisé une stratégie basée sur la split-eGFP.
Dans cette stratégie, I'eGFP est clivée en deux parties non fluorescentes (GFP1-10 et GFP11)
qui peuvent reconstituer une protéine fluorescente compléte lors de leur rapprochement
(Cabantous et al., 2005). Une série de constructions plasmidiques codant des protéines Gag
recombinantes portant diverses combinaisons de la split-GFP a été réalisée. Pour ce faire,
deux sites de clonage multiples (MCS) ont été placés entre MA et CA (MCSI) et a I'extrémité
C-terminale de Gag (MCSII) respectivement. Ces sites permettent d’insérer dans les positions
désirées les fragments GFP11, GFP1-10 ou I'’eGFP et, si besoin, de muter certains domaines de
la séquence de Gag tout en facilitant I’échange de ces mutations entre les différents plasmides
nécessaires pour |'étude (Gag MCS1_MCS2; Gag eGFP_MCS2, Gag GFP11_GFP1-10,
gag GFP11_MCS2 et Gag_MCS1_GFP1-10). Théoriqguement, dans la forme compacte, grace
au rapprochement des fragments de GFP placés entre les domaines Matrice et Capside de Gag
pour le premier et a I'extrémité C-terminale de Gag pour le second (ou vice versa), il est
possible d’observer une reconstitution du fluorophore. En accord avec cette possibilité, une
fluorescence cytoplasmique importante a été observée avec la protéine Gag_GFP11_ GFP1-
10, indiquant qu’une proportion significative de protéines Gag adopte une conformation
repliée dans le cytoplasme (reconstitution INTRAmoléculaire). Ce résultat differe de celui
obtenu dans I'étude de Munro et collaborateurs ou aucun FRET n’était observé dans la
configuration ou des fluorophores sous la forme de petits fluorophores organiques étaient
insérés en C-terminal et entre MA et CA. Cette absence de FRET peut s’expliquer par le fait

gue contrairement au systeme split, les petites molécules n’interagissent pas physiquement
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ensemble et ne peuvent donc pas stabiliser la forme repliée de Gag. De plus, Munro et
collaborateurs ont utilisé une protéine Gag tronquée du domaine p6 (en C-terminal), qui
pourrait donner un repliement différent de la protéine Gag que nous avons utilisée. La
reconstitution de fluorescence par I'utilisation de la split-eGFP apparait donc plus adaptée que
la méthode de FRET pour étudier la forme compacte de Gag in cellulo.

Il a ensuite fallu vérifier que la multimérisation de Gag ne contribuait pas de maniere majeure
a la reconstitution de la fluorescence a partir des deux fragments d’eGFP. Pour cela, les deux
fragments de la split-GFP ont été insérés dans deux protéines Gag différentes
(Gag_GFP11_MCS2 et Gag_MCS1_GFP1-10, reconstitution INTERmoléculaire). Dans le cas ou
ces deux protéines sont co-exprimées, la fluorescence est alors essentiellement observée au
niveau de la membrane plasmique ou la forte densité de protéines Gag favorise la
reconstitution intermoléculaire et trés peu dans le cytoplasme contrairement a I'observation
en INTRA. Ces données confirment que la split-GFP est la technique appropriée pour observer
la forme compacte de Gag in cellulo, qui est donc majoritairement présente dans le
cytoplasme.

Afin de réaliser une mesure plus quantitative, nous avons imagé par microscopie confocale un
grand nombre de cellules puis quantifié, grace a un plugin Image J les intensités de
fluorescence dans le cytoplasme et a la membrane de cellules exprimant les dérivés de Gag
permettant une reconstitution INTRA ou INTER. Les analyses statistiques sur un grand nombre
d’échantillons ont confirmé une différence significative entre les reconstitutions INTRA et
INTER de I'eGFP. Dans le cas de la reconstitution INTRA, des fluorescences équivalentes sont
observées dans le cytoplasme et a la membrane, alors que dans la reconstitution INTER, la
fluorescence est beaucoup plus importante au niveau de la membrane plasmique. Cette
différence confirme que la fluorescence observée a la membrane est plutot provoquée par
une reconstitution INTER liée au fort degré d’oligomérisation de Gag a la membrane
(Derdowski et al., 2004; El Meshri et al., 2015; Fritz et al., 2010; Kutluay and Bieniasz, 2010).
En revanche, en INTRA, la forte fluorescence dans le cytoplasme conforte I'existence d’une
forme compacte de Gag dans le cytoplasme et valide les hypothéses émises dans différentes
études préalables (Datta et al., 2007a, 2011a; Munro et al., 2014).

Afin d’identifier les domaines de Gag importants dans I'obtention de la forme compacte, des
constructions codant pour divers mutants de Gag dont certains décrits comme limitant la

localisation membranaire ou diminuant la multimérisation (diminution du signal INTER) ont
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été réalisés. Nous avons montré que le domaine de liaison (AlinkCAC-CAN) entre les parties
N- et C-terminales de la MA ainsi que le domaine Sp1 jouent un réle limité dans le repliement
de Gag. C'est pourquoi, l'investigation pourrait se prolonger sur d’autres domaines de Gag
afin de déterminer le ou les régions de Gag impliquées dans le repliement sous forme
compacte. Il est a noter que 'insertion d’un fragment de split eGFP entre les domaines MA et
CA nous a empéché d’étudier 'importance de cette région dans le repliement. Or, la majorité
des études semble en effet pencher en faveur du réle déterminant de la région entre MA et
CA dans le repliement de Gag (Datta et al., 2007a, 2011a; Munro et al., 2014). Il serait donc
intéressant par la suite de placer les fragments de split-eGFP aux extrémités N- et C-terminales
afin d’étudier I'impact d’une délétion ou d’'une modification du domaine flexible entre MA et
CA dans la formation de la forme compacte.

Comme la stabilisation de la forme compacte de Gag par les acides nucléiques nécessiterait
I'interaction de ces derniers avec a la fois les domaines MA et NC (pour revue, voir Muriaux
and Darlix, 2010, Chukkapalli et al., 2010; Ott et al., 2005) nous avons muté ces domaines de
fixation de I’ARN. Le domaine NC a donc été supprimé (ANC) et/ou trois lysines de la Matrice
ont été mutées en thréonines (KKK-25, 26, 27-TTT). Nos données montrent que ces mutations
limitent la formation de la forme compacte, surtout lorsque ces deux modifications sont
associées, confirmant le réle des domaines MA et NC dans la stabilisation de la forme
compacte de Gag (Munro et al., 2014). Afin d’améliorer ces résultats, il serait intéressant de
muter un plus grand nombre de résidus impliqués dans la liaison de la MA avec les acides
nucléiques. En effet, il est probable que la mutation KKK-25,26,27-TTT ne supprime pas
complétement l'interaction avec les acides nucléiques.

L'utilisation d’une forme tri-partite de la split-eGFP pour montrer la forme compacte de Gag
in cellulo s’est également montrée intéressante. En effet, 'insertion de petits fragments au
sein de Gag (seulement un feuillet B entre MA et CA et un en C-terminale) limite la
modification de la protéine d’intérét. Le faible bruit de fond ainsi que la possibilité d’associer
le 3¢™e fragment a un partenaire indiquent que cet outil peut aussi étre utilisé pour étudier la
forme compacte de Gag. Par la suite, il serait intéressant d’utiliser la split-GFP tri-partite pour
visualiser la liaison de la forme compacte et I’ARN viral gréce a la reconnaissance des boucles
MS2 par la capside du bactériophage MS2 couplé a un des fragments de la split-eGFP. Ainsi,
en placant deux fragments de la split tri-partite au niveau de Gag (GFP10 entre MA et CA et

GFP11 en C-terminale) et en couplant le reste du tonneau beta constituant I’'eGFP (GF1-9) avec
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la capside de MS2, il sera possible de valider la liaison de Gag repliée a I’ARN viral du VIH-1
auquel aura été ajouté les boucles MS2. En effet, nous pensons que la forme compacte de Gag
favorise la fixation de I’ARN viral spécifiguement pour le transporter vers la membrane. C’est
pourquoi, si nous sommes capables de trouver un mutant qui ne donne pas de forme
compacte (autre que ANC_KK-TT), il serait intéressant d’utiliser ce mutant pour étudier
I'impact de la forme compacte dans la sélection de I’ARN viral spécifique en comparaison de
la forme sauvage.

Des études biochimiques (fractionnement cellulaire, gels de protéine natifs et dénaturants,
western blot) ont également permis de confirmer la présence d’une forme repliée de Gag dans
le cytoplasme. Pour compléter la caractérisation de cette forme compacte, plusieurs
approches de spectrométrie de masse ont été utilisées en collaboration avec le laboratoire du
Dr S. Cianferani (Institut Pluridisciplinaire Hubert CURIEN, Strasbourg) :

- Premierement, un protocole couplant un pontage chimique des protéines et une
purification par immuno-précipitation des lysats cellulaires a été développé. Les
échantillons issus de cette précipitation ont été partiellement digérés par la
trypsine et les peptides obtenus ont été analysés par spectrométrie de masse afin
de différencier les peptides issus d’une reconstitution intramoléculaire (forme
compacte de Gag) de ceux obtenus par association intermoléculaire (multimeres
de Gag). Les résultats préliminaires semblent valider le repliement de Gag. Les
mesures devront encore étre complétées et affinées afin de compléter la validation
de la forme compacte de Gag in cellulo.

- Deuxiemement, comme a ce jour les résultats in vitro montrant I'existence de la
forme compacte ont uniquement utilisé une forme de Gag tronquée de son
domaine p6 (GagAp6), une forme sauvage complete de Gag a été purifiée pour
montrer sa capacité a se replier sous forme compacte. Des expériences de
spectrométrie de masse a mobilité ionique ont été initiées. Pour cette technique,
il est indispensable de modifier le tampon de purification de la protéine Gag car
celui actuellement utilisé rend trés compliqué les expériences de mobilité ionique.
Nous espérons grace a cette approche, pouvoir confirmer directement I'existence
d’une forme compacte. L'utilisation de polyA25 devrait permettre d’induire le
repliement de la protéine grace a leur reconnaissance par Gag. Le passage a des

études in vitro nous permettra aussi de rechercher plus aisément un mutant
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diminuant la forme compacte. En ajoutant a Gag purifié des ARN de séquence, de

longueur ou de nature variable, nous pourrons également travailler sur la sélection

de I’ARN viral.
Pour continuer ce projet, il est important de renouveler et d’'améliorer I'expérience d’analyse
des peptides cross-linkés par spectrométrie de masse pour confirmer les résultats obtenus
mais également de continuer les investigations in vitro par spectrométrie de masse a mobilité
ionique.
De plus, nous possédons au laboratoire de nombreuses techniques de fluorescence
(anisotropie et spectroscopie de fluorescence, spectroscopie a corrélation de fluorescence par
exemple) permettant I’étude de protéines in vitro. Plusieurs plasmides ont été préparés pour
permettre la purification de protéines Gag recombinantes associées aux différents fragments
de split-GFP bi-partite. Ceci permettra de visualiser in vitro I'apparition de la fluorescence a
partir des fragments de la split-GFP placés dans Gag. Le repliement de Gag, ainsi que sa
dynamique en fonction de I’environnement (ARN, membrane, pH, différents partenaires, ...)
pourront étre étudiés afin de déterminer les parametres clés pour le repliement de la
protéine. Grace aux différents instruments disponibles au laboratoire, I'étude compléte in

vitro de la forme compacte de Gag par le systéme split-GFP pourra alors étre réalisée.
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Résumé

Les thérapies actuelles ciblant les étapes clés du cycle de réplication du VIH-1 sont puissantes et
sélectives, mais des échecs thérapeutiques sont apparus en raison de I'émergence de résistance aux
médicaments. Par conséquent, il existe un besoin urgent de développer de nouveaux médicaments qui
utilisent des stratégies thérapeutiques alternatives. Cibler la protéine de nucléocapside (NCp7) est une
stratégie prometteuse car NCp7 joue un rdle clé dans la réplication du VIH et sa séquence est
hautement conservée dans les différentes souches du VIH. L'objectif du consortium européen
THINPAD est de sélectionner des inhibiteurs spécifiques de la NCp7. Pour cribler les molécules, nous
avons établi un test d’infectivité in cellulo utilisant la capacité des molécules sélectionnées a inhiber
I'infection de cellules Hela par des pseudo-particules non-réplicatives mimant la phase précoce du
cycle d'infection virale du VIH-1. Afin de comprendre le mécanisme d'action des meilleures molécules
sélectionnées, nous avons mis en place un test d'addition des molécules a différents temps post-
infection et un test d'assemblage basé sur la technique de FRET-FLIM.

La polyprotéine Gag est un précurseur nécessaire et suffisant pour la formation de particules virales
mais le mécanisme de sélection de seulement deux copies d’ARN spécifique par virion est encore mal
compris. Dans Gag, il y a deux sites d’interaction pour I'ARN. L'un de ces sites est le domaine de
nucléocapside (NC), qui contient deux doigts de zinc capables de recruter ’ARN génomique viral. Le
second site est constitué par les résidus basiques du domaine Matrice (MA). Ces deux sites peuvent
interagir avec I'ARN simultanément et stabiliser la forme compacte de Gag. Pour démontrer in cellulo
ce repliement de Gag, nous avons utilisé un systéme de split-Green Fluorescent Protein (GFP) et
combiné différentes techniques de microscopie et de biochimie. Afin de compléter cette étude, le
repliement sous forme compacte de différents mutants de Gag qui ont perdu totalement ou
partiellement leurs capacités d’interaction avec I'ARN a également été étudié.

Mots clés : VIH-1, NCp7, inhibiteurs, Gag, forme compacte, split-GFP

Abstract

Current therapies targeting key steps of the HIV replication cycle are potent and selective, but clinical
failures appeared due to the emergence of drug resistance. Hence, there is an urgent need for novel
drugs and alternative therapeutic strategies. Targeting the HIV NucleoCapsid protein (NCp7) is a
promising strategy since NCp7 plays key roles in HIV replication and its sequence is highly conserved
across HIV strains. The European consortium THINPAD aims at selecting specific NCp7 inhibitors. To
screen molecules, we established an in-cellulo infectivity-assay based on the ability of the selected hits
to inhibit the infection of Hela cells by non-replicative HIV-1 pseudoparticles mimicking the early phase
of the virus infection cycle. In order to decipher the mechanisms of action of the best hits, we
implemented a time of addition assay and a FRET-FLIM based assembly assay.

The HIV-1 Gag polyprotein precursor is necessary and sufficient for the formation and the release of
virus-like-particles but the mechanism of selection of only two copies of specific RNA per virion need
to be further understood. In Gag, there are two interaction sites for RNA, namely the NucleoCapsid
(NC) domain, which contains two zinc fingers able to recruit the dimeric virus genome, and the basic
residues of the Matrix domain (MA). It was previously shown in vitro that these two sites can interact
with RNA in order to stabilize a compact form of Gag. To demonstrate in cellulo this compact form of
Gag, we used a split-Green Fluorescent Protein (GFP) system together with different microscopy and
biochemical techniques. To complete this study, we monitored the folding of Gag mutants which
have lost their ability to interact with RNA.

Key words: HIV-1, NCp7, inhibitors, Gag, compact shape, split-GFP




