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INTRODUCTION

Ce manuscrit a pour but de retracer mes expériences de recherche depuis mon doctorat
jusqu’a celles que je mene aujourd’hui. Tout au long de mon parcours professionnel
scientifique —initié aprés avoir été danseuse professionnelle et repris des études universitaires
en biologie cellulaire et moléculaire — j'ai fait le choix d’évoluer dans des domaines et des
thématiques tres différents, allant scientifiquement du gene a la structure de la protéine. Ce
parcours atypique a été pour moi extrémement enrichissant, me permettant de travailler sur
des thématiques différentes et d’avoir une vision élargie et complémentaire de ce qu’il est
possible de faire de maniére pluridisciplinaire en recherche fondamentale en biologie.

Jai effectué ma these en génétique bactérienne, sur I'étude de la mobilité des éléments
transposables chez la bactérie Escherichia coli, de 1997 a 2001, au sein du Laboratoire de
Plasticité et Expression des Génomes Microbiens - au CERMO de Grenoble - sous la direction
de Michel Blot et la co-supervision de Dominique Schneider. Par la suite j'ai réalisé un stage
postdoctoral en biochimie des protéines membranaires, sur la caractérisation de protéines
essentielles a la division bactérienne de I'agent pathogéne Streptococcus pneumoniae, a
I'Institut de Biologie Structurale de Grenoble dans le Laboratoire d’Ingénierie des
Macromolécules dirigé par Thierry Vernet. C’est au sein de ce laboratoire que j'ai été recrutée
—en 2004 par la Fondation Rhone Alpes Futur puis en 2008 par le CEA — en tant qu’ingénieure
de recherche pour mettre en place et gérer une plateforme automatisée dédiée a la biologie
moléculaire, a I'expression et a la purification de protéines. Jai travaillé en tant que
responsable de la plateforme RoBioMol jusqu’en décembre 2013. J'ai alors souhaité faire
évoluer ma carriere et retrouver un poste de recherche a temps plein. C'est en janvier 2014
que j'ai rejoint le groupe Infection Virale et Cancer de I'IBS (aujourd’hui Epigen) dirigé par Carlo
Petosa, et que je me suis spécialisée dans la caractérisation des interactions protéiques par
la biologie structurale intégrative, en étudiant I'interaction de la protéine Rev du VIH-1 avec
la protéine humaine Impp, essentielle a I'import nucléaire de Rev et a la réplication virale.

Durant toutes ces années, j’ai toujours eu a coeur de valoriser mon travail de recherche et
de développement par des publications scientifiques, afin de contribuer au mieux a I'avancée
des thémes de recherche dans lesquels j'ai été impliquée. J'ai aussi accordé beaucoup
d’importance a former des étudiants a des niveaux tres différents et a valoriser leur travail par
des publications. J'ai ainsi encadré 18 étudiants dont 4 Masters 2, 2 doctorants (dont un en
cours en co-supervision a I'EDCSV) et 1 post-doctorante, avec lesquels je co-signe 5
publications dont 3 en tant qu’auteur correspondant.

De plus, de 2004 a 2013 et depuis 2018, jai eu la chance de travailler en étroite collaboration
avec 4 technicien(ne)s. Ce travail d’encadrement m’a aussi permis de co-signer 8 autres
publications dont 2 en tant qu’auteur correspondant.

J’ai dernierement obtenu un financement aupres de ’ANRS en tant que porteuse de projet
pour réaliser la premiere partie du projet de recherche que je propose.
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2- SYNTHESE DES ACTIVITES DOCTORALES

Jai réalisé ma thése de 1997 a 2001, au sein du Laboratoire de Plasticité et Expression des
Génomes Microbiens - au CERMO de Grenoble - sous la direction de Michel Blot et la co-
supervision de Dominique Schneider. J'ai été la premiére doctorante dans ce laboratoire
nouvellement créé en 1995, grace a une ATIPE obtenue par Michel Blot, et qui a été fermé en
2002 apres sa disparition prématurée.

Transposition de séquences d'insertion (IS) chez la bactérie Escherichia coli

Au cours de ce stage doctoral, jai étudié la régulation de la transposition de séquences
d’insertion (IS) chez la bactérie Escherichia coli, selon les conditions de croissance, I'état
physiologique et le contexte génétique de la bactérie. Les IS sont de petits éléments
transposables (ETs) simples, qui codent uniguement pour les fonctions impliquées dans leur
mobilité (transposase). Les ETs jouent un réle important dans la variation génétique et le
remodelage du génome de leur h6te, méme dans des conditions dans lesquelles les bactéries
ne se divisent pas. Les IS interviennent dans de nombreuses mutations (effet polaire,
inactivation, activation de genes) et réarrangements chromosomiques (délétions, inversions,
duplications). Le but de ce travail était de caractériser les facteurs cellulaires et
environnementaux qui pouvaient moduler la mutagenése au cours des différentes phases
d’une culture bactérienne. Ce travail s’inscrit dans la compréhension de la mobilité des IS, afin
d’identifier les conditions qui pourraient favoriser I’évolution des génomes bactériens.

L’étude comparative de la transposition au sein de la mutagénése spontanée au cours de la
croissance bactérienne a nécessité (1) la mise au point d'un systéme rapporteur et des
conditions expérimentales, afin d’étudier (2) I'effet de différentes conditions physiologiques
(croissance, arrét de croissance) pour (3) des souches bactériennes aux génotypes différents.

Mise au point d’un protocole d’étude de la mutagenése spontanée

Le systéeme rapporteur utilisé dans cette étude est porté par un plasmide et est constitué
d’un gene tetA conférant la résistance a la tétracycline sous le contréle d’'un promoteur régulé
par un répresseur actif. Il a été optimisé pour pouvoir sélectionner des mutants de type « perte
de fonction » dues a des mutations ponctuelles, des délétions et des insertions, apparaissant
spontanément en conditions de croissance exponentielle et d’arrét de la division cellulaire. La
sélection de mutants résistants a la tétracycline, a l'aide de ce plasmide a large spectre d’hétes,
permet d’étudier des éléments génétiques mobiles dans une grande variété de bactéries gram-
négatives. Ce développement a fait I'objet d’'un premier manuscrit (Publication P1).

Conditions physiologiques et génétiques favorables a la transposition des IS

La comparaison de la nature de 1674 mutants indépendants, obtenus dans plusieurs
conditions physiologiques et contextes génétiques, a montré que la mobilité des IS n'était pas
constante au cours de la croissance bactérienne. En milieu riche, la transposition des IS est
totalement absente en phase de croissance exponentielle, et ne se produit qu'en phase
stationnaire, et semble étre indépendant du facteur de transcription RpoS spécifique de la
phase stationnaire. Cependant, la transposition peut se produire en phase de croissance
exponentielle dans un milieu ou la croissance est ralentie par des carences nutritionnelles, ou
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de maniére beaucoup plus élevée dans la souche bactérienne dénommeée 431, présentant une
délétion d’une région de son chromosome. L'hypothése formulée a l'issue de ce travail est que
la transposition de certaines IS est favorisée lorsque le bon fonctionnement cellulaire est altéré,
permettant a la bactérie d’évoluer pour s’adapter a de nouvelles conditions
environnementales.

Caractérisation de la protéine hyperactive RpoS#3!, codé par I'alléle rpoS de la souche 431,
stabilisée en phase de croissance exponentielle

Au cours de la caractérisation génétique de la souche 431, j’ai découvert fortuitement une
mutation au niveau du géne rpoS, conférant une protéine hyperactive, de poids moléculaire
plus faible que la protéine sauvage, qui n'est plus dégradée en phase de croissance
exponentielle par le systéme ClpXP/RSSB. La caractérisation de RpoS*3*! a permis de découvrir
une région N-terminale essentielle a la liaison du régulateur RssB, nécessaire a la protéolyse de
la protéine RpoS par le systéme ClpXP, et de proposer la séquence des évenements qui menent
a l'initiation de la dégradation du facteur de transcription.

Ce travail, effectué en collaboration avec I'équipe de Régine Hengge (Allemagne) spécialiste
du facteur de transcription RpoS, a été valorisé par un article dans EMBO Journal (Publication
P2).

3- SYNTHESE DES ACTIVITES POSTDOCTORALES

Les sujets de recherche dans lesquels j'ai été impliquée depuis ma thése sont variés mais
peuvent étre néanmoins regroupés dans deux thématiques : (1) I'étude de protéines ou de
complexes protéiques essentielles a la réplication d’un agent pathogene (bactérie, virus),
dont l'activité ou linteraction constitue une cible thérapeutique potentielle, et (2) le
développement d’outils en biologie moléculaire et biochimie des protéines, permettant de
faciliter le criblage de conditions expérimentales. Cette double compétence m’a aidée au fil
du temps a aborder mes sujets de recherche avec une approche plus large, en n’hésitant pas a
cribler pour tenter d’identifier les constructions et les procédés les plus prometteurs.

3.1- RECHERCHES POST-DOCTORALES (2001-2004)

Le travail que j’ai effectué sur la caractérisation de la protéine RpoS durant la derniére partie
de ma thése, m’a donné I'envie de réaliser un stage postdoctoral en biochimie des protéines.
C’est dans ce contexte que j'ai intégré le laboratoire d’ingénierie des macromolécules (LIM) -
aujourd’hui Groupe Pneumocoque (PG) - dirigé par Thierry Vernet a I'IBS, qui proposait un sujet
sur la caractérisation de protéines membranaires. L'équipe est spécialisée dans la biologie de
Streptococcus pneumoniae et étudie en particulier les mécanismes de synthése de la paroi, la
résistance aux antibiotiques, la division et la virulence bactérienne.
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Caractérisation de protéines membranaires impliqguées dans la division bactérienne de
Streptococcus pneumoniae

Au cours de ce stage postdoctoral, je me suis formée et intéressée a étudier et a caractériser
des protéines membranaires du pneumocoque, impliquées dans le processus encore mal
compris de la synthése du peptidoglycane (PG). La structure du PG, macromolécule géante qui
entoure la cellule, maintient la forme et I'intégrité de la bactérie et constitue un échafaudage
pour les autres composants de la paroi cellulaire. Sa synthése est assurée par un ensemble de
protéines essentielles, qui s’associent au sein de complexes multiprotéiques pour assurer
I’élongation et la division cellulaire, mais dont l'orchestration et la régulation restent a
déterminer.

S. pneumoniae est un agent pathogéne humain, responsable majoritairement d’otites, de
pneumonies invasives et de méningites, qui présente une haute résistance aux antibiotiques et
qui constitue un probléme de santé publique majeur. La caractérisation et I'identification de
protéines ou complexes protéiques impliqués dans la synthese de PG et la division bactérienne
du pneumocoque s’inscrit donc dans un programme de lutte contre la résistance aux
antibiotiques.

3.1.1- FtsW et RodA : Protéines membranaires intégrales impliquées dans la synthése de
PG

Dans la premiére partie de mon stage postdoctoral, je me suis intéressée aux protéines FtsW
et RodA, protéines membranaires intégrales homologues — contenant 10 segments
transmembranaires — impliquées dans la translocation du précurseur lipidique du PG a travers
la membrane cytoplasmique, respectivement durant la division et I'élongation des cellules
bactériennes. A cette époque, le laboratoire n’avait aucune expérience dans la purification de
protéines membranaires (bi- ou multi-topiques), ayant concentré ses travaux jusqu’alors sur
I'activité des domaines protéiques extra-membranaires. Ainsi, nous avons mis au point la
surexpression, la solubilisation et la purification de FtsW et RodA du pneumocoque dans E. coli,
afin d’obtenir des protéines pures et fonctionnelles pouvant étre incorporées dans des
vésicules lipidiques reconstituées (Figure 1) (Publication P3). Cette étude a été déterminante
pour la suite de notre travail, portant sur 'identification et la caractérisation de complexes
protéiques membranaires spécifiguement impliqués dans la division du pneumocoque.

Ce travail a aussi été pour moi I'occasion de superviser mon premier étudiant, Etienne
Rogeau (1lere année Ecole d’Ingénieur de chimie, Montpellier).
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Figure 1: Protéine FtsW de S. pneumoniae exprimée dans E. coli : purification par
chromatographie d'affinité (A-B) et test d’incorporation dans des liposomes (C). A-B. Les
fractions correspondant aux différentes étapes de purification de Hiss-FtsW sont visualisées par
SDS-PAGE coloré a I'argent (A) ou par western blot révélé a I'aide d’un anticorps anti-His-HRP
(B). Puits : 1, extrait cellulaire total apres induction ; 2, membranes ; 3, protéines solubilisées par
du LAPAO ; 4-7, fractions de lavage ; 8-11, fractions d'élution. C. Test d’incorporation dans des
liposomes de DOPC. L’incorporation des protéines purifiées a été analysée par
ultracentrifugation sur un gradient discontinu de sucrose (5-40%) et par dot blot avec des
anticorps spécifiques conjugués a la peroxydase. MP, Melibiose perméase. Noirclerc-Savoye M.,
Morlot C. et al, Protein Expression and Purification (2003) !

3.1.2- DivIB, DivIC, FtsL: Protéines interdépendantes, essentielles a la division
bactérienne

Parla suite je me suis intéressée a la caractérisation d’'un complexe membranaire impliquant
DivIB, DivIC, FtslL, protéines membranaires bitopiques — possédant un seul segment
transmembranaire — essentielles a la division bactérienne, dont la fonction reste mal comprise
mais dont I'interdépendance dans la stabilité et la localisation avait été démontrée in vivo.

Dans un premier temps, nous avons reconstitué in vitro un complexe trimérique constitué
des domaines extracellulaires des trois protéines. Nous avons montré que le domaine
extracellulaire de DivIB s'associe a I'hétérodimére DivIC/FtsL dont |'hétérodimérisation,
essentielle a I'interaction avec DivlIB, a été artificiellement contrainte avec des hélices formant
un coiled-coil (Figure 2A, B). Des expériences d'immunofluorescence ont montré que DivIC est
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toujours localisé au milieu de la cellule, contrairement a DivIB et FtsL, qui sont co-localisées
avec DivIC seulement pendant la septation (Figure 2C-E). Dans I'ensemble, nos données
suggerent que I'assemblage du complexe trimérique DivIB/DivIC/FtsL est régulé au cours du
cycle cellulaire par la formation controlée de I'hétérodimere DivIC/FtsL (Figure 2F).

La reconstitution in vitro du complexe trimérique contenant DivIB, FtsL et DiviC démontre
pour la premiere fois I'interaction physique des 3 protéines, suggérée dans la littérature par
des études génétiques et de localisation. Ce travail a fait I'objet de la publication P5.
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dans la division bactérienne, qui s'assemble en anneau a I'emplacement du futur septum au
niveau duquel les cellules filles vont ensuite se séparer, et qui permet de recrutement des
autres acteurs de la division bactérienne (entre autres FtsL, DivIB, DiviC et FtsW). D. Co-
immunolocalisation de FtsL ou DivIB (vert) avec FtsZ (rouge). E. Co-immunolocalisation de
FtsL ou DivIB (vert) avec DivIC (rouge). F. Modéle de localisation des protéines membranaires
au cours de la division cellulaire de S. pneumoniae proposé a partir des expériences
d’immunolocalisation présentées dans les panels C-E. La localisation de FtsZ est représentée
en gris, les hachures penchées vers la droite indiquent la présence de DivIB et de FtsL, les
hachures penchées vers la gauche celle de DivIC, de FtsW et des Penicillin Binding Proteins
(PBP) septales. Les PBP non septales suivent la localisation des anneaux équatoriaux
dupliqués, représentés par des bosses noires de peptidoglycane. Noirclerc-Savoye M., Le
Gouellec A. et al, Mol Microbiol (2005) °.

3.1.3- DivIB, DivIC, FtsL, FtsW et PBP2x: Reconstitution de complexes protéiques
membranaires impliqués dans la synthése de PG au site de division

Par la suite nous nous sommes concentrés sur les protéines membranaires entieres,
intégrant les domaines transmembranaires essentiels au recrutement des protéines au site de
division et probablement impliqués dans des interactions protéine-protéine.

Nous avons alors mis au point la co-surexpression de plusieurs protéines membranaires et
leurs extractions des membranes a I'aide de détergents, pour obtenir des complexes de
protéines membranaires purs et fonctionnels. Ce travail a fortement participé a la mise au point
et au développement du service de « criblage de détergents pour la solubilisation de protéines
membranaires » proposé par la suite par la plateforme RoBioMol (voir plus loin).

De cette maniére nous avons pu isoler avec une excellente pureté quatre complexes
membranaires de la division tardive de S. pneumoniae, dont I'existence était suggérée mais qui
n’avaient pas pu étre purifiés in vivo de par leurs instabilités et leurs labilités : DivIB/DivIC/FtsL,
DivIB/DivIC/FtsL/PBP2x, DivIB/DivIC/FtsL/FtsW/PBP2x et FtsW/PBP2x (Figure 3A-D). A l'aide
des tests d’activité de PBP2x — Penicillin-Binding Protein 2x protéine impliquée dans la
réticulation des chaines glycanes du PG au cours de la division — nous avons pu confirmer la
fonctionnalité de la protéine au sein des complexes reconstitués (Figure 3E). Puisque qu’aucun
autre test d’activité in vitro n’existe pour les protéines DivIB, DivIC, FtsL et FtsW, la
fonctionnalité des autres complexes ne contenant pas PBP2x n’a pu étre démontrée.
Cependant, nous avons mis en évidence le role stabilisateur des interactions protéine-protéine
au sein de chaque complexe isolé, a I'aide de tests comparatifs de digestion a la trypsine.

Ce travail a permis d’isoler des complexes de protéines membranaires spécifiqguement
impliqués dans la division cellulaire de S. pneumoniae, ce qui constitue la premiere étape
nécessaire a la reconstitution in vitro de la synthése septale de PG. Cette étude a fait I'objet de
deux publications (P17, P22) dont une que je co-signe avec Violaine Lantez, technicienne
que j'ai supervisée, en co-auteur correspondant (P22).
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Figure 3: Purification de complexes de protéines membranaires recombinantes
impliquées dans la synthése de la paroi cellulaire septale (A) et tests d’activité de PBP2x
correspondants (B). A. Purification des complexes protéiques a partir de membranes de
souches E. coli surexprimant les combinaisons de protéines membranaires indiquées. L, W et
E représentent respectivement les fractions de charge, de lavage et d'élution. B. Evolution
temporelle de I'hydrolyse du substrat S2d de PBP2x, qui mime la premiére étape de la
transpeptidation, par la protéine purifiée seule ou en complexe. Noirclerc-Savoye M., Lantez
V. et al, PLOS One (2013)

L’'ensemble des travaux réalisés au cours de ce stage postdoctoral a participé a faire
progresser la compréhension du métabolisme de synthése de PG chez le pneumocoque, en
démontrant I'existence de complexes membranaires stables impliqués dans la synthese septale
de PG. lls ouvrent la voie a une reconstitution compléte de la synthése de PG in vitro, qui sera
essentielle pour I'élucidation de ses mécanismes de régulation extrémement complexes.

3.2- INGENIEURE DE RECHERCHE
3.2.1- Plateforme RoBioMol (2004-2013)

A la fin de mon contrat postdoctoral, Thierry Vernet m’a proposé de rester au sein de son
laboratoire pour monter avec lui la plateforme (PF) automatisée RoBioMol, PF de services
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spécialisée dans les processus de biologie moléculaire et biochimie des protéines a haut débit.
Jai tout d’abord été embauchée, fin 2004, en CDI par la Fondation Rhéne Alpes Futur, puis j’ai
obtenu un poste permanent d’ingénieure de recherche au CEA en 2008. Durant toute cette
période, j’ai eu la chance de travailler avec Benoit Gallet, recruté en tant que technicien sur la
PFjusqu’en 2010, puis Violaine Lantez embauchée en CDD de 2011 a 2012 et enfin Anne-Marie
Villard arrivée en renfort en 2012. J'ai été responsable de la PF jusqu’a fin 2013.

Pour monter cette PF de novo nous avons d{ au préalable faire une étude comparative des
automates disponibles sur le marché, visiter les laboratoires académiques pionniers dans
I’automatisation et le haut débit, et rédiger les cahiers des charges afin d’acquérir les deux
systémes d’automates sélectionnés (Qiagen et Hamilton). Nous avons alors développé tout un
ensemble de protocoles de biologie moléculaire robustes et universels, permettant
d’effectuer jusqu’a 96 expériences en paralléle pour une large variété de cibles et d’étre
exécutés par les automates que nous avions acquis. L'ensemble des protocoles développés
regroupent toutes les étapes nécessaires a la réalisation — en format 24-96 puits —
d’expériences de (i) PCR, (ii) clonage de génes (Figure 4), (iii) mutagenése dirigée, (iv)
transformation bactérienne, (v) cultures bactériennes, (vi) purification de plasmide, (vii)
expression et (viii) purification de protéines solubles (Figure 5) et membranaires, (ix) criblage
de détergents (Figure 6), (x) marquage isotopique (Figure 7) ou (xi) repliement de protéines
marquées dénaturées (Figure 8).
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A B Insert Linear vector

M123456 7 89 101112131415

mAU ¢ % B
b Linear vector , SKb_
4 Kb—
50 6
40 3
4
30
3
20 p
o I 03Kb-
0 : 0
0 10 20 30 40 50 60 ml
C
M1 234567 89101112131415161718192021222324M
2Kb _
1 Kb —
0.5 Kb —
D
Gene number Plasmid  Technique used Insert size (bp) % of positive clones (no. of clones tested)
1 pLIM13 Ligation 1233 50% (4)
2 pLIM13 Ligation 1131 50% (4)
3 pLIM13 Ligation 1683 75% (4)
4 pLIM13 Ligation 816 50% (4)
5 pLIM13 Ligation 657 50% (4)
6 pLIM13 In-Fusion 627 87% (8)
7 pLIM13 In-Fusion 600 100% (8)
8 pLIM13 Ligation 672 75% (4)
9 pLIM13 In-Fusion 3501 37% (8)
10 pLIM13 In-Fusion 603 100% (8)
11 pLIM13 In-Fusion 1950 50% (8)
12 pLIM13 In-Fusion 1887 75% (8)
13 pLIM13 Ligation 1962 100% (4)
14 pLIM13 In-Fusion 1557 75% (8)
15 pLIM13 Ligation 456 100% (4)
16 pLIM13 In-Fusion 1119 55% (9)
17 pLIM13 In-Fusion 843 100% (3)
18 pLIM13 In-Fusion 837 87% (8)
19 pLIM13 Ligation 489 50% (4)
20 pLIM13 Ligation 387 50% (2)
21 pLIM13 In-Fusion 1116 100% (3)
22 pLIM13 In-Fusion 1302 100% (8)
23 pLIM13 Ligation 1038 50% (2)
24 pLIM13 In-Fusion 1059 100% (8)

Figure 4 : Purification a grande échelle d'ADN plasmidique linéaire pour le clonage de
genes a haut débit. A. Purification par chromatographie d'échange d'anions de plasmide
linéarisé. B. Analyse sur gel d'agarose des fractions correspondantes aux pics d'élution
présentés en (A). C. Résultat de I'amplification par PCR de 24 génes indépendants, a I'aide
d’un programme unique. D. Caractéristiques et efficacité des 24 genes clonés en paralléle a
I'aide du plasmide linéaire et des produits PCR obtenus en A et C, respectivement. Noirclerc-
Savoye M., Gallet B. et al, Biotechnology J, 20104
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Figure 5 : Purification automatisée de protéines solubles par colonne d’affinité. A. Plaque
de filtration 96 puits chargée de résine d’affinité (étape automatisée). B. Mise au point d’un
protocole de purification, permettant de purifier des protéines, surexprimées et taguées, a
partir d’extraits bruts de E. coli. Extraits bruts de E. coli et fractions d‘élution correspondantes
a sept expériences de purification réalisées en parallele, analysés sur gels SDS-PAGE, qui

démontrent la reproductibilité du protocole développé. Lundqvist J., Gallet B. et al, Discovery
Matters (2008) >
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Figure 6 : Criblage des détergents automatisé, pour la solubilisation des membranes et la
purification des protéines membranaires. A. Organigramme de la procédure (gauche) et
disposition du plateau du robot Microlab STAR (droite). B. Comparaison des résultats obtenus
pour une protéine a 6 segments transmembranaires (Hiss-UCP2) par des expériences de sous-
fractionnement par ultracentrifugation (IS, S) ou par la procédure automatisée (P). Mb,
fraction membranaire ; IS, fraction insoluble ; S, fraction solubilisée et P fraction purifiée. C.
Identification des detergents capables de maintenir I'interaction entre les sous-unités d’un
complexe membranaire composé des protéines bitopiques Hise-DivIB/DivIC/FtsL/PBP2x. D.
Résultat de I'échange de détergent lors de la purification d’une protéine a 10 segments
transmembranaires (Hiss-FtsW) préalablement solubilisée avec succés en LAPAO. 1, 2,
représentent deux concentrations de détergent testées lors de I'étape de purification. Lantez
V., Nikolaidis I., Engineering in Life Science (2015) ©
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L’ensemble de ces services étaient disponibles, au niveau national, a la communauté
scientifique et aux industriels sous forme de campagnes organisées tout au long de I'année : (i)
campagne de clonages de génes ou de mutagenese associées a des tests d’expression et de
purification des protéines correspondantes, ou (ii) campagne de criblage de détergents pour la
solubilisation et la purification de protéines membranaires (individuelles ou en complexes).
RoBioMol, comme toutes les PF de I'institut, a été certifiée ISO 9001 grace a la mise en place
des procédures de qualité (rédaction des modes opératoires des protocoles utilisés,
enregistrement de toutes les étapes effectuées, controles des équipements, ...) afin d’assurer
une parfaite reproductibilité et tracabilité de I'ensemble des procédés utilisés.

. b c) d
@) Automated production of "L@ 11621 &P 12260 2 ’w_— 1286L
single-point mutations = D = @ : L% )
% - @™ | & = | &= |°
@ 5] P ) =
%C ( & 102 114 @@ w P aED " |
| Ay e & T nes = Cp nes €|
1286 E; 1266 -
Parallel = @ e @ & s = 15
small-scale expresion
e Fokos e w e W . - N
o D;0 e)
y * 17l @ 12601
Protein purification -z @g L 7 e 13
™\ R il e z
.,’«"r“" U 2 PR '% 1nes & = m 1185 LB -
st . s P> : 1286
@ _ @ @D | ; ( = @ |
468 kDa 1226 1226
SOFAST-methyl-TROSY o6 05 o4 03 oy X X o6 05 o4 o3 "
[ h) H (ppm) H (ppm)
; TTEA186V
P e B
ata Analysis %Jnes LD § D P _ LD -
s I s . &S @ | & @D e
el : T b 06 05 04 03 ® % o5 oa 03 R
mins to 1 hr per mutant 2 z ‘u(p,;m) 2 ; g (m"“) )

Figure 7 : Stratégie systématique basée sur la mutagenese pour des études par RMN a
I'aide de marquages isotopiques sur des groupes méthyles. a) Schéma de la stratégie
d'assignation RMN paralléle basée sur les mutations et des marquages spécifiques de groupes
méthyles. b-g) Exemples de spectres de mutants utilisés pour assigner des corrélations
d’isoleucines individuelles. En noir, spectres de référence de la protéine native, en rouge,
spectres des protéines mutantes. Amero C., Asuncion Dura M. et al, J Biol Mol (2011) 7
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Figure 8 : Criblage et optimisation de constructions protéiques marquées >N, pour des
études structurales par RMN. A. lllustration du protocole automatisé RoBioMol-NMR pour
I'expression, le marquage et la purification des protéines. B. Spectres SOFAST-HMQC des
constructions dsRBD1 (B), dsRBD2 (C), domaine Kh (D) dsRBD1-2 (E), et des trois domaines (F)
de la protéine HYL1 d’Arabidopsis thaliana. Expérience permettant de déterminer que HYL1
est composée de deux domaines dsRBD structurés qui n'interagissent pas entre eux, Suivis
d'un domaine Kh non structuré. Rasia R., Noirclerc-Savoye M. et al, Protein Sci (2008) &

Durant toutes ces années ouU j’ai été en charge de la PF RoBioMol, j'ai directement supervisé
le travail des 3 technicien(ne)s, avec quij’ai étroitement travaillé. Malgré I'appartenance a une
plateforme de service, j’ai toujours cherché a valoriser les développements effectués par la PF
sous forme de publications scientifiques. J’ai aussi accordé beaucoup d’importance et pris
beaucoup de plaisir a former des étudiants dont j'ai été la maitre de stage: Mathias
Rechenmann (Master 2) avec qui je co-signe la publication P25 en tant qu’auteur
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correspondant ; Xavier Gérard et Sandrine Soaritiana (Masters 1) ; Yacine Niang et Florence
Gerin (Licences 3) ; Marilyne Summo, Ophélie Neurdin et Amélie Bochu (BTS). L'activité
RoBioMol a permis de publier 10 publications directement liées a ses développements
(Publications P7, P9, P13, P25) ou a ses collaborations (Publications P10, P12, P15, P21, P23,
P26) (Figures 7 et 8) et a été reconnue comme prestataire dans une ANR financée en 2012
(ANR ARCHELYSE, Bruno Franzetti). Durant cette période, j'ai été partenaire de quatre ANR
(DSPF, D. Bourgeois ; PneumoPG, A. Zapun ; NanolLife@work, J. Boisbouvier ; SOxygen, A.
Royant).

3.2.2- Collaboration sur les protéines fluorescentes, avec Antoine Royant

En parallele de I'activité de la PF RoBioMol, jai initié une étroite collaboration avec Antoine
Royant — chercheur CNRS dans I'équipe de Dominique Bourgeois (IBS) — sur la caractérisation
de protéines fluorescentes, afin de déterminer les détails structuraux responsables de leurs
propriétés de fluorescence dans le but d’établir des stratégies d’amélioration. Cette
collaboration a débuté par la caractérisation de I'EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein),
protéine utilisée comme outil rapporteur au sein d’expériences de criblage d’expression
protéique par la PF RoBioMol.

Caractérisation des protéines fluorescentes

La GFP, et plus largement les protéines fluorescentes (FP), ont révolutionné les sciences de
la vie en permettant de suivre I'expression, la localisation et le mouvement in vivo de protéines
auxquelles elles sont fusionnées. L'identification ou I'obtention de nouveaux variants de GFP,
avec des propriétés spectroscopiques et biophysiques différentes, permet d’élargir la palette
des applications mais nécessite souvent une certaine optimisation. Le travail principalement
réalisé avec A. Royant, est basé sur la détermination des structures de variants de FP afin de
relier la présence de mutations — au sein ou a proximité du chromophore — aux propriétés
photophysiques ou physicochimiques d’'une FP. Ces analyses permettent de suivre les
améliorations progressives des variants de FP, et d’ouvrir de nouvelles perspectives sur
I'évolution rationnelle des protéines fluorescentes et leurs applications.

Nos travaux ont principalement porté sur la GFP améliorée EGFP (Publication P16) ; la
protéine Cyan ECFP (Figure 9A) et ses variants Cerulean, mTurquoise et mTurquoise2
(Publications P11, P18, P19, P20, P28) ; mais aussi la FP infrarouge IFP2.0 (Publication P24).
Pour exemple, I'étude structurale de la protéine mTurquoise2, en comparaison avec son
ancétre mTurquoise, a permis de rationaliser 'amélioration des propriétés spectroscopiques,
résultant de la stabilisation du septiéme brin B et du chromophore par un ensemble de liaisons
de type van der Walls (vdW), (Figure 9B). La protéine mTurquoise2 devient la variante cyan
préférée pour l'imagerie (Figure 9C) et le transfert d'énergie par résonance de fluorescence
(FRET) a une protéine fluorescente jaune.
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Figure 9 : Caractérisation spectroscopique de mTurquoise2. A. Structure secondaire de
ECFP (gris) — ancétre de mTurquoise2 — et de son chromophore (cyan) (pdb 2WSN). En jaune,
les résidus mutés dans les variants de I'ECFP (SCFP3A, mTurquoise, mTurquoise2, ...). En vert
au centre, le résidu 146 muté (lle >Phe) dans le variant mTurquoise2. B. Comparaison de
I'environnement du résidu 146 (appartenant au septiéme brin [5) dans mTurquoise (a) et
mTurquoise2 (b) — qui établit une série d’interaction vdW avec le chromophore (Trp66) et les
résidus hydrophobes lle167 et Val61 — expliquant I"‘augmentation du rendement quantique
de mTrurquoise2 (QY : 0.93) (pdb 3ZTF) par rapport a celui de mTurquoise (QY : 0.84) (pdb
4AR7). C. Images de microscopie a fluorescence de cellules HelLa exprimant mTurquoise2
fusionnée a diverses protéines, permettant de visualiser in vivo les performances améliorées
de la protéine. Goedhart J., von Stetten D. et al, Nat Commun (2012) ®

L'ensemble de cette collaboration a été productive (8 publications) et m’a permis d’étre
partenaire de deux ANR (ANR Blanc obtenue par Dominique Bourgeois en 2007 (Projet DSPF)
et ANR Jeune Chercheur obtenue par Antoine Royant en 2011 (Projet SOxygen)) et de co-
superviser avec A. Royant le travail de Céline Lafaye, postdoctorante embauchée dans le
cadre de I’ANR SOxygen et avec laquelle je co-signe 2 publications (P24, P31).

3.2.3- Groupe Epigen dans I’équipe de Carlo Petosa

En 2014, j’ai souhaité retrouver un poste 100% recherche, en acceptant de changer d’équipe
et de projet de recherche. C'est dans ce contexte que j'ai quitté la PF RoBioMol et rejoint
I"équipe de Carlo Petosa au sein du groupe VIC (Viral Infection and Cancer), aujourd’hui devenu
Epigen (Epigenetics and molecular pathways). L'équipe de C. Petosa s’est toujours intéressée a
I’étude structurale et fonctionnelle des protéines ayant une interaction avec des acides
nucléiques, y compris des facteurs qui jouent un role important dans la régulation de
I'expression de génes. Les travaux de |'équipe portent sur: (i) I'inhibition des cibles
épigénétiques dans les champignons pathogenes, (ii) la structure du nucléosome et de la
chromatine et (iii) le transport nucléocytoplasmique des protéines du VIH. Le but commun de
ces études est d’utiliser les données structurales — obtenues, par cristallographie aux rayons-
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X, cryo-microscopie électronique (cryo-ME) et techniques complémentaires — pour faciliter le
développement de nouvelles molécules d’utilité thérapeutique.

Depuis octobre 2020, en paralléle de mon implication principale dans le sujet sur I'import
nucléaire de Rev du VIH-1, je co-supervise le travail de these d’'Hasan Dawi, sur la mise au
point d'une nouvelle stratégie antifongique contre une levure émergente mortelle:
Candida auris. Ma supervision porte principalement sur les activités biochimiques et
biophysiques d'Hasan, d’un point de vue méthodologique et stratégique, et sur la
communication de ses résultats, plus que sur la thématique de recherche en elle-méme, pour
laquelle Carlo Petosa est en étroite collaboration avec Jéréme Govin a Institut pour I'Avancée
des Biosciences (IAB) de Grenoble.

Pour des raisons de clarté de ce manuscrit je souhaite (1) présenter succinctement le travail
d’Hasan Dawi sur la mise au point d'une nouvelle stratégie antifongique contre une levure
émergente mortelle : Candida auris, puis (2) présenter de maniere un peu plus détaillée le
travail réalisé, depuis mon intégration dans ['équipe de Carlo, sur le transport
nucléocytoplasmique de la protéine Rev du VIH-1, en lien avec le projet de recherche que je
propose de mener ces prochaines années.

A- Mise au point d'une nouvelle stratégie antifongique contre une levure émergente
mortelle : Candida auris

Les levures du genre Candida font partie des pathogenes fongiques humains les plus
importants, responsables d’infections invasives associées a une mortalité dans 30-40% des cas.
La vulnérabilité de I'homme a ces infections est notamment accrue chez les personnes
immunodéprimées, comme celles atteintes du SIDA, et [l'utilisation de médicaments
antifongiques conventionnels (tels que les azoles et les polyenes) semblent conduire a un échec
clinigue. Parmi les champignons commensaux humains, la levure multi-drogues résistante
Candida auris est responsable d’une part croissante et inquiétante des infections fongiques en
milieu hospitalier. Ce constat crée un besoin urgent de trouver de nouveaux agents
thérapeutiques pour combattre ce pathogene. Les protéines bromodomaines et extra-
terminales (BET), qui reconnaissent les lysines acétylées des histones a l'aide de leurs
bromodomaines (BD), sont impliquées dans la régulation de la transcription des genes et
I’organisation de la chromatine. La protéine Bdfl, est I'unique représentante de la famille de
protéines BET chez les espéces de Candida, et a été préalablement identifiée au laboratoire
comme nouvelle cible antifongique chez C. albicans. Bdfl contient deux BD, essentiels a la
survie de C. albicans et C. glabrata.

La thése d’Hasan Dawi se focalise sur Bdfl de C. auris (CauBdf1), afin d’identifier de petites
molécules inhibitrices spécifiques de chacun des deux BD sans inhiber de maniére significative
les BD des BET humaines. Cependant, le projet de trouver des composés ayant une activité
antifongique significative in vivo reste ambitieux, de par la capacité des champignons a évacuer
les composés toxiques par des pompes a efflux.
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Durant ces trois derniéres années, Hasan s’est principalement intéressé (i) a caractériser
biochimiguement et biophysiquement I'interaction de 21 inhibiteurs connus pour lier BD1 et
BD2 des protéines BET humaines, (ii) a déterminer des structures cristallines de chacun des BD
liés ou non a un sous-ensemble d’inhibiteurs les plus prometteurs pour C. auris (Figure 10), et
(iii) a réaliser des tests d'inhibition de la croissance cellulaire sur diverses souches fongiques (C.
albicans, C. glabrata, C. auris) afin d’évaluer in vivo I'activité et la spécificité des inhibiteurs
sélectionnés (en collaboration avec le laboratoire de Jérédme Govin, |AB). L'ensemble de ce
travail a demandé une part importante d’optimisation expérimentale (i) pour obtenir des
constructions protéiques stables et pures, compatibles avec des tests biochimiques ou de
cristallisation/diffraction, (ii) pour réaliser de maniére reproductible des tests d’interaction
protéine-inhibiteur in vitro, ou (iii) des tests d’inhibition de croissance in vivo. L'ensemble du
travail réalisé par Hasan a permis d’identifier jusqu’alors deux composés qui semblent étre
prometteurs pour I'inhibition spécifique de BD1 et BD2 sur plusieurs especes de Candida, et
qui devraient participer a larecherche et au développement de nouvelles molécules inhibitrices
plus puissantes et plus sélectives (en collaboration avec le groupe de chimie médicinale de
Charles McKenna a Los Angeles).

A CauBD1 apo form B CauBD2 apo form
(1.13A) (1.76 A)

CauBD2 + JQ-35
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Figure 10 : Structures co-cristallines de CauBD1 et CauBD2 en complexe avec des
inhibiteurs. A. Représentation électrostatique (RE) de CauBD1 apo ou en interaction avec les
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inhibiteurs I-BET726, PLX51107 et ABBVO75. B. RE de CauBDZ2 apo ou en interaction avec les
inhibiteurs I-BET726, PLX51107 Birabresib, JQ-35, Alobresib et MS645. C. Structure chimique
des inhibiteurs co-cristallisés avec CauBD1 ou CauBD2.

La quantité et la qualité des résultats obtenus jusqu’a maintenant par Hasan, et la prévision
de ceux qu’il devrait obtenir dans les prochains mois, devraient lui permettre de soutenir sa
thése dans d’excellentes conditions, en octobre 2024.

B- Transport nucléocytoplasmique des protéines du VIH : étude structurale de l'import
nucléaire de la protéine Rev du VIH-1

En 2014, I'une des principales thématiques de I'équipe de C. Petosa était I'étude du
transport nucléocytoplasmique de la protéine Rev (import et export), pour laquelle C. Petosa a
obtenu une ATIPE en 2008. L’objectif principal du projet « Etudes structurales du transport
nucléocytoplasmique du VIH-1 Rev et Tat » était de résoudre la structure du complexe
hétérotrimerique CRM1/Rev/Ran et des complexes hétérodimériques ImpB/Rev et ImpB/Tat,
identifiés comme cibles pour inhiber la réplication du virus.

A mon arrivée dans I'équipe, j’ai apporté mon soutien scientifique a Didier Spittler qui avait
débuté sa theése 2 ans et demi plus t6t (2011-2015) sur I'import nucléaire de Rev, dans un
contexte oU aucune donnée structurale du complexe ImpB/Rev n’avait été obtenue par
cristallographie. Cette position m’a amené a co-superviser la fin de son travail de these. Apres
la soutenance de Didier Spittler, jai poursuivi le sujet afin d’obtenir les données
supplémentaires permettant de publier et valoriser le travail de these de Didier. C’est dans ce
cadre que j'ai supervisé le travail de Rose-Laure Indorato (technicienne permanente), Simon
Harris (étudiant M2), Nadia Ben Fadhel (étudiante M1 & M2) et Lama Shamseddine
(étudiante M1), avec qui je co-signe deux publications en étant auteur correspondant
(Publications P30 et P32).

L'infection par le VIH reste un probléme sanitaire mondial malgré des progres scientifiques
remarquables et des traitements antirétroviraux (ARV) améliorés. Bien que la mise sous
traitement de prévention précoce permette une espérance de vie qui tend a celle de la
population générale, les effets secondaires a court et plus long terme ainsi que I’'émergence de
variants résistants aux ARV, illustrent I'intérét de continuer a trouver de nouvelles thérapies.
Actuellement, 5 des 8 étapes du cycle de réplication du VIH sont ciblées par les molécules
antirétrovirales, mais parmi la vingtaine d’antirétroviraux existants a ce jour, aucun ne cible
I'import nucléaire de Rev pourtant essentielle a la réplication virale du VIH-1. La
caractérisation structurale a résolution atomique du complexe ImpB/Rev s’inscrit donc dans un

programme d’identification de cible potentielle de lutte contre la réplication virale du VIH-1.

Pour cette partie du rapport, j’ai fait le choix de faire une introduction trés restreinte sur Rev
et Imppafin de privilégier une présentation plus compléte dans la partie « projet de recherche ».
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B1- Caractérisation de la protéine Rev en interaction avec la protéine humaine
Importine B

Rev (Regulator of Expression of Virion) est une protéine nucléocytoplasmique de liaison a
I'ARN, exprimée en phase précoce de l'infection du VIH-1 et essentielle a la synthése de
nouvelles particules virales. Pour assurer sa fonction, Rev doit étre importée dans le noyau par
la protéine humaine Importine B (Impp) © - 12,13 mpp est une protéine humaine
nucléocytoplasmique impliquée dans le transport nucléaire — en association avec la protéine
cellulaire Importine alpha (Impa) — des protéines porteuses d’un signal de localisation nucléaire
(NLS) (pour revue 4+ ). La protéine Rev, contourne cette voie d’'import dépendante de Impa,
en interagissant directement avec ImppB 3. L'interaction entre Rev et Impp est directe, et
I'inhibition spécifique de cette interaction blogue I'import nucléaire de Rev ' 13 Bien que cette
interaction ait été décrite et étudiée in vitro depuis la fin des années 90, les détails moléculaires
de cette interaction restent encore mal connus 1°.

L"étude de I'interaction entre Impp et Rev a pu étre initiée grace a une forte optimisation de
la purification de Rev, et une reconstitution in vitro du complexe a partir des protéines Rev et
ImpP purifiées individuellement. Malgré I'obtention d’un complexe homogéne extrémement
pur, les essais de cristallisation se sont avérés infructueux. La caractérisation de l'interaction
entre ImpP et Rev a alors été réalisée par un ensemble d’analyses biochimiques et
biophysiques approfondies. La formation du complexe ImpB/Rev a été étudiée par
chromatographie d’exclusion de taille (SEC), gel natif et spectrométrie de masse native et les
résidus impliqués dans la stabilité du complexe ont été identifiées par réticulation couplée a la
spectrométrie de masse (XL-MS), polarisation de fluorescence et RMN.

Les résultats principaux de cette étude sont résumés dans la Figure 11. lls montrent que :

(i) Impp, lie successivement deux monomeres de Rev, par l'intermédiaire de deux sites de
liaison indépendants de haute et de basse affinité (sites C et N, respectivement) (Figure 11A-
C). Ce résultat était inattendu puisque dans tous les complexes ImpB/protéine cargo
caractérisés a ce jour, Impp lie toujours une seule molécule de protéine cargo.

(i) Impp conserve une conformation étendue lors de sa liaison avec Rev (Figure 11D).

(iii) Rev se lie spécifiqguement a la surface interne de ImppB, par son domaine hélicoidal
structuré en épingle a cheveux (Figure 11C,E)

(iv) Linteraction entre Rev et Impf engagent des résidus arginine (chargés positivement)
spécifiques de Rev et des résidus aspartate ou glutamate (chargés négativement) de Impp
(Figure 11F).

L’ensemble de ces données, couplées a des simulations d’amarrage moléculaires, ont
permis d’identifier un site probable de fixation de Rev et de proposer un premier modéle
structural hypothétique de Impp en interaction avec le premier monomere de Rev, au site
C de plus haute affinité de Impf (Figure 11G).

29



Figure 11 : Caractérisation biophysique et modele structural hypothétique de l'interaction
entre Impfet Rev. A-B. Analyse montrant I'association de Imp S avec un ou deux monomeres
de Rev par migration sur gel natif (A) ou par spectrométrie de masse native (B). C. Données
de réticulation couplée a la spectrométrie de masse (XL-MS), permettant de localiser deux
régions de liaison de Rev sur Impf3, dénommés sites N et C. D. Données expérimentales de
diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS) du complexe Impf3/Rev (en noir) comparées
aux courbes de SAXS théoriques (en couleurs) des structures cristallographiques de Impf en
interaction avec des protéines cargos IBBspnl, IBBa, SREBP2 et Snail (codes PDB : 3LWW,
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1QGK, 1UKL et 3W5K, respectivement). Ces résultats montrent que Impf garde une
conformation allongée lorsqu'elle s'associe avec Rev. E. Analyse RMN de la liaison de Rev par
Imp . Gauche : Spectre 1H,>N HSQC de Rev en absence (vert) ou en présence (bleu) de Imp/3
Droite : Rapport des intensités des pics pour les résidus de Rev en absence et en présence de
Impp. Ces résultats montrent que Impp fixe Rev par son domaine en épingle a cheveux. F.
Mutations d’inversion de charge, couplées a des expériences de polarisation de fluorescence.
Les données représentées montrent que certaines mutations de Rev de type Arg—Asp
compromettent l'interaction avec Impf. Des mutations inverses de Impf (Asp/Glu—Arg)
permettent de restaurer cette affinité (données non représentées). Ces résultats permettent
d’identifier des résidus de Rev et de Imp/ situés a proximité les uns des autres. G. Modéle
hypothétique de Impfen interaction avec la premiére molécule de Rev liée au site C de Imp 3.
L'emplacement de Rev dans ce modéle est tres approximatif : l'incertitude de son orientation
et sa position est indiquée par les chiffres en bleu, vert et orange. L'emplacement de la
deuxieme molécule de Rev n'est pas pris en compte par ce modele. Spittler, D., Indorato, R-
L. et al, Life Science Alliance (2022) */

Ces résultats éclairent la base moléculaire de la reconnaissance de Rev par ImpB et mettent
en évidence un comportement de liaison séquentielle atypique, qui distingue Rev des autres
protéines cargos cellulaires canoniques importées dans le noyau par ImpB. Cette étude,
récemment publiée dans Life Science Alliance (Publication P32, pour laquelle je suis co-auteur
correspondant), rassemble les travaux de thése de Didier Spittler, enrichis par de
nombreuses études complémentaires réalisées avec |'aide de Rose-Laure Indorato
(technicienne permanente), Simon Harris (étudiant M2) et Lama Shamseddine (étudiante
M1), que j’ai directement encadrés.

B2- Impact de la phosphorylation de Rev sur I'interaction avec Impf3

Rev existe en tant que phosphoprotéine in vivo 18- 1°. Bien que la/les kinase(s) responsable(s)
n'ai(en)t pas encore été identifiée(s), des études montrent que la phosphorylation a lieu dans
le noyau et se produit exclusivement sur les résidus sérine *8-19.29 Puisque la phosphorylation
de résidus est capable de moduler la nature et la force des interactions protéine-protéine et
entrainer la stabilisation de complexes %!, nous avons naturellement étudié I'impact de la
phosphorylation de Rev sur sa capacité a interagir avec Impp, afin de déterminer si cette
modification post-traductionnelle (PTM) pouvait stabiliser I'interaction entre les deux protéines
et peut-étre nous aider a obtenir des cristaux et des données cristallographiques du complexe.

Sur les 11 résidus sérine contenus dans la séquence de Rev, 6 ont été identifiés comme des
sites potentiels de phosphorylation 20-22-23.24,25 - 2 dans la queue N-terminale (Ser5 et Ser8),
2 dans le domaine hélicoidal en épingle a cheveux (Ser54 et Ser56), et 2 dans le domaine C-
terminal (Ser92 et Ser99). Quatre de ces résidus sérine sont hautement conservés dans le
groupe M du VIH-1 —responsable de la majorité de I'épidémie mondiale — alors qu'aucun n'est
conservé dans le VIH-2, moins virulent (Figure 12A).

Afin de tester I'impact de la phosphorylation de Rev sur sa capacité a interagir avec Impp et
a former un complexe hétérodimérique stable, (i) des mutations de substitution (Ser > Glu) ont
été introduites de maniere combinée ou isolée afin de mimer la phosphorylation des résidus
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précédemment identifiés dans la littérature (Figure 12B) et (ii) les affinités des protéines Rev
mutantes avec ImpB ont été comparées par des tests d’interactions biochimiques.

Les résultats de cette étude sont résumés dans la Figure 12. lls montrent que :

(i) les mutations phosphomimétiques introduites dans la queue N-terminale, le domaine
hélicoidal en épingle a cheveux ou le domaine C-terminal de Rev ont un effet stabilisateur faible
mais reproductible sur le complexe ImpB/Rev (Figure 12C-E).

(ii) I'effet stabilisateur de S56E, par rapport aux autres mutations testées, indique que la face
du domaine en épingle a cheveux de Rev contenant la Sérine 56 est orientée vers Impp et
participe a la stabilisation du complexe.

Bien que ces résultats suggerent que la phosphorylation peut moduler de maniére
significative la capacité de Rev a s'associer a Impp, les tests de cristallisation réalisés avec le
complexe ImpB/RevS56E sont restés infructueux, nous poussant a envisager une autre
stratégie pour obtenir des informations structurales a haute résolution du complexe ImpB/Rev
(voir projet de recherche proposé).
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Figure 12 : Caractérisation de l'interaction entre Imp S et des mutants phosphomimétiques de
Rev. A. Position et histogramme de fréquence des résidus sérine phosphorylés sur Rev. OD,
domaine d'oligomérisation ; NLS, signal de localisation nucléaire ; NES, signal d'export nucléaire
; Rev-NLS-TARMA, peptide marqué utilisé pour les expériences de polarisation de fluorescence
représentées en E. B Représentation des résidus sérine mutés en glutamate (cercles rouges) sur
la structure cristalline de Rev (PDB 3LPH) %°. Les pointillés représentent les domaines N- et C-
terminaux désordonnés. C. Stabilité thermique de la protéine Imp 3, déterminée par NanoDSF, en
absence ou en présence des protéines Rev sauvage et mutantes. 6xSE, mutant Rev dans lequel
les 6 résidus sérine ont été mutés en glutamate. D. Analyse de l'interaction Impf/Rev par
migration sur gel natif, en présence d’un rapport équimolaire de Impf3 et Rev. Le pourcentage
moyen de Impf non liée a Rev est indiquée sous I'histogramme. E. Affinité de liaison relative des
protéines Rev pour Impf3 obtenue par polarisation de fluorescence. Essai de liaison compétitive
du peptide fluorescent Rev-NLS-TAMRA en présence de Imp/ et d'une concentration croissante
de protéines Rev WT ou mutantes, non fluorescentes. *P< 0,05, **P< 0,01, ***P< 0,005. Ben
Fadhel, N., Signor, L. et al, Matters (2019) %7

Cette étude, qui a été le sujet des stages M1 et M2 de Nadia Ben Fadhel, et a été valorisée
par une publication dans Matters (P30), que je co-signe avec I'étudiante en étant qu’auteur
correspondant.
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4- PROJET DE RECHERCHE

Le projet de recherche que je propose de développer est en continuité avec la thématique
dans laquelle j"ai été principalement impliquée depuis mon arrivée dans I’équipe de C. Petosa :
I’étude de I'import nucléaire de la protéine Rev du VIH-1.

Ce projet a pour objectif d’identifier et de caractériser les étapes clés de I'import de Rev
dans les cellules humaines infectées par le VIH-1, notamment en essayant de comprendre
comment la protéine virale Rev détourne I'activité de plusieurs protéines humaines pour étre
spécifiguement importée dans le noyau. Ce projet serait dans un premier temps focalisé sur
I'import nucléaire de Rev dans les lymphocytes T CD4+, principale cible du VIH, impliquant la
karyophérine Importine B (Impp). L'import nucléaire de Rev dans d’autres types cellulaires,
impliquant d’autres protéines de la famille des karyophérines B pourrait étre étudié dans un
second temps, afin d’apprécier la spécificité des interactions en fonction des lignées cellulaires
infectées par le virus. Cependant, je souhaiterais surtout élargir le sujet a une deuxiéme
protéine humaine, la Nucléophosmine (NPM1), dont l'implication dans l'infection et la
réplication du VIH humain a récemment été décrite, et dont le réle régulateur dans la
localisation nucléaire de Rev serait dépendant de la voie d'import médiée par Impp.

Par ce travail, je souhaiterais arriver a définir les réles spécifiques des protéines Impp et
NPM1 dans I'import nucléaire de Rev, en caractérisant indépendamment les interactions de
ces deux protéines avec Rev et en obtenant des données structurales des différents
complexes dans lesquels Rev est impliquée. Je souhaiterais déterminer si les protéines Impf et
NPM1 sont impliquées dans des voies d’import distinctes qui pourraient coexister dans la
cellule, ou si elles participent a une seule et méme voie. Dans tous les cas, je souhaiterais mieux
comprendre les processus moléculaires qui conduisent a I'import nucléaire de Rev. La
caractérisation de ces complexes protéiques dans lesquels Rev est impliquée constitue un réel
défi en raison de la nature transitoire des interactions entre Rev et les partenaires qui régulent
son transport nucléocytoplasmique.

A plus long terme, les structures de ces complexes, obtenues dans un cadre de recherche
fondamentale, pourraient aider a la conception et au développement d'inhibiteurs spécifiques
de I'import nucléaire de Rev et par conséquent de la réplication du VIH-1. La caractérisation de
I'interaction de NPM1 avec Rev pourrait aussi plus largement profiter aux études d’interactions
de NPM1 avec différentes protéines virales, qui ont lieu au cours d'infections humaines
spécifiques.

Pour réaliser ce projet, je ferai appel a la complémentarité des compétences acquises durant
mon parcours professionnel et notamment I'expertise « haut débit » que j'ai développée en
tant que responsable de la PF RoBioMol, pour cribler largement les conditions nécessaires a la
formation de complexes impliqués dans I'import nucléaire de Rev. Ce projet nécessitera une
combinaison de méthodes de biologie structurale, d’outils biochimiques et biophysiques et de
fluorescence in cellulo, et permettra - je 'espére - d’établir ou de renforcer des collaborations
avec des experts en RMN, Cryo-ME, biologie cellulaire et criblage de petites molécules
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4.1- Connaissances actuelles

4.1.1- La protéine Rev du VIH-1 est essentielle a la réplication du virus

Caractéristiques et fonctions :

Rev est une protéine nucléocytoplasmique de 13 kDa de liaison a I'ARN, principalement
localisée dans le nucléole et essentielle a la production de nouvelles particules virales. Rev est
exprimée en phase précoce de l'infection du VIH-1, synthétisée a partir de molécules d’ARNm
viral matures (dépourvues d’introns) 2839 rapidement exportées vers le cytoplasme par les
mécanismes endogénes de la cellule héte 3% 32, Une fois produite dans le cytoplasme, Rev est
importée dans le noyau par I'intermédiaire de protéines de la famille des karyophérines B, qui
reconnaissent directement le signal de localisation nucléaire (NLS) de Rev 1912,

L'une des fonctions de la protéine Rev dans le cycle de réplication du VIH est I'export de
I'ARN viral contenant des introns, du noyau vers le cytoplasme 9. Dans le noyau, Rev se lie avec
coopérativité sur une petite région d’ARN localisée dans un intron de I’ARN viral, appelée Rev
Response Element (RRE), par I'intermédiaire de son domaine de liaison riche en arginine (ARM)
20,33 a3 multimérisation de Rev est cruciale pour cette fonction 34, et semblerait se dérouler
principalement dans le nucléole 3. Le complexe Rev/RRE recrute alors le facteur d'export
nucléaire de la cellule hdte CRM1/RanGTP 3640 pour exporter spécifiquement les ARN viraux
immatures, qui codent pour les protéines structurelles et enzymatiques virales et qui
constituent I'ARN génomique, nécessaires a la synthése de nouveaux virions.

Données structurales :

Rev est composée de 116 acides aminés, organisés en un domaine N-terminal (NTD)
structuré et un domaine C-terminal (CTD) intrinsequement désordonné (Figure 13A). Le NTD
contient le signal de localisation nucléaire et de liaison a I’ARN, riche en arginines (NLS, résidus
35-50), reconnu par Impp % 13 et le signal de localisation nucléolaire (NoLS, résidus 45-51)
reconnu par NPM1 442 Le NTD comprend également deux domaines d’oligomérisation (OD)
constitués de résidus hydrophobes impliqués dans la formation de multiméres de Rev 4%, Le
CTD contient un signal d'export nucléaire (NES) reconnu dans le noyau par le complexe d’export
nucléaire de la cellule héte CRM1/RanGTP 4647,

Différentes structures a résolution atomique de Rev ont été déterminées et sont
référencées dans la Protein Data Bank (PDB) 2% 481 Ces structures ont révélé que le NTD
(résidus 10-65) forme une structure stable organisée en épingle a cheveux hélicoidale (Figure
13A). Cependant, il semblerait que la fonction de Rev s'étende au-dela de ses motifs structurés
et puisse impliquer des déterminants situés dans des parties apparemment plastiques de sa
séquence °% >3,
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Figure 13 : Import nucléaire de Rev par Imppf. A. Organisation des domaines de Rev, et
structure en épingle a cheveux du NTD obtenue par cristallographie . OD, domaine
d’oligomérisation ; NLS, signal de localisation nucléaire ; NES, signal d’export nucléaire. B.
Schématisation de I'import nucléaire de Rev. Rev est importé dans le noyau en complexe avec
Impp. RanGTP dissocie Rev de Impf3 dans le noyau, permettant a Rev d’interagir avec des
ARNm viraux immatures pour les exporter spécifiquement dans le cytoplasme (étape non
représentée). C. Structures cristallographiques de Impf en interaction avec les domaines de
protéines cargo IBBspn1 %, IBBa >° et Snail *°.

4.1.2- La protéine humaine Impp est essentielle a I'import nucléaire de Rev

L'import nucléaire de Rev dans les cellules dérivées des lymphocytes T CD4+, cible principale
du VIH-1, serait réalisé par I'intermédiaire de Impp *?, bien que d’autres membres de la famille
des karyophérines B tels que transportine-1, importine-5 et importine-7, peuvent également
étre impliqués dans d’autres cellules hotes 1013, l'interaction entre Rev et Impp est directe,
impliguant le NLS de Rev et un site de liaison de ImpB similaire a ou chevauchant celui qui
interagit avec Importine alpha (Impa) ¥ °>. 'accessibilité cytoplasmique du NLS de Rev
constitue une étape clé de la voie d'import nucléaire réalisée par ImpB, puisque sa
séquestration par la protéine humaine MyoD family inhibitor domain-containing protein
(MDFIC) inhibe spécifiquement cette voie d’import, soulignant la nature multivalente du NLS
de Rev pour différents récepteurs d’'import nucléaire *

Bien que l'interaction entre Rev et Impp ait été décrite et étudiée depuis la fin des années
90, principalement en utilisant des tests d’import nucléaire in vitro, les détails moléculaires de
cette interaction restent encore mal caractérisés.

36



Caractéristiques et fonctions :

ImpB (KPNB1) est une protéine humaine nucléocytoplasmique de 97 kDa de la famille des
karyophérines B, impliquée dans le transport nucléaire des protéines porteuses d’un NLS
(appelées protéines cargo). Impp est principalement impliquée dans le transport nucléaire en
association avec la protéine cellulaire Impa (pour revue * 1°). Ces deux protéines forment un
hétérodimere par interaction directe du domaine IBB (Importin B binding domain) N-terminal
de Impa avec ImpB >°. Impa reconnait alors le NLS des protéines a transporter par son domaine
C-terminal °” 8. La protéine Rev, comme certaines protéines cellulaires, contourne cette voie
d’import, dépendante de Impa, en interagissant directement avec Impp 3. Linteraction entre
Impp et la protéine cargo transportée (directement ou par l'intermédiaire de Impa) est régulée
par Ran '*17 une GTPase qui est principalement liée au GTP dans le noyau et au GDP dans le
cytosol (Figure 13B). Dans le cytosol, ImpP s'associe a la protéine cargo pour I'importer dans le
noyau en passant les pores nucléaires grace a des interactions faibles et transitoires avec des
nucléoporines >°%,

Données structurales :

Plusieurs structures atomiques de Impp ont été déterminées, a I'état non lié % % ou en

interaction avec d’autres protéines >4°% 5361 6471 1mpB gdopte une structure en forme de
spirale, due a la disposition en tandem de 19 répétitions HEAT (motifs structurels constitués de
deux hélices a liées par une petite boucle). Cette organisation structurale entraine une grande
flexibilité de ImpP ©% 72, qui est inhérente a sa capacité d'interaction avec une variété de
protéines cargo et a sa fonction de transport. Son interaction avec des protéines cargo implique
différents sous-ensembles de répétitions HEAT, qui confére a Imp une structure plus ou moins
allongée (Figure 13C). La surface convexe externe de Impf interagit avec les protéines du pore
nucléaire, tandis que RanGTP et les protéines cargos se lient a sa surface concave interne.

4.1.3- La protéine humaine NPM1 participe aussi a I'import nucléaire de Rev

La protéine Rev du VIH-1 a été 'une des premieres protéines virales identifiées comme
partenaire de NPM1 au début des années 90 737>, 'interaction entre Rev et NPM1 est directe
7679 "essentielle a la localisation nucléolaire de Rev et la réplication du VIH-1 %? et du VIB, son
homologue bovin &. NPM1 agirait comme une chaperonne moléculaire, augmentant la
solubilité et la mobilité de Rev, qui a tendance a s'agréger dans des conditions physiologiques
normales, permettant de stabiliser Rev afin gqu’elle puisse effectuer plusieurs cycles d'export
d'ARN viraux contenant des RRE >% 73 8L.82 NPM1 accélérerait I'import nucléaire de Rev, de
maniére dépendante de la voie d’'import qui implique Impp 8. Aujourd’hui, I'association et la
régulation de l'interaction de NPM1 avec Rev et le lien avec Impp restent mal compris.

Caractéristiques et fonctions :

La protéine nucléophosmine NPM1 (ou B23) est une protéine nucléocytoplasmique
multifonctionnelle de 32 kDa de la famille des chaperonnes moléculaires
nucléophosmines/nucléoplasmines (NPM) impliquées dans la prévention du mauvais
repliement des protéines 8. NPM1, phosphorylée &/ est un composant majeur du nucléole
ou elle réside sous la forme d'un oligomeére stable # qui favorise une séparation de phase
liquide-liquide (LLPS) 891, Malgré sa localisation nucléolaire prédominante, NPM1 est capable
de passer rapidement du noyau au cytoplasme pour exercer ses nombreuses fonctions. NPM1
est en effet impliquée dans divers processus cellulaires, tels que la biogenese des ribosomes,
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la duplication des centrosomes, la réplication et la réparation de I'ADN, la régulation de la
transcription, la réponse au stress et le transport nucléocytoplasmique de petites protéines
(pour revues 92°%). NPM1 participe aussi activement a la réplication de certains virus, en
jouant un réle fonctionnel a différents stades de la réplication virale, tels que: I'import
nucléaire, la transcription, I'assemblage du génome viral et la formation de la particule finale
42,73,76,81,83,86,95-106 par conséquent, NPM1 pourrait constituer une cible intéressante pour le
traitement d’infections virales (pour revue 7), y compris par le VIH-1 42 86106,

La localisation subcellulaire et les fonctions moléculaires de NPM1 semblent étre
régulées par l'interdépendance complexe entre les séquences d’import/export nucléaire
(NES/NLS/NoLS) 108110 |es facteurs cellulaires régis par des modifications post-traductionnelles
86,111,112 "ot |'état d’oligomérisation de NPM1. Dans des conditions physiologiques, le transport
nucléo-cytoplasmique de NPM1 nécessite I'intervention de facteurs protéiques de la famille
des karyophérines. Par alignement de séquences entre des orthologues de NPM1 >/ et des tests
d’interactions in vitro 19 il est proposé que le NLS1 de NPM1 soit reconnu par Impa,
permettant la formation d’'un complexe ternaire pentamérique composé de NPM1 et de
I"hétérodimere ImpB/Impa. Dans le noyau, le NES1 permettrait le recrutement de
CRM1/RanGTP pour assurer I'export de NPM1 (Figure 14A) 108 109,

Données structurales

NPM1 est organisée en trois domaines : un domaine d'oligomérisation N-terminale (OD), un
domaine central de liaison aux histones (HBD) et un domaine C-terminal de liaison aux acides
nucléiques (RBD) (Figure 14B). Ces trois domaines fonctionnels sont impliqués dans des
interactions qui ont lieu dans le cytoplasme et/ou dans le compartiment nucléaire/nucléolaire
de la cellule (pour revue 7).

D’un point de vue structural, le domaine NPM1-0OD est un tonneau beta compact constitué
de 9 brins beta connectés par des linkers flexibles, capable de former un pentamére ou un
décamere (Figure 14C,D) 112114 A |'autre extrémité de la protéine, le domaine C-terminal de
NPM1-RBD est un domaine de liaison nucléotidique composé de 3 hélices a (Figure 14C,E) 1>
116 Entre les deux, la région centrale composée de NPM1-HBD et de la partie N-terminale de
NPM1-RBD est quant a elle prédite pour étre intrinsequement désordonnée (Figure 14C).

NPM1-OD est décrit comme essentiel a I'activité chaperonne de la protéine 8% 114 et contient
une séquence riche en résidus acides (Al) et deux NES, indispensables au déplacement
nucléocytoplasmique de NPM1 10 17 NPM1-HBD contient deux séquences riches en résidus
acides (A2-A3) et un NLS °® 18 NPM1-RBD contient un second NLS, une séquence enrichie en
résidus basiques, et un domaine C-terminal indispensable au ciblage nucléolaire de la protéine
116,119,120 | es motifs chargés négativement de NPM1 (A1-A3) interagissent directement avec
les motifs riches en arginine (ARM) et autres NLS/NoLS de protéines hotes et virales 112121 | 3
région Al, qui présente un haut degré de flexibilité entre les structures des cing sous-unités du
pentamere 12, semble responsable de la reconnaissance de tous les peptides NLS testés, bien
que la stcechiométrie NPM1:peptide NLS puisse étre modulée par des événements de
phosphorylation 12, Les motifs A2-A3 pourraient interagir avec les motifs chargés positivement
de la protéine pour favoriser des conformations compactes de la région intrinsequement
désordonnée .
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Figure 14 : Import nucléaire et organisation structurale des domaines de NPM1.

A. Schématisation de I'import nucléaire de NPM1. NPM1 est importée dans le noyau en
complexe avec Impa/Impp. B. Organisation des domaines de NPM1. OD, domaine
d’oligomérisation ; HBD, domaine de liaison aux histones ; RBD, domaine de liaison a I’ARN.
NES, signal d’export nucléaire (vert foncé); NLS, signal de localisation nucléaire (violet) ; NoLS,
signal de localisation nucléolaire (vert clair) ; A1-A3, régions acides (rouge). C. Prédiction
AlphaFold et tracé de I'erreur d'alignement prédite (PAE) de la structure de NPM1 entiere
(https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/P06748). Mesure de confiance par résidu (pLDDT) : bleu,
trés haute (pLDDT>90) ; cyan, haute (90>pLDDT>70) ; jaune, basse (70>pLDDT>50) ; orange,
tres basse (pLDDT<50). D. Structure pentamérique du domaine OD, organisé en tonneau [,
obtenue par cristallographie (PDB 4N8M, 1) ; Sphére, ion Co?*. E. Structure en hélice alpha
du domaine C-terminal RBD obtenue par RMN (PDB 2VXD, 11°).

Etat oligomérique et phospharylation

L'état d’oligomérisation de NPM1 semble étre lié a 'activité chaperonne de la protéine 22,
L'oligomérisation de NPM1 apparait finement régulée par un mécanisme de phosphorylation
multisite qui induit le dépliage du monomere, et par des interactions intermoléculaires qui
favorisent I'assemblage de l'oligomére et la liaison avec des partenaires jouant le role
d'interrupteurs régulateurs 1% 112123 (Figure 15). Bien que les transitions ordre-désordre
semblent essentielles a la fonction de NPM1, le mécanisme de cette transition et sa régulation
restent encore mal compris. Le changement de I'état oligomérique de NPM1 semble
néanmoins étre associé au contréle de sa localisation dans le nucléole, le nucléoplasme et le
cytoplasme. Des études du phosphoprotéome issus d'extraits cellulaires ont montré 'existence
de I’état phosphorylé des sites exposés au solvant et enfouis de NPM1 (Figure 15), suggérant
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que la forme monomérique de NPM1 est bien peuplée dans les cellules vivantes & 8. La
phosphorylation de ces différents résidus pourrait étre le résultat de I'activité de plusieurs
kinases cellulaires telles que CK2, PDK, cdc2 et p38MAPK (pour revue, '?). De maniére
générale, les événements de phosphorylation sont liés a 'augmentation de la flexibilité
structurelle des protéines, dans le but de faciliter la liaison d'un partenaire particulier ***. Par
exemple, le réle de la phosphorylation de NPM1 — au niveau du résidu accessible au solvant
Ser-125 — a été récemment mis en avant dans l'interaction et I'import nucléolaire de VIH-1 Tat
(protéine nucléocytoplasmique impliquée dans la transactivation du génome viral) et dans
I'activation de la transcription virale, démontrant un lien entre phosphorylation de NPM1 et
infection du VIH-1 .

Phosphorylation multi-sites progressive

<

Site de phosphorylation
@ accessible au solvant
@ non accessible au solvant

P
P P
P P )
G ’p‘p
NPM1™ NPM1?

Dephosphorylation

Liaison de motifs R-riche

Figure 15 : Modéle de régulation de I'équilibre monomérique-oligomérique de NPM1. La
phosphorylation des sites exposés au solvant (ex Ser 95, 125) entrainerait la déstabilisation
du pentamére NPM1-0D et I'exposition des sites enfouis, qui deviennent alors accessibles a
une nouvelle phosphorylation (ex Ser 48, 88), faisant passer I'équilibre conformationnel de
I'état pentamérique (NPM1P) a I'état monomérique (NPM1™). Les peptides contenant un
motif riche en résidus arginine (R-riche) favoriseraient I'assemblage de monoméres de NPM 1
en pentameres. Adapté de 111 112,

Il est intéressant de noter a ce stade que le comportement polymorphe de NPM1 observé
expérimentalement n'est pas détecté par les algorithmes standards de prédiction de
domaines non structurés ou de structures secondaires ', ni méme par les logiciels de
prédiction de structures des protéines a partir de leur séquence en acides aminés (Figure 14C),
qui prédisent la méme organisation structurale de NPM1, sous forme monomérique ou
oligomérique.
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4.2- Objectifs et hypotheses de travail :

La protéine Rev interagit avec les protéines humaines Impp et NPM1. La question de savoir
comment le transport nucléocytoplasmique de Rev est influencé et affecté par |'activité et
le transport nucléocytoplasmique de ImpPB et NPM1 reste ouverte et intrigante. Il a été
proposé que la protéine NPM1 pourrait avoir un role de facteur accessoire en stimulant
I'import nucléaire de Rev dépendant de ImpB #. Le réle de NPM1 dans la localisation
nucléolaire de Rev a aussi été identifié comme essentiel pour la production de particules virales
infectieuses 2.

A ce stade, plusieurs hypotheses sur le role de NPM1 dans I'import nucléaire de Rev
peuvent étre émises pour expliquer les résultats expérimentaux obtenus et décrits dans la
littérature, dont trois, pas totalement exclusives, sont exposées ci-dessous.

Hypothese 1 - Rev pourrait bénéficier (1) d’une voie d’import qui impliquerait NPM1 et
I"hétérodimere Impa/ImpP et (2) d’une voie d'import qui impliquerait une interaction directe
avec Impp. Si tel était le cas, alors je souhaiterais caractériser ces deux voies d'import et tenter
d’identifier la voie favorisée in vivo dans les cellules infectées.

Hypothese 2 - Rev cytoplasmique serait stabilisée par son interaction avec NPM1,
constituant un « réservoir » de molécules solubles, favorisant I'interaction de Rev avec Impf et
son import nucléaire. NPM1 serait alors importée indépendamment dans le noyau, ou elle
récupérerait Rev pour assurer sa localisation nucléolaire. Dans ce cas, je souhaiterais
caractériser chacun des complexes identifiés (stables ou transitoires) au sein des différents
compartiments cellulaires.

Hypothese 3 - Rev cytoplasmique, en interaction avec NPM1, pourrait interagir avec Impf
constituant un complexe ternaire plus stable pour assurer et stimuler I'import nucléaire de Rev.
Dans ce cas, je souhaiterais étudier les complexes Rev/NPM1 en présence ou en absence de
ImpB, pour identifier les interactions moléculaires qui opérent au sein des différents
compartiments cellulaires.

L’'ensemble du travail proposé, qui vise a déterminer comment Rev est reconnue par Impf
et NPM1 en obtenant des données biochimiques, biophysiques et structurales sur les différents
complexes protéiques, devrait permettre de mieux comprendre comment Rev est importée
dans le noyau de la cellule héte.

4.3- Partie #1 : Caractérisation de l'interaction entre ImpB/Rev : une interaction essentielle
a I'import nucléaire de Rev

4.3.1- Contexte

Nous avons obtenu, et récemment publié, les premiers détails moléculaires de I'interaction
ImpB/Rev et ainsi montré que Impp est capable de lier deux monomeéres de Rev par le biais de
deux sites de liaison indépendants *’. Ces résultats mettent en évidence un comportement de
liaison séquentielle atypique, qui distingue Rev des autres protéines cargos cellulaires
canoniques importées dans le noyau par Impp. Malgré nos nombreuses tentatives, a ce jour,
nous n’avons malheureusement pas réussi a obtenir de structure a haute résolution de ce
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complexe, permettant d’obtenir les détails a I'échelle atomique de cette interaction et de
comprendre comment la surface de Impf est impliquée dans la reconnaissance de Rev.

4.3.2- Objectifs

Pour comprendre la spécificité de I'interaction entre Rev et Impf, je souhaiterais poursuivre
nos efforts afin d’obtenir une structure a haute résolution du complexe ImpB/Rev. La
connaissance de l'ensemble des interactions qui stabilisent le complexe permettrait de
répondre aux questions suivantes : (i) peut-on concevoir des mutations ponctuelles de Impf
qui blogueraient I'import de Rev sans inhiber celui des autres protéines cargos cellulaires
importées par ImpB ? et (ii) peut-on identifier des petites molécules qui inhiberaient de
maniére spécifique l'interaction de Rev avec Impp ?

4.3.3- Caractérisation du complexe ImpB/Rev par cryo-ME

Malgré I'obtention d’un complexe ImpB/Rev homogéne extrémement pur, les essais de
cristallisation sont restés infructueux. L'approche que je souhaite utiliser aujourd’hui est celle
de larésolution de structure a partir de particules isolées par cryo-ME. Ces dernieres années,
cette technique a en effet permis la détermination de nombreuses structures de complexes
protéiques réfractaires a la cristallisation et la cristallographie aux rayons X *?4, 3§ des résolutions
comparables a celles de la cristallographie pour des macromolécules de taille supérieure a
~100-150 kDa (pour revue : 2>127)  Cette partie du projet est actuellement en cours et
bénéficie de I'étroite collaboration que jai établie avec Emmanuelle Neumann et Guy
Schoehn du groupe Microscopie Electronique et Méthodes de I'IBS.

Pour atteindre ce premier objectif, nous cherchons a prévenir les caractéristiques initiales
limitantes du complexe ImpB/Rev pour la cryo-ME (i) un poids moléculaire relativement faible
(123 kDa) et (ii) un axe de pseudo-symétrie pour Impp qui relie les moitiés N- et C-terminale,
rendant 'attribution de 'orientation des particules de Impp incertaine (Figure 16A). Pour
résoudre ces deux problémes, je propose de fusionner Impp a une protéine dimérique, afin
d'obtenir des particules plus grosses qui permettent d'attribuer I'orientation de Imp de facon
non ambigué. L'option choisie impose que (i) la construction chimérique ne compromette pas
la stabilité de Impp et (ii) n’entrave pas son interaction avec les 2 molécules de Rev aux sites N
et C que nous avons préalablement identifiés *’. Mes recherches dans la littérature se sont
focalisées sur des partenaires de fusion, compatibles avec la structure en forme de spirale de
ImpPB, qui forment des homodimeéres impliquant des interactions fortes, et dont I'extrémité C-
terminale de chaque monomeére est stériqguement accessible pour étre fusionnée avec la région
N-terminale de Impp. La protéine retenue, EsxA de Staphylococcus aureus, regroupe toutes ces
caractéristiques (Figure 16C).
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Figure 16 : Etudes préliminaires du complexe Impf3/Rev et de la protéine chimérique EsxA-
Impf dimérique par microscopie électronique a coloration négative. A. Probleme de
pseudo-symétrie de Impf3, qui rend l'orientation des particules difficile a attribuer. B.
Microscopie électronique a coloration négative réalisée sur le complexe Impf3/Rev purifié. C.
Modeélisation du dimere (EsxA-Impf3). obtenue a partir des structures cristallographiques de
EsxA (PDB 2VS0) %8 et Imp 3 (PDB 1UKL) . D. Microscopie électronique a coloration négative
obtenue avec (EsxA-Impp). purifiée. E. Comparaison des projections de la structure (EsxA-
Impp). modélisée (selon son orientation) aux particules observées par ME a coloration
négative.

Les résultats préliminaires obtenus sur cette premiere partie du sujet, montrent que la
fusion EsxA-ImppB forme un dimére stable, qui forme des particules de plus grande taille que le
complexe monomérique ImpB/Rev, comme observé en coloration négative (Figure 16B vs D,
E). Cependant la taille des particules semble hétérogéne soulignant la nécessité d’optimiser les
conditions expérimentales (optimisation de la longueur de I’hélice a chimere pour limiter la
flexibilité entre EsxA et ImppB, ajout d’agent réticulant ou liaison d’anticorps monoclonal
spécifiqgue de ImpB pour limiter la flexibilité intrinseque de ImpB, ...), afin d’identifier les
conditions permettant d’obtenir un ensemble de particules de conformations plus homogeénes
avant de réaliser I'analyse en cryo-ME. Ce travail est actuellement en cours.
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Ces résultats préliminaires m’ont permis d’obtenir un financement de 'Agence Nationale
de Recherche sur le Sida et les hépatites virales (ANRS) en novembre 2022, pour une durée
d’un an, afin d’initier ce projet.

4.4- Partie #2 : Caractérisation de I'interaction Rev/NPM1 impliquée dans la réplication du
VIH-1

4.4.1- Contexte

L'interaction de Rev avec NPM1 a initialement été révélée par des études de pulldowns a
partir d’extraits cellulaires 7> 7°, et des études de colocalisation nucléolaire dans des cellules
transfectées 12 139 Elle a par la suite été confirmée par des études d’interactions biochimiques
et biophysiques 7® 77 112 NPM1 forme un complexe spécifique avec la protéine Rev, dont
I'interaction est stoechiométrique 7> 7% 83 131 Deux sites de liaison de Rev ont été identifiés au
sein de NPM1 — un site de haute affinité contenu dans le domaine d’oligomérisation NPM1-0OD,
et un site de plus faible affinité localisé dans le domaine NPM1-HBD, suggérant un mécanisme
de liaison bimodale 7®.

4.4.2- Objectifs

Pour comprendre la spécificité de I'interaction entre Rev et NPM1, je souhaiterais obtenir
des données structurales a haute résolution des complexes NPM1/Rev, afin de caractériser
les deux sites d’interaction de Rev au sein de NPM1. La connaissance de I'ensemble des
interactions qui stabilisent ces complexes permettrait de répondre aux questions suivantes : (i)
ces interactions NPM1-OD/Rev et NPM1-HBD/Rev représentent-elles deux états d’interactions
des deux protéines ou coexistent-elles au sein d’'un méme complexe ? (ii) peut-on concevoir
des mutations ponctuelles de NPM1 qui bloqueraient I'import de Rev et (iii) peut-on identifier
des petites molécules qui inhiberaient de maniére spécifique I'interaction de Rev avec NPM1 ?

Je souhaiterais aussi étudier (i) I'impact de la déstabilisation de I'oligomérisation de NPM1
sur son interaction avec Rev et (ii) I'implication de I'état oligomérique de NPM1 et le réle des
PTMs dans l'interaction et I'import nucléaire de Rev.

4.4.3- Caractérisation du complexe Rev/NPM1 par cryo-EM, cristallographie et RMN

Le point de départ de cette étude sera de travailler avec les domaines NPM1-0OD (13 kDa) et
NPM1-HBD (13 kDa), préalablement identifiés comme étant les principaux domaines impliqués
dans l'interaction de NPM1 avec Rev ’®. Nos premiers efforts se concentreront sur la résolution
de la structure du complexe Rev/NPM1-OD par cryo-ME sur particules isolées et/ou
cristallographie aux rayons X, en nous aidant des conditions identifiées pour résoudre la
structure pentamérique de NPM1-OD 112132,

Dans un deuxiéme temps, nous nous intéresserons a caractériser 'interaction Rev/NPM1-
HDB par RMN, puisque le domaine NPM1-HBD est prédit pour étre intrinsequement
désordonné. Nous chercherons tout d’abord a déterminer les modifications structurales de
NPM1-HBD en présence de Rev et a identifier les résidus de NPM1-HDB impliquées dans la
liaison a Rev, et réciproquement. Pour cela, nous réaliserons la spectroscopie RMN de NPM1-
HBD marqué >N/*3C pour attribuer les raies de résonnance des résidus de NPM1-HBD et nous
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utiliserons NPM1-HBD marqué N pour les expériences d’interaction en présence de Rev non
marqué. Pour identifier les résidus de Rev impliquées dans la liaison a NPM1-HDB, nous
réaliserons les expériences inverses en utilisant la protéine Rev marquée N et le domaine
NPM1-HDB non marqué. Nous pourrons nous appuyer sur notre expérience dans le marquage
au °N/13C et I'attribution des raies de résonnance des résidus de Rev préalablement obtenue
grace a notre collaboration avec le groupe de Martin Blackledge a I'IBS Y.

Dans un troisieme temps, en fonction des résultats obtenus, nous tenterons de caractériser
par RMN l'interaction de Rev avec NPM1 entiere ou NPM1-OD-HBD, afin de déterminer si les
domaines de NPM1 interagissent entre eux ou se structurent différemment en présence de
Rev. Nous chercherons aussi a identifier par RMN si la forme monomérique de NPM1 (NPM1m)
a la capacité d’interagir avec Rev, et si oui si cette interaction modifie I’état non-structuré de
NPM1m, laissant envisager un état structural intermédiaire, qui permettrait d’émettre des
hypothéses sur la séquence des événements qui menent a l'interaction/oligomérisation de
NPM1/Rev.

Toutes les études par cryo-ME seront effectuées en collaboration avec I'équipe de Guy
Schoehn, et I'ensemble du travail de RMN sera réalisé en collaboration avec I'équipe de
Malene Ringkjgbing Jensen, de I'IBS.

Les données préliminaires
(1) Interaction entre Rev et NPM1-0D :

Les données préliminaires d’interaction obtenues par gel filtration et photométrie de masse
avec la protéine Rev et le domaine NPM1-OD confirment que in vitro Rev s'associe a NPM1-OD
dans son état oligomérique (pentamere et décameére) pour former un complexe de rapport 5:5
(Figure 19A, B) 7°.

Les prédictions de structure obtenues par AlphaFold pour le complexe Rev/NPM1-OD
pentamérique, orientent I'extrémité de I'épingle a cheveux de chaque monomére de Rev en
direction de la boucle acidiqgue Al de chaque monomere de NPM1-OD. Deux ensembles de
prédictions distincts émergent, le sous-groupe 1 contenant les deux premieres prédictions
(Figure 17A), et le sous-groupe 2 contenant les 23 autres (Figure 17B), pouvant peut-étre
illustrer une certaine flexibilité de Rev a la surface de NPM1-OD et I'existence de plusieurs
complexes NPM1/Rev. Bien que la mesure de confiance par résidu soit légeérement plus élevé
pour le sous-groupe 1 par rapport au sous-groupe 2, nous pouvons noter que (1) I'orientation
de Rev vis a vis de NPM1 contenue dans les modéles du premier sous-groupe semblerait
compatible avec le modéle hypothétique de I'interaction Rev/ImpB que nous avons proposé
(Figure 11G), puisque les résidus Rev R42, R46 qui stabiliseraient I'interaction avec Imp ne
seraient pas impliqués dans l'interaction Rev/NPM1 '/, alors que (2) l'orientation de Rev
contenue dans le deuxieme sous-groupe semblerait confirmer I'implication des résidus Rev
R46, R48 et R50 essentiels a 'interaction de Rev avec NPM1 et a sa localisation nucléolaire 42
(Figure 17B).
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Figure 17 : Prédictions de l'interaction du domaine NPM1-OD avec Rev, obtenues par
AlphaFold. A-B. Prédictions de I'interaction entre NPM1-OD pentamérique (orange) et Rev
(magenta), représentatives de I'ensemble des prédictions obtenues pour le sous-goupe 1 (A)
et le sous-groupe 2 (B), et tracés des PAE et pLDDT correspondants. PAE, tracés de l'erreur
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d'alignement prédits. pLDDT, mesure de confiance par résidu : bleu, trés haute (pLDDT>90);
cyan, haute (90>pLDDT>70); jaune, basse-(70>pLDDT>50); orange, trés basse (pLDDT<50).
Les prédictions d’AlphaFold présentées ont été obtenues sur le serveur Topaze du CCRT avec
la version AF 2.3.1 133, et les fichiers pLDDT et PAE correspondants ont été régénérés en
utilisant AlphaPickle 134,

(2) Interaction entre Rev et NPM1-HBD :

L'interaction de Rev avec NPM1-HBD, démontrée in vitro ’® et reproduite au laboratoire, a
été prédite a I'aide d’AlphaFold. Malgré le caractére intrinsequement désordonné du domaine
NPM1-HBD, et par conséquence I'absence de confiance dans son organisation structurale,
toutes les prédictions d’interaction obtenues identifient le domaine acidique A3 de NPM1, situé
entre le NLS1 et NLS2, comme étant la région qui pourrait interagir avec Rev. Deux ensembles,
qui prédisent une interaction entre la région A3 et la partie N-terminale de I'hélice a2 qui
contient le NLS/ARM de Rev, peuvent étre identifiés. Le groupe 1 (qui comprend les 5 premiéres
prédictions) impliquerait les résidus R41 et R48 de Rev, tandis que le groupe 2 (qui comprend
10 autres prédictions) impliquerait plut6t les résidus R43 et R44 de Rev (Figure 18). Il apparait
globalement que les prédictions du positionnement du domaine A3 de NPM1-HBD par rapport
a Rev, obtenues en I'absence de Impp, puissent étre compatibles avec le modéle hypothétique
de I'interaction Rev/ImpPB que nous avons proposé /. Le positionnement du domaine A3 du
groupe 1 est totalement conciliable avec notre modele hypothétique, alors que celle du groupe
2 demanderait un léger ajustement. L’interaction entre Rev et NPM1-HBD, si elle était
confirmée, pourrait permettre de renforcer l'interaction entre Rev et la surface interne de
Impp. Cette hypothese devra bien évidemment étre vérifiée.
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Figure 18 : Prédictions de l'interaction du domaine NPM1-HBD avec Rev, obtenues par
AlphaFold. Prédictions de I'interaction entre NPM1-HBD (cyan-gris) et Rev (magenta), et
tracés des PAE et pLDDT correspondants. Les séquences correspondantes aux NLS1, NLS2 et
A2-3 de NPM1-HBD sont colorées en violet et rouge, respectivement. PAE, tracés de l'erreur
d'alignement prédits. pLDDT, mesure de confiance par résidu : bleu, trés haute (pLDDT>90);
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cyan, haute (90>pLDDT>70); jaune, basse-(70>pLDDT>50); orange, trés basse (pLDDT<50).
Les prédictions d’AlphaFold présentées ont été obtenues sur le serveur Topaze du CCRT avec
la version AF 2.3.1 133, et les fichiers pLDDT et PAE correspondants ont été régénérés en
utilisant AlphaPickle 134,

4.5- Partie #3 : Régulation de I'import nucléaire de Rev par NPM1 et Impp

4.5.1- Contexte

Les interactions directes de Rev avec NPM1 et Impf et le lien entre NPM1 et la voie d'import
régit par ImpB suggérent 'existence d'interactions, stables ou transitoires, impliquant Rev,

ImpP et NPM1, qui pourraient avoir un réle régulateur au cours du cycle de réplication du VIH-
1 135.

4.5.2- Objectifs

L’objectif de cette partie du projet est donc de mieux comprendre comment les interactions
Rev/NPM1 et Rev/ImpP pourraient s’orchestrer dans la cellule. Pour cela je souhaiterais étudier
I’évolution des interactions préalablement déterminées dans les deux premiéres parties du
projet, lorsque les trois protéines sont présentes dans un méme environnement. Ainsi, je
désirerais obtenir des données structurales a haute résolution des différents sous-
complexes qui impliquent ces protéines et étudier la dynamique moléculaire de ces
complexes dans un contexte cellulaire.

La connaissance de I’'ensemble des interactions qui stabilisent les différents sous-complexes
impliguant Rev, NPM1 et ImpB permettrait d’apporter des réponses aux questions suivantes :
(i) Comment l'interaction de Rev avec NPM1 permet-elle de stimuler I'import nucléaire de Rev
par la voie d’'import spécifique de ImpB ? Comment les protéines Impp et NPM1 orchestrent-
elles I'import nucléaire de Rev ? Existe-t-il une interaction transitoire ou stable entre ces trois
protéines (directe ou indirecte via Impa) ? (ii) Quelle est la fonction principale de NPM1 vis a
vis de Rev dans le cytoplasme ? NPM1 participe-t-elle a la présentation de Rev auprées de Imp ?
NPM1 cytoplasmique contribue-t-elle a la dissociation de Rev de ’ARNm pour lui permettre
d’interagir avec Impf ? (iii) Peut-on concevoir des mutations ponctuelles de NPM1 qui
réduiraient la solubilité et la mobilité de Rev sans inhiber les divers processus cellulaires dans
lesquels NPM1 est par ailleurs impliquée ? (iv) Peut-on identifier des petites molécules qui
inhiberaient de maniére spécifique I'import nucléaire de Rev réalisé par NPM1 et/ou Imp ?

4.5.3- Caractérisations structurales des différents sous-complexes impliquant Rev,
NPM1 et ImpB: une approche intégrative combinant cryo-ME, cristallographie aux
rayons X et RMN

Afin de tester les différentes hypotheéses émises précédemment, différentes études seront
effectuées pour explorer (i) I'impact de la présence de ImpB et/ou Impa sur la stabilité du
complexe Rev/NPM1, (ii) I'impact de la présence de NPM1 sur la stabilité du complexe
Rev/Impp et la capacité de ImpP a lier 2 molécules de Reyv, et (iii) la capacité ou non de Impf a
interagir avec NPM1 en absence et en présence de Rev.
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Dans un premier temps, nous chercherons a comparer et caractériser les interactions de
Rev avec les domaines NPM1-OD et NPM1-HBD en absence et en présence de Impa et/ou
ImpB. Nous chercherons par la suite a identifier si Rev, NPM1 et Impp peuvent former - de
maniére stable ou transitoire - un complexe trimérique, voir tétramérique en présence de
Impa.

Ces études seront réalisées en utilisant un ensemble de techniques biochimiques et
biophysiques que nous maitrisons : (i) I'expression recombinante des protéines cibles dans E.
coli suivie de la co-purification a 'aide de résines spécifiques pour démontrer la formation de
complexes, (ii) la chromatographie par exclusion de taille (SEC), la migration sur gel natif et la
photométrie de masse pour étudier I'homogénéité des complexes, (iii) les tests de stabilité
thermique des protéines pour identifier les conditions les plus favorables a la stabilité des
interactions protéine-protéine (TSA, nano-DSF), (iv) la diffusion de lumiere laser multi-angles
couplée a la SEC (SEC-MALLS) et la spectrométrie de masse native (en collaboration avec
Elisabetta Boeri a I'IBS) pour estimer la taille et la stoechiométrie des différents complexes, (v)
la calorimétrie de titration isotherme (ITC) pour estimer les constantes de liaison, (vi) la
réticulation chimique couplée a la spectrométrie de masse (XL-MS) pour identifier les résidus
impliqués dans les interactions protéine-protéine qui peuvent étre transitoires (en
collaboration avec Yohann Couté a I'IRIG-Grenoble ou Markus Hartl du laboratoire Max
Perutz en Autriche). Les instruments de SEC, TSA et nano-DSF sont disponibles en libre acces
a I'IBS, et les analyses de SEC-MALLS, ITC et de photométrie de masse sont accessibles via la
plateforme de biophysique de I'ISBG dirigée par Caroline Mas de I'IBS.

Nous tenterons alors d’obtenir des détails structuraux a haute résolution des différents
complexes qui auront été préalablement identifiés par les différentes approches : cryo-ME,
cristallographie aux rayons X et/ou RMN. Nous bénéficierons de I'activité des plateformes de
microscopie électronique a I'IBS et celle de cristallisation a 'EMBL-Grenoble pour cribler et
identifier respectivement les constructions favorables a I'obtention (i) de particules homogenes
(appréciées par coloration négative) ou (ii) de cristaux convenant a des expériences de
diffraction aux rayons X, afin de déterminer les surfaces d’interactions spécifiques et
d’identifier tous les résidus impliqués dans la stabilité de ces complexes.

Les données préliminaires
(1) Impact de la présence de ImpSsur la stabilité du complexe Rev/NPM1 :

L’ajout de ImpP au complexe Rev/NPM1-0OD, testé in vitro par gel filtration, photométrie de
masse ou microscopie électronique (coloration négative), semble indiquer que la présence de
ImpB modifie I'état oligomérique de Rev/NPM1-OD (Figure 19).

- Gel filtration: La comparaison des profils d’élution obtenus par gel filtration des
échantillons protéiques contenant (i) Impp et Rev, (ii) NPM1 et Rev et (iii) NPM1, Rev et ImpB,
révele que le volume permettant de co-éluer NPM1 et Rev est plus grand en présence qu’en
absence de Impp, ce qui correspondrait a un complexe protéique plus compact ou de poids
moléculaire plus faible (Figure 19A).

- Photométrie de masse : La comparaison des distributions de masses obtenues par masse
photométrie avec les mémes échantillons que ceux précédemment cités, semble confirmer
qu’apres 'ajout de Impp la masse moléculaire du complexe Rev/NPM1-OD est inférieure a celle
obtenue en I'absence de Impf (Figure 19B, C). Cependant, I'imprécision sur la masse inhérente
a cette technique (5-10%) ne nous permet pas de déterminer la composition exacte du
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complexe obtenu en présence de Rev, NPM1-OD et Impf3, bien qu’il ne puisse pas totalement
étre exclu que la courbe observée avec Rev/NPM1-OD/ImpP soit la résultante des courbes
obtenues avec Rev/NPM1-OD + Rev/Impp (Figure 19C).

- Microscopie électronique par coloration négative : la comparaison par microscopie
électronique des échantillons Rev/NPM1-OD en absence ou en présence de ImpB semble
indiquer que les petites particules, assez homogénes de 6 nm de diametre, obtenues avec
Rev/NPM1-OD (Figure 19D) deviennent de plus petites tailles et plus hétérogénes en présence
de Impp (Figure 19E)
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Figure 19 : Caractérisation de I’hétérogénéité des complexes protéiques impliquant
NPM1-0OD, Rev et Impf. A. Analyse des différents complexes par chromatographie par
exclusion de taille (SEC). 1-14, fractions collectées. B-C. Comparaison de la répartition des
masses obtenue par masse photométrie : NPM1-OD en absence ou en présence de Rev (B) ou
NPM1-OD/Rev en absence ou en présence de Imp8 (C). D-E. Homogénéité des complexes
appréciée par coloration négative : complexe NPM1-OD/Rev en absence (D) ou en présence
(E) de Impp.
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(2) Capacité de Impf a interagir avec NPM1 en présence et en absence de Rev :

La possibilité que les NLS de NPM1 soient reconnus directement par Impf, a dans un premier
temps été testée par des expériences de co-purification et prédit par AlphaFold.

- Co-purification sur colonne NiNTA : Des expériences préliminaires de co-purification a
petite échelle ont été réalisées avec les protéines His-ImppB, Rev et les domaines NPM1-0OD et
NPM1-HBD (Figure 20A), en effectuant différentes combinaisons de protéines (Figure 20B).
Les premiers résultats obtenus illustreraient la capacité de Impp a lier a la fois Rev et NPM1-
HBD, résultant d’une liaison directe ou indirecte (par l'intermédiaire de Rev) de ImpB avec
NPM1-HBD. Dans les deux cas, ce résultat suggererait que (i) les sites de liaison de Rev a Impf
et a NPM1-HBD ne sont pas chevauchants, (ii) ce qui serait compatible avec les prédictions de
I'interaction entre Rev et NPM1-HBD obtenues par Alphafold et décrites précédemment
(Figure 18).

A Oligomerization Histone binding RNA binding B Impp + + + + + + + 4+ +
(OD) (HBD) (RBD) RevWT - + + + + + + + +
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Figure 20 : Co-purification des différents domaines de NPM1 avec Impf3 et Rev.

A. Représentation des trois domaines de NPM1 exprimés et purifiés indépendamment
(constructions obtenues auprés de Nouri et ses collaborateurs 7®). B. Résultats de pulldowns
o petite échelle, révélés par coloration a I'argent, obtenus sur résine NiNTA a l'aide des
différentes combinaisons de protéines purifiées mentionnées : His-Impf3, Rev, NPM1-OD,
NPM1-HBD et NPM1-RBD. Seule Imp 3 possede une étiquette His.

- Prédictions AlphaFold : Malgré le caractére intrinsequement désordonné du domaine
NPM1-HBD et par conséquence le manque de confiance dans la prédiction de son organisation
structurale, les prédictions d’interaction entre NPM1-HBD et Impf, obtenues par AlphaFold,
modélisent une interaction du NLS1 mais aussi du NLS2 de NPM1 avec la face concave de la
partie C-terminale de Impp (Figure 21 A, B).
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Figure 21 : Prédiction de l'interaction du domaine NPM1-HBD avec Impf3, obtenue par
AlphaFold. A. Prédiction de ['interaction entre NPM1-HBD (cyan) et Impp (gris). Le NLS1
(NPM1152.157), NLS2 (/\/P/\//1191.197) et la région acidique A3 (/\/P/\//1191.197) de NPM1 sont
visualisés en magenta, violet et rouge, respectivement. B. Tracé de I'erreur d'alignement
prédite (PAE) correspondante a la prédiction d’interaction entre Imp 3 et NPM1-OD montrée
en A. Les prédictions d’AlphaFold présentées ont été obtenues sur le serveur Topaze du CCRT
avec la version AF 2.3.1 133, et les fichiers PAE correspondants ont été régénérés a I'aide
AlphaPickle 134,

4.5.4- Etude de la dynamique des interactions moléculaires dans un contexte cellulaire

Afin d’apprécier la spécificité des interactions qui auront pu étre identifiées a 'aide des
structures des différents complexes, des expériences de mutagenése dirigée couplées a des
tests d’'import nucléaire in vitro pourraient étre réalisés. L'inhibition de I'import nucléaire de
Rev par ces mutations permettrait la validation de cibles thérapeutiques potentielles.

L'étude in vivo des interactions entre les protéines Rev, NPM1 et/ou Impp, permettrait de
valider I'existence des complexes identifiés in vitro et d'améliorer notre compréhension et nos
connaissances sur I'import nucléaire de Rev. De maniére globale, pour apprécier de telles
interactions au sein des différents compartiments cellulaires, plusieurs approches pourraient
étre envisagées a 'aide d’anticorps primaires spécifiques et/ou de protéines fluorescentes. Les
stratégies a mettre en place devront étre adaptées en fonction des résultats et de la
stoechiométrie des complexes obtenus. Nous pouvons, entre autres, imaginer d’utiliser des
anticorps spécifiques couplés a des fluorophores ou d’introduire des génes codant pour des
protéines fluorescentes en amont ou en aval des génes codant pour les protéines Rev, NPM1
et ImpP, afin de suivre la localisation des protéines dans des cellules transfectées. Les
interactions des protéines deux a deux pourront étre étudiées par FRET, ou a I'aide d’approches
de type Dualink® qui produisent un signal fluorescent lors d’événements d’interactions —
stables ou transitoires — qui peut étre visualisé par microscopie (confocale ou super-résolution)
ou cytométrie en flux. Pour démontrer I'existence de complexes moléculaires impliquant trois
protéines, nous pourrions envisager de réaliser des expériences (i) d’'imagerie in cellulo, grace
a des protocoles de complémentation bimoléculaire de fluorescence associé au transfert
d’énergie par résonance de fluorescence (BiFC-FRET), développés pour visualiser les complexes
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ternaires dans les cellules vivantes *3° ou (ii) de réticulation in vivo, a I'aide d’analogues d’acides
aminés photo-réactifs, combiné a des études de pulldowns a I'aide d’anticorps spécifiques.

L’'ensemble du travail de culture cellulaire et de microscopie pourra étre réalisé en
collaboration avec les membres de notre équipe Dimitrios Skoufias et Rose-Laure Indorato,
et Jean-Philippe Kleman, du groupe 12SR, qui dirige la PF d’imagerie cellulaire M4D de
I'institut.

4.5.5- Identification de petites molécules inhibitrices de I'import nucléaire de Rev

A plus long terme, jespere que les structures des différents complexes identifiés,
nécessaires a l‘import nucléaire de Rev et donc a la réplication du VIH-1, pourront constituer
de nouvelles cibles thérapeutiques et faciliter le criblage de petites molécules et le
développement d’inhibiteurs spécifiques qui pourraient constituer de nouvelles stratégies
antivirales. Une telle étude nécessitera d’établir de nouvelles collaborations, qui n‘ont pas
encore été identifiées a ce jour.
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