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Résumé

Le Virus de la Mosaique de la Papaye est un virus végétal filamenteux flexible. Son unigue
protéine structurale, la protéine de capside, est composée de 215 acides aminés. Le but de
ce présent projet de recherche est de déterminer I'importance de I'extrémité N-terminale de
la CP dans I"assemblage du PapMV. Des éiudes antérieures a ce projet ont démontré que la
délétion des cing premiers acides aminés de la CP (CPg.25) naffectait pas la capacité de la
CP a se multimériser, alors qu'une délétion des vingt-six premiers acides aminés (CPyr.5)
conduisait & une incapacité de la CP a se multimériser. L."élaboration de mutants de délétion
a l'extrémité N-terminale ainsi que leur expression dans la bactérie £ coli a permis de
mettre en évidence I"importance de la phénylalanine retrouvée a la position 13 de la CP.
Des mutations ponctuelles pour cet acide aminé ont permis de révéler le role que jouait
I"hydrophobicité a 'extrémité N-terminale dans la multimérisation de la protéine de

capside.
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1.0 Introduction

Au cours des derniéres décennies, 1'intérét de la communauté scientifique envers les virus
d’origine végétale a grandement augmenté, En effet, la structure hautement répétitive des
virus végétaux est reconnue efficacement par le systéme immunitaire, ce qui ouvre la porte
au développement de plates-formes de vaccination versatiles dont le développement a été
reconnu par "organisation mondiale de la santé (www.who.org). Le but est de générer une
plate-forme vaccinale universelle 4 laquelle seraient fusionné des épitopes d’intérét 4 la
vaccination, La structure des virus végétaux posseédent des propriétés immunomodulatrices
¢l peuvent étre utilisés comme adjuvant capable de stimuler le systéme immunitaire en
présentant 4 sa surface des milliers de copies d’un ou de plusieurs épitopes dérivés de
pathogénes (Denis, Majeau ef al. 2007). De plus, la rapidité de production des vaccins ainsi
que les bons rendements obtenus & faibles coiits (Porta et Lomonossoft 1998) font de cette
technologie une alternative aux vaccins traditionnels en permettant la vaccination a grande
¢chelle dans les pays en voie de développement. Jusqu'a maintenant, plusieurs virus
veégétaux ont été étudiés a cette fin @ le Tobacco Mosaic Virus (TMV), le potato Virus X
(PVX), le Cowpea Mosaic Virus (CPMV) et le Alfalfa Mosaic Virus (AIMV) n’en sont que

quelques exemples (Canizares, Nicholson ef al. 2005).

C'est en utilisant le Virus de la Mosaique de la Papaye (PapMV), un virus flexible a
symétrie hélicoidale, comme plate-forme vaccinale que notre équipe tente de mettre au
point des vaccins contre, entres autres, |hépatite C (HCV), la grippe (Influenza) et le
cancer de la peau (mélanomes). Comme la structure tertiaire d’aucune protéine de capside
(CP) d un virus flexible n’a pu étre établie jusqu™a maintenant, la eréation de ces vaccins
demeure complexe. Jusqu'ici, nous avons obtenu du succés & présenter des épitopes
d’intérét en vaccination en fusionnant les peptides a I"extrémité C-terminale de la CP du
PapMV. Cependant, il serait utile de caracténiser d’autres points de fusion sur la CP afin

d’augmenter I"efficacité de la plateforme vaccinale.

e présent projet de recherche, en collaboration avec le laboratoire du Dr S. Gagné
(CREFSIP (Centre de recherche sur la fonction, la structure et l'ingénierie des protéines).

U, Laval). un spécialiste de la résonance magnétique nucléaire (RMN), a pour but de
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determiner le role de extrémité N-terminale de la PapMV CP dans sa multimérisation,
puisqu’une délétion des vingt-six premiers acides aminés 4 celte extrémité résulte & une
incapacité pour la nucléocapside a se multimériser. Pour commencer, des informations
générales sur les virus de plante seront abordées, suivies de comparaisons entre le PapMV

el d’autres virus apparentés i propos de leur protéine de coque et de leur assemblage.

]



1.1 Les virus végétaux

Les virus sont des agents pathogénes ubiquitaires, qui infectent toutes les formes de vie sur
terre. Les virus végétaux, pour leur part, sont composés d'un génome viral protégé, en
général, par un seul type de protéine, la protéine de capside, capable de se multimériser
autour du génome. Le génome viral peut étre constitué d”ADN (simple ou double brin) ou
d’ARN (simple ou double brin, de polarité positive ou négative). Chez les virus végétaux, il
y a une prédominance marquée pour les virus 8 ARN simple brin de polarit¢ positive
(Figure 1). Qu'ils soient constitués d’ ADN ou d”ARN, les génomes viraux conservent tous
les mémes fonctions de base qui sont de coder pour les éléments essentiels a la réplication

du virus, au mouvement de cellules en cellules et 4 'assemblage en particules matures.
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Figure 1. Répartition des virus végétaux selon la composition de leur génome. Légende :
DNA ss: ADN simple brin; DNA RT-ds : ADN double brin rétro-transcrit; RNA ss : ARN
simple brin (+) polarité positive, (-) polarité négative: RNA ds : ARN double brin. Adapté
de © http://fwww.dias. kvl.dk/plantvirology/taxonomy.html.

Les virus végétaux sont classés en deux grands groupes selon la symétrie de leurs capsides :
les virus a symétrie icosaédrique et les virus a symétrie hélicoidale. Les virus icosaédriques
ont été longuement étudiés et leur structure a €té bien caractérisée. Leurs protéines de

capside sont reconnues pour leur repliement secondaire constitué majoritairement de
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feuillets-béta. Pour ce qui est des virus hélicoidaux, les données structurales sont plus
difficiles & obtenir, Jusqu'a maintenant, trés peu d'études ont été publiées sur le sujet.
Jusqu’ici, il a é1¢ impossible d’obtenir un échantillon homogéne de virus flexible, ce qui a

considérablement retardé les études structurales par cristallographie et par RMN.

1.1 1 Structures de capsides étudiées par la diffraction des rayons X

Pour la diffraction des rayons X, I"¢échantillon protéique & étudier doit se trouver de fagon
trés ordonné, cristallin et uniforme. De plus, la pureté et la concentration de I'échantillon
sont essentielles pour parvenir 4 de bons résultats. L."obtention de ce cristal est une étape
laborieuse et limitante. Dans certain cas, comme pour les virus filamenteux, la
cristallisation est impossible. Cependant, cette technique n’est pas complétement inutile
pour les virus filamenteux puisqu’elle a pu étre utilisée pour le virus de la mosaique du
tabac (TMV). En effet, ce virus peut former une solution gélosée trés ordonnée ou les
hélices des virions sont alignées et qui peut diffracter les rayons X en produisant ainsi un
patron de dilfraction de fibre (Bawden 1936; Bernal 1941; Gregory 1965). Ainsi, la
structure tertiaire de la CP du TMV a pu étre déterminée (Figure 2) griice a cette propriété

de la protéine.

Figure 2. Structure du dimére de la TMV CP (PDB : 1EI7).



1.1.2 Structures de capsides étudiées par la résonance magnétique nucléaire

La limitation & 'utilisation de la RMN concerne la taille des molécules a tester, Pour un
échantillon protéique, cette technique permet de déterminer la structure tridimensionnelle
lorsque la protéine se trouve sous une forme monomérique (ou multimérique) inférieure &
30 kDa. Plus la molécule a tester est grosse, plus il risque d’y avoir chevauchement des pics
enregistrés. Comme pour la diffraction aux rayons X, la concentration et la pureté de
I"échantillon sont conditionnelles & "obtention de bons résultats. De plus, les molécules
doivent étre stables tout au long de ’enregistrement des spectres. L’étude en RMN des
virus filamenteux devient donc fastidieuse en raison de leur grande taille. 1l faut donc
trouver un intermédiaire de ["assemblage qui est stable, qui fait moins de 30 kDa et qui ne
s¢ multimérise pas en solution. Ces derniéres exigences ne sont pas faciles 4 remplir
lorsque 'on considére qu’une des caractéristiques essentielles des protéines de capside est
leur grande capacité 4 se multimériser. C'est donc pour cette raison que trés peu de
structures de nucléocapside ont pu étre déterminées grice i cette méthode (Khorasanizadeh,

Campos-Olivas ef al. 1999; Campos-Olivas, Newman ef al. 2000).

1.1.3 Les virus hélicoidaux

Les virus hélicoidaux peuvent étre divisés en deux catépories selon la flexibilité de leurs
capsides : on distingue les virus a batonnets rigides comprenant les genres tobamo-, tobra-,
hordei- et furovirus et les virus filamenteux flexibles comprenant les genres potex-, carla-,
clostéro-, poty- et bymovirus. C’est chez les virus & batonnets rigides que les données
structurales recueillies sont les plus nombreuses et la structure au niveau moléculaire de
quelques virus a été établie, comme pour celle du Virus de la Mosaique du Tabac (Namba,
Pattanayek et al. 1989; Bhyravbhatla, Watowich er al. 1998). Quant aux virus filamenteux
flexibles, la structure tertiaire de leurs protéines de capside demeure toujours inconnue. Par
contre, comme pour les virus a4 batonnets rigides, il a été éabli que les repliements
secondaires de leurs protéines de capside sont en grande partie constitués d’hélices alpha
(Tremblay 2005).



1.1.4 L assemblage viral

Afin de conserver leur pouvoir pathogéne, les virus végétaux doivent étre capables
d’empaqueter leur génome viral, Cet auto-assemblage se déroule en trois étapes distinetes.
Une représentation de cel assemblage chez TMV est illustrée 4 la Figure 3 (Culver 2002).
La multimérisation de la protéine de capside en diméres, triméres ou disques est la premiére
¢lape essentielle de I"assemblage. Ensuite, survient I'étape de nucléation ot les multiméres
formés s'associent au génome viral par leur domaine de liaison a8 PARN ou a FADN
provoquant ainsi un changement de conformation des protéines. Finalement. les particules
virales atteignent leur maturité lors de U'étape d'¢longation ot I'affinité entre les multiméres
augmente A la suite de changements conformationnels. Ce processus de coopérativité se
poursuit jusqu’a la formation de la particule compléte. Ces trois étapes sont d’une grande
importance puisque chaque ¢étape est limitante et conduit a la suivante. Plusieurs facteurs
peuvent influencer les mécanismes d’assemblage des virus, dont les conditions de pH, de
température, de concentrations en sel, en protéines et en acides nucléiques. La réaction i

ces facteurs est propre a chaque famille virale et parfois méme a chaque virus,

En plus de ces facteurs environnementaux, 1'assemblage dépend aussi de la capacité des
protéines de capside @ interagir entre elles (interactions protéines-protéines) et avee les
acides nucléiques (interactions ADN-protéines ou ARN-protéines). Chez les wirus
icosaé¢driques, 1'équipe de Blink et Pleij a mis en évidence que les acides aminés les plus
souvent impliqués dans la liaison 4 I’ARN sont la lysine et I"arginine, des résidus chargés
positivement interagissant avee les charges négatives des groupements phosphate de I'ARN
(Bink et Pleij 2002). Chez les virus en bitonnets, les seuls domaines de liaison aux acides
nucléiques connus sont retrouveés chez la famille des tobamovirus et sont constitués de trois

arginines et d un acide aspartique (Stubbs 1999),
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Figure 3. Représentation des trois étapes de Iassemblage chez e Virus de la Mosaique du
Tabae (Culver 2002).

1.2 La famille des Flexiviridea

Les virus végélaux faisant partie de la grande famille des Flexiviridea ont éé regroupés
ainsi car ils possédent plusieurs caractéristiques communes (Adams, Antoniw ef al. 2004).
Comme le nom I"indique, ces virus sont flexibles et de longueurs variables (de 470 nm a
plus de 1000 nm), mais avee un diametre fixe de 12 ou 13 nm. Leur génome est constitué
d’'un ARN simple brin de polarité positive se terminant par une queue polyadénylée en 37,
Cet ARN code pour deux a six cadres de lecture ouverts (Open reading frames-ORFs).

Cependant, la majorité des virus en possédent cing ou six.

Le premier ORF en 57 de I"ARN code pour une protéine de réplication de 150 a 250 kDa
qui posséde des motifs correspondants 4 une méthyl transférase, a une hélicase et 4 une
ARN polymérase ARN-dépendante (Koonin et Dolja 1993). Les deuxiémes, troisiémes et
quatriemes ORFs codent pour les protéines impliquées dans le mouvement du virus de
cellules en cellules dans la plante infectée. La plupart des virus possédent le «7riple gene
hlocky constitué des trois protéines de mouvement TGB1, TGB2 et TGB3, mais quelques
virus parmi les Flexiviridea possédent une seule protéine de mouvement appartenant a la
superfamille des protéines "30K° (Melcher 2000). Ce sont les virus appartenant a cette
catégorie qui ne possédent que deux ou trois ORFs, en fonction de la position de la protéine
de capside sur le géne (s'il fait partie du premier ORF ou s'il se trouve sur un ORF

indépendant). Pour les virus @ cing ou six ORFs, c’est sur le cinquiéme ORF que se trouve



Iinformation nécessaire a la transcription de la protéine de capside de poids moléculaire
variant de 22 i 44 kDa. Finalement, le sixieme ORF présent chez quelgues virus est
soupgonné de coder pour une protéine ayant des propriétés de liaison aux acides nucléiques
(Adams, Antoniw ef al. 2004). Les Flexiviridea ont é¢ divisés en plusieurs genres selon
des critéres plus précis. On y retrouve 8 genres: les Allexivirus, les Capillovirus, les
Carlavirus, les  Foveavirus, les  Pofexvirus, les Trichovirus, les Vitivirns et les
Mandarivirus. De plus, six virus n'ont pas encore été assignés a4 un genre. Un sommaire des
caractéristiques typiques pour chacun des genres ou virus non assimilés a un genre faisant

partie de la famille des Flexiviridea est présenté au Tableau 1.
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Tableau 1. Sommaire des caractéristiques pour les différents genres et virus faisant partie
de la famille des Flexiviridea ( Adams, Antoniw ef al. 2004),

1.3 Les Potyvirus

Les Potexvirus possédent beaucoup de similarités avee d autres virus filamenteux dont les
Potyvirus, Le genre Potyvirus, genre majeur de la famille des Potyviridae, regroupe des
virus filamenteux flexibles de 680 a4 900 nm de long avee un diameétre de 11 4 15 nm
{Urcuqui-Inchima, Haenni er al. 2001). Leur génome est constitué d'un ARN simple brin

de polarité positive d’environ 10 kb entouré d*environ 2000 copies de la protéine de coque
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(Urcugui-Inchima, Haenni ef @/, 2001). A cause de la ressemblance dans I’organisation de
leur génome, les Potyvirus ont été inclus dans le super-groupe des «picorna-like virusesy.
L'ARN viral posséde une VPg (viral protein genome-linked) liée de fagon covalente a
extrémité 5° et une queue de poly(A) a Mextrémité 3°. Le génome code pour un seul et
long cadre de lecture qui est traduit en une seule polyprotéine de 340 a 370 kDa qui sera

clivée par la suite (Urcuqui-Inchima, Haenni ef /. 2001) (Figure 4).
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Figure 4. Organisation du génome des potyvirus. Tiré de Urcuqui-Inchima er al. (Urcuqui-
Inchima. Haenni et al. 2001)

1.4 La protéine de capside des Potyvirus

Les Potyvirus, comme les Potexvirus, possédent une seule protéine structurale. Les CPs des
potyvirus sont de poids moléculaires variant entre 28 et 40 kDa (Urcuqui-Inchima. Haenni
el al. 2001), Elles peuvent étre divisées en trois domaines : 'extrémité N-terminale, la
partic centrale et I"extrémité C-terminale. La partie la mieux conservée entre les membres
de ce groupe est la partie centrale. Les deux extrémités possédent des séquences en acides
aminés variables el sont exposées a la surface des particules virales. Les extrémités ainsi
exposées sont sensibles a la dégradation par la trypsine (Urcuqui-Inchima, Haenni er af.
2001). Quand les particules de potyvirus sont digérées par la trypsine, environ 50 acides
aminés de 'extrémité N-terminale sont excisés (Shukla, Strike er af. 1988; Shukla et Ward

1989: Anindya et Savithri 2003 ).

Un modéle de la structure du Virus A de la Pomme de terre (PVA) a été développé a partir
des résultats obtenus par la méthode de bombardement au tritium combiné aux résultats de

prédiction de la structure secondaire de la PVA CP, proposant la composition suivante :
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46% d’hélices-alpha et 16% de feuillets-béta (Baratova, Efimov er al. 2001).Ce modéle est

présenté 4 la Figure 5.

Figure 5. Structure de la PVA CP proposé par Baratova et al. (Baratova, Efimov el al
2001).

1.5 L’assemblage des Potyvirus

Chez le potyvirus Johnsongrass Mosaic Virus, des mutations effectuées aux acides aminés
possiblement impligués dans un pont salin proposé par Dolja (Dolja et Koonin 1991) ont
révélé que ces résidus conservés entre les différentes familles de virus hélicoidaux végétaux
sont essentiels a la formation de NLPs. Des mutations ont également été introduites dans le
géne de la CP du potyvirus Tobacco Etch Virus (TEV). Les résidus 5122, R154 ¢t D198 du
TEV sont importants dans la formation de virions (Dolja, Haldeman ef al. 1994; Dolja.

Haldeman-Cahill et af. 1995),

Anundya et al. ont récemment proposé un modéle d assemblage pour le Pepper Vein
Banding Virus (PVBV) a partir de protéines recombinantes contenant des délétions aux
extrémités N- et C-terminales de la CP exprimées dans E. coli (Anindya et Savithri 2003).
Ce modele, présenté a la Figure 6, suggére I'implication des extrémités N et C terminales
de la CP dans les premiéres élapes de 'assemblage. L extrémité N-terminale d’une CP
interagirait avec I'extrémité C-terminale d’une autre CP via des forces électrostatiques. Ce
processus s¢ poursuivrait jusqu'a Pobtention d'un intermédiaire de |"assemblage de

coefficient de sédimentation de 168. Ce wdisque» serait indispensable A |'obtention de
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particules virales complétes. Une fois le disque formé, les extrémités N- et C-terminales

peuvent étre enlevées sans interférer dans le processus d’assemblage.
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Figure 6. Modéle d’assemblage du Pepper Vein Banding potyvirus, (a) les extrémités N- et
C-terminales interagissent ensemble (b) pour former un intermédiaire 165 en forme de
disque (c) avec les extrémités exposées a la surface disponibles pour une digestion par la
trypsine (). Ces intermdédiaires forment des NLPs & bas pH et a faible concentration
ionique (d) et peuvent étre reconvertis en intermédiaire 1658, Les extrémités N- et C-
terminales exposées a la surface peuvent aussi étre digérées par la trypsine & partir des
NLPs (¢). Ces particules trypsinisées peuvent également étre dissociées en intermédiaire
165 (I). Les mutants CPAC23, CPANS3 (g) ne peuvent pas s’assembler en intermédiaire
165, Tiré de (Anindya et Savithri 2003).



1.6 Les Potexvirus

Les virus du genre Porexvirus sont des virus filamenteux flexibles ayant des longueurs
variant de 470 4 580 nm et un diamétre de 13 nm (Adams, Antoniw ef al. 2004). Leur
génome est constitué d’'un ARN simple brin de polarité positive qui code pour cing ORFs
sur une longueur qui varie entre 59 et 7 kb. Les protéines de capsides codées par le
cinquiéme ORF possédent des poids moléculaires compris entre 18 ¢t 27 kDa. Plus de
vingt-cing virus différents font partie du genre Potexvirus dont le virus modéle est le Virus

X de la Pomme de terre (Potato Virus X (PVX)).

1.6.1 Le Virus X de la Pomme de ferre

Le PVX est un virus flexible de 515 nm formé de 1300 copies de la protéine de capside
enroulées autour de I"ARN simple brin de 6435 nucléotides (Huisman, Linthorst ef al
1988). Cet ARN posséde une coiffe a Pextrémité 5°, est polyadénylée en 3° (Skryabin,
Kraev et al. 1988) et code pour cing ORFs : I'ORF1 pour la réplicase, les ORF2, 3 et 4
pour les protéines de mouvement et "ORF5 pour la protéine de capside (Huisman,

Linthorst er af. 1988; Skryabin, Kraev er al. 1988).

1.6.2 Le Virus de la Mosaigue de la Papaye

Le Virus da la Mosaique de la Papaye (PapMV) fait partie du grand groupe des virus
filamenteux flexibles et est membre de la famille des Flexiviridea du genre Potexvirus
{Adams, Antoniw et al. 2004), L hiote principal du PapMV est la papaye (Carica papaya
membre de la famille des Caricacea), mais dix-sept autres espéces de plantes peuvent étre
épalement infectées (Purcifull et Heibert 1971). Les symptomes reliés 4 une infection au
PapMV different selon I'héte, mais se manifestent principalement par ’apparition d une
mosaique (Figure 7A) ou de régions nécrosées sur les fenilles des plants infectés. Ce virus

est principalement retrouvé au Pérou, au Venezuela, en Bolivie et aux Etats-Unis,



Figure 7. Caractérisation du PapMV. A) Mosaique caractéristique a une infection par le
PapMV sur des feuilles d'un plant de papaye cultivé en serre. B) Photo en microscopie
électronique du PapMV. La barre représente 200 nm. (Photos prises par Mme Christine
Paré). C) Representation du PapMV en cryomicroscopie électronique. Collaboration avec
le Dr Huilin Li, BNL, Road Island, NY.

Le génome du Virus de la Mosaique de la Papaye est constitué de 6656 nucléotides (Sit,
Abouhaidar ¢f al. 1989). Comme pour le PVX, cet ARN simple brin de polarité¢ positive
code pour cing protéines essentielles & la multiplication virale : une réplicase indispensable
a la réplication du virus, trois protéines de mouvement TGBI1, TGB2 et TGB3 (constituant
le «triple gene block») impliquées dans le mouvement du virus de cellules en cellules dans
la plante infectée et une protéine structurale, la protéine de capside qui est responsable,
entres autres, de la protection du génome viral (Figure 8). Comme chez tous les potexvirus,
cet ARN comprend aussi deux régions non codantes aux extrémités 57 et 37, une coiffe 4
IMextrémité 5° ainsi qu'une queue de poly(A) 4 extrémité 3°. Les particules virales en
forme de béitonnets flexibles (Figure TB) sont constitudes de I"'ARMN viral entouré de 1400
copies de la protéine de capside arrangées en hélice (Zhang, Todderud er al 1993). La
Figure 7C montre une représentation du PapMV en cryomicroscopie électronique. Chaque
tour d’hélice est constitué de 8,75 sous-unités de la capside et chaque protéine est associée

a cing nucléotides de I’ARN (Tollin, Bancrofl ef af. 1979),
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Figure 8. Organisation génomigue du PapMV. Légende : Cap @ coiffe 4 I"extrémité 5°, TGR
1,2 et 3 protéines de mouvement du «triple gene blocks, CP @ protéine de capside, Poly A :
queue polyadénylée a Pextrémité 3°. Tiré du mémoire de Marie-Héléne Tremblay
{( Tremblay 2005).

1.7 La protéine de capside des Potexvirus

L."alignement des séquences des CPs des membres du genre Porexvirus permet de relever
qu’il existe un bon nombre d acides aminés conservés et de remplacements conservateurs
{Abouhaidar et Lai 1989) dans la partie centrale de la protéine. Cet alignement nous révéle
aussi que extrémité N-terminale est la partie la plus variable de la protéine. En effet, les
différents potexvirus possédent une extrémité N-terminale de longueur (rés variable

(Annexe 1).

1.7.1 La protéine de capside de PVX

La PVX CP isolée a partir des virus purifiés se retrouve sous 2 formes majeures
d’agrégation en solution, une forme 3-5 S et une forme 10-15 § (Kafianova, Kiselev er al.
1975). Lors de la préparation de virus purifiés a partir de plantes infectées, les particules
virales du PVX sont sujettes 4 la dégradation par des protéases de la plante. Cetie
dégradation engendre le clivage de 19 4 21 acides aminés 4 I'extrémité N-terminale qui est

présente a la surface des particules virales (Baratova, Grebenshehikov er af. 1992),

Les résultats obtenus lors du bombardement au tritium des formes non dégradées et
dégradées du PVX combinés a ceux obtenus lors de la prédiction de structure secondaire de
la CP, révélant que 45% du repliement de la protéine est sous forme d’hélices-alpha et
qu'environ 5 % est sous forme de feuillets-béta, ont été utilisés pour développer un modéle
structural de la CP (Figure 9). Le bombardement au tritium des particules virales intactes

révéle qu'environ 35 acides aminés & Pextrémité N-terminale sont situés a la surface des
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virions. Sur les particules virales dégradées, I"extrémité C-terminale de la CP devient
exposée au bombardement par le tritium suggérant que I'extrémité N-terminale masque
Iextrémité C-terminale dans la protéine native (Baratova, Grebenshchikov er al 1992). Les
¢tudes d’activilé optique de Raman suggérent toutefois que ce modéle contient une trop
grande quantité de feuillets-béta biens définis aux extrémités N- et C-terminales (Blanch,
Robinson ef al. 2002).

RANA interior

X—(E-Cornear

exterior

Figure 9. Structure de la CP du PVX proposée par Baratova et al (Baratova,
Grebenshchikov et al. 1992),

1.7.2 La protéine de capside du PapMV

La protéine de la capside du PapMV est composée de 215 acides aminés et posséde une
masse moléculaire estimée 4 23 kDa (Verde, Malorni ef al. 1989). Selon une prédiction de
la structure secondaire, prés de 50 % de la protéine serait repliée en structure d’hélice alpha
{Tremblay 2005). Une ¢étude récente (Tremblay, Majeau er al. 2006) a démontré que la
protéine de capside portant une délétion sur les cing premiers acides aminés de I'extrémité
N-terminale (CPg.zy5) exprimée dans Escherichia coli ¢était capable de s'assembler &

I"intérieur de la bactérie. Lors de la purification, 80 % des protéines produites se trouvaient



sous la forme de disques de vingt sous-unités de la protéine de capside. Les 20 % restant
¢tait produits sous forme de pseudovirions. Ce résultat suggere donc que la protéine de
capside du PapMV posséde une affinité pour certains des ARNs présents dans le
cytoplasme de la bactérie. La méme étude a démontré que la protéine CPg; s et la protéine
sauvage (PapMV¥ CP WT) partageaient la méme structure secondaire (Figure 10A). Par
contre, une différence entre les particules virales formées par ces deux protéines est
observable en microscopie électronique : les particules virales sauvages possédent une
longueur dix lois plus élevie que les pseudovirionsde la protéine CPj s avee des longueurs

de 500 nm et de 50 nm respectivement (Figure 108, C et D).
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Figure 10. Comparaison du virus PapMV WT et des NLPs de la protéine recombinante
CPg.21s. A) Spectroscopie de dichroisme circulaire de CPgs.2 s NLPs en comparaison avec le
virus PapMV WT. Photographie en microscopie ¢lectronique B) du virus sauvage (WT) C)
de la protéine tronguée CPeyis. La barre représente 200 nm. D. Comparaison de la
longueur des particules virales en microscopie électronique. (n = 150)

16



Une analyse de la PapMV CP réalisée par Marie-Héléne Tremblay (Tremblay 2005)
démontre qu'elle contient quatre principaux domaines : un domaine hydrophobe compris
entre les résidus 40 4 70, un domaine basique retrouvé entre les acides aminés 97 4 121 et
deux domaines hydrophiles situcés entre les acides aminés 110 & 140 et 155 a 200. Le
domaine basique comprend 6 résidus chargés posilivement soit trois lysines et trois
arginines, De plus, la position relative de cing de ces résidus est conservée dans les
séquences de protéines de capside de cing potexvirus différents (Abouhaidar et Lai 1989).
De plus. il a été suggéré par Abouhaidar et Lai en 1989 (Abouhaidar et Lai 1989) que les
acides aminés R104, K133, K137, R161 et K198 pourraient étre impliqués dans la liaison a

I"ARN en interagissant avec les groupements phosphate chargés négativement de I’ ARN.

Paphy QLASIVEASG TSLRKFCRYF APIIWHNIRTD KTPEANWEA
Consensus ~LAG-VEVAN -TLROFCRY- AEVVHANTRLDO ENLPANWAK
PaphV AGYEPHMAFRFA AFDFFDGVEN FAAMOPPTGL fRLH"I'-;JEER:
Congsensus AGYEEETEFAR AFDFFDGVLN FAALEFP-DGL LR=-FTE-EER-

Figure 11. Conservation des acides aminés de la partie centrale des CPs des potexvirus
(Tremblay, Majeau ef af. 2006), I)'aprés |'alignement des 20 CPs présentés a ' Annexe 1,

Une analyse des acides aminés chargés les plus conservés chez les potexvirus dans la
région comprise entre les acides aminés 97 a4 168 a éé effectuée (Figure 11) et neuf
protéines portant diverses mutations ont été produites. Leur capacité i étre exprimées dans
E. eoli, la similitude de leur structure secondaire en spectroscopie en dichroisme circulaire
avec la protéine sauvage, leur capacité a4 s'assembler en particules virales et leur affinité
pour I"ARN ont été observées. Les résultats obtenus pour six de ces protéines sont détaillés

au Tableau 2.
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Superposition Formation de  Liaison de

du spectre CD NLPs PARN

avec CPq.as EMSA
K97A* Oui Non Non
RI104-K105-R108A*  Oui Non Oui
E128A Oui Oui Oui
K133-K137A* Oui Non Non
E148A Oui Ol Oui
R161A* Non Non N.DD.

Tableau 2. Tableau résumé des caractéristiques des protéines contenant des mutations a des
acides aminés spécifiques. Tiré du mémoire de Marie-Héléne Tremblay (Tremblay 2005).

Pour quatre des six protéines présentes dans le Tableau 2, la substitution d’un, deux ou trois
acides aminés chargeés par une ou des alanines a éi¢ fatale pour la formation de virions
(protéines marquées d’un *). Cependant, la filtration sur gel sur une colonne Superdex'™ 75
a permis de déterminer que ces quatre protéines étaient surtout présentes sous forme
multimérique plus grande que 70 kDa. Ces mutations ont pu affecter la protéine de capside
soit en modifiant sa structure secondaire 'empéchant ainsi de prendre la bonne
conformation (R161A), soit en modifiant son atfinité pour 'ARN (K97A et K133-K137A),
s0il en modifiant sa capacité a interagir avec les autres protéines et 4 s’assembler en NLPs
(R104-K105-R108A). En effet. il a été suggéré par Marie-Héléne Tremblay (Tremblay
2005) que 'acide aminé R 104 pourrait étre impliqué dans la formation d’un pont salin avec
la D142 puisque ces acides aminés sont conservés chez plusieurs famille de viras vépétaux
filamenteux (Dolja, Boyko er al 1991). Toutes ces modifications dans les fonctions
primaires de la protéine de capside ont pour effet d’empécher la formation de particules
virales. La plupart de ces protéines étaient plutdt instables et difficiles & purifier &
I"'exception de la protéine K97A qui pouvait étre purifiée en bonne quantité, demeurait

relativement stable a 4°C et qui a été étudiée plus en détail,

Une analyse en filtration sur gel sur une colonne Supcrdux.l.m 200 de la protéine K97A a
permis de démontrer la présence de molécules 4 faible poids moléculaire (correspondant
probablement & la forme monomérique, dimérique et trimérique de la CP). de disques

formés d’environ 20 sous-unités de la CP et, finalement, de molécules 4 haut poids

18



moléculaires (correspondant probablement a des agrégats non spécifiques de la CP) (Figure
12A) (Tremblay, Majeau ef al. 2006). L'absence de NLPs a été confirmée en microscopie
¢lectronique (Figure 12B). De plus, I'incapacité de la protéine K97A a interagir avec
I’ARN viral a été démontrée par des EMSA en utilisant une sonde marquée au y-""P
correspondant au 80 premiers nucléotides de I"ARN viral du PapMV (Figure 12C).
I."utilisation croissante de protéines (passant de 0 ng 4 1500 ng) avec une quantité fixe de
sonde marquée (165 fmol) n’a permis d observer aucune interaction entre 'ARN et la
protéine sous forme de disque (fléche rouge). Le complexe ARN-protéine identifié sur le

gel serait plutét du & une interaction entre la forme monomérique de la protéine et I"'ARN
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Figure 12. Caractérisation de la protéine recombinante K97A. A) Filtration sur gel de la
protéine K97A sur la colonne Superdex'™ 200 (ligne grise) en comparaison avec le profil
obtenu avec le surnageant d’ultracentrifugation de la protéine CPgss (ligne noire). B)
Microscopie électronique de la protéine K97A purifice. La barre représente 200 nm, C)
EMSA de la protéine K97A. (Tremblay, Majeau er al. 2006)

Pour ce qui est des deux autres protéines présentes dans le Tableau 2, les mutations E128A
et E148A ont plutét eu un effet bénéfique sur la formation de particules. Cependant, les

protéines portant la mutation E148A étaient instables et ont précipité lors de la dialyse
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servant 4 enlever I'imidazole utilisé pour leur purification, limitant ainsi leur étude

(Tremblay, Majeau et al. 2006).

Pour ce qui est de la protéine E128A, des analyses plus approfondies ont pu étre effectuées
grice 4 la grande stabilit¢ de la protéine. Une ultracentrifugation réalisée sur la protéine
purifiée a permis d’éablir que 100 % de la production se trouvait sous forme de NIPs

(Figure 13A) (Tremblay, Majeau ef al, 2006).
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Figure 13. Caractérisation de la protéine recombinante E128A. A) Photographie en
microscopie électronique du mutant E128A. La barre représente 200 nm. B) Moyenne des
longueurs des particules virales du virus sauvage (W), de CPgais (CPANS) et de E128A.
150 NLPs ont servi a faire les caleuls. EMSA de la protéine C) CPgps. D) E128A
(Tremblay, Majeau er al. 2006),

La structure secondaire des protéines formant les particules a été comparée a celle de la
protéine sauvage el les spectres se superposaient. Cependant, la mutation E128A semble
avoir modifié atfinité de la protéine de capside pour 'ARN viral, tel que le démontre

I"EMSA présenté 4 la Figure 13C et D. Puisque la protéine E128A se retrouve uniguement
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sous forme de NLPs, les disques ont du étre extraits a |'acide acétique tel que déerit
auparavant (Erickson, Bancroft ef al. 1976). Alors que les disques de la protéine CPg.as
commencent 4 avoir une affinité pour I’ ARN lorsque 500 ng de protéines sont présentes, il
ne faut que 50 ng de disques de la protéine E128A pour interagir avec I"ARN marqué, soit
une elficacité dix fois supérieure. Finalement, la longueur des particules produites a été
calculée pour le virus sauvage (WT), pour CPeais et pour E128BA et les valeurs ont été
comparées (Figure 13B). Ftonnamment, les particules virales formées dans E. coli pour
E128A étaient cing fois plus longues que celles de la protéine CPqys avee une longueur
moyenne de 250 nm. Ce résultat suggére done que la protéine mutée E128A peut plus

elficacement supporter I'initiation et I’élongation de la particule lors de ’assemblage.

1.8 L’assemblage des Potexvirus
Les mécanismes d’assemblage chez les membres du genre potexvirus n"ont pas fait I'objet
de beaucoup d'études. C'est chez le PapMV qu’on détient le plus d’informations sur le

Processus.

(8.1 L assemblave du PVX
Parker et al. ont récemment étudié la surface du PVX en utilisant la diffraction de fibre
(Parker, Kendall et al. 2002) et une modélisation d’un segment de virus contenant 89 sous-

unités protéiques et 10 tours d’hélice a pu étre obtenue (Figure 14).

L impact de plusieurs mutations introduites a intérieur de la PVX CP sur la morphologic
des virions et sur leur caractére infectieux dans les protoplastes a été étudié par Chapman er
al. (Chapman, Hills er al. 1992). Les résultats obtenus pour des mutants contenant des
délétions 4 'extrémité N-terminale de la PYX CP supportent le modéle structural proposé
par Baratova e al. (Baratova, Grebenshchikov ef al. 1992) qui prédit que cette extrémité
serait exposce a la surface du virion. Cependant, des formes inhabituelles d’agrégation des
virions dont les CP sont délétées 4 extrémité N-terminale ont éé observées, ce qui

suggére que cette extrémité participerait 4 des interactions intra- et intermoléculaires dans
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la particule virale. Les différences de morphologie observées impliquent que cette partie de

la CP facilite la production de virions et stabilise les particules virales.

Figure 14. Représentation schématique d'un segment du virion PVX comprenant environ
89 spus-unités pour 10 tours d’hélice. Chaque protubérance représente une sous-unité
(Parker, Kendall er af. 2002).

Une éde récente de Kozlovsky et al (Kozlovsky, Karpova et al. 2003) portant sur la
phosphorylation a I'extrémité N-terminale de la PYX CP confirme des résultats obtenus dix
ans plus 10t. En effet, la mutation des résidus sérine et thréonine a extrémité N-terminale
pour des résidus alanine et glycine non phosphorylables rend les particules virales moins
stables et plus susceptibles 4 une digestion par la trypsine. Egalement, les sous-unités de la
CP ainsi mutées se désassemblent spontanément aux extrémités des virions (Kozlovsky.
Karpova ef al. 2003). Kozlovsky e al. suggérent que le domaine N-terminal de la CP esi
impliqué & une des éapes de 'assemblage. lls suggérent aussi que ces mutations
engendrent une diminution de la force des interactions protéine:protéine et peut-étre
ARN:protéine et causent ainsi la perte de stabilité¢ des particules conduisant au

désassemblage spontané observe aux extrémilés des virions.
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Figure 15. Représentation en microscopie ¢lectronique de 'assemblage a 25 “C de PapMV
WT trait¢ a I'acide acétique et de son ARN extrait du virus sauvage dans un tampon A) 10
mM MES pH 6.0: B) 10 mM Tris-HCIl pH 8.0. La barre représente 100 nm. Adapté de
(Erickson et Bancroft 1978). Représentation en microscopie électronique de I"assemblage a
25 °C de PapMV WT traité a I'acide acétique et de son ARN extrait du virus sauvage dans
un tampon 10 mM Tris-HC] pH 8.0 dans un rapport protéine:ARN C) 1:4 et D) 1:20.
Adapté de (Abouhaidar et Bancrofl 1980).

1.8.2 Assemblage du Pap MV

Les conditions nécessaires a 'assemblage du PapMV in virro ont &1¢ longuement éudiées
el des conditions optimales ont pu étre déterminées : 1"assemblage doit étre effectué dans
un tampon Tris-Hel 10 mM & un pH de 8.0 et & une température de 25°C avec un rapport
ARN:protéine de 1:20 (Erickson et Bancroft 1978: Abouhaidar et Bancroft 1980) tel que
montré 4 la Figure 15. Selon une étude publiée en 1978, 'initiation de 1’assemblage se fait
a 'extrémité 5" de I'ARN viral et ne nécessite que les quarante-sept premiers nucléotides
du génome du PapMV (Abouhaidar et Bancroft 1978). La spécificité de "assemblage est
essenticllement observée lors de I'initiation de assemblage et est fonction du pH. A un pH
de 8.0, la protéine de capside du PapMV peut initier 'assemblage avee, outre son propre
ARN, I'ARN wiral de d’autres Potexvirus ainsi qu’avec des polvadénines et des
polyeytosines. Dans tous les cas, 'initiation se fait 4 Pextrémilé 5" de ces ARN el nécessile
une région riche en adénines et en cytosines, de telles régions étant considérées comme

c¢tant des régions sans structure secondaire. A un pH de 6.0, des assemblages non
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specifiques de la protéine de capside ont ¢té observés autour d’ARN et d’ADN

hétérologues ( Abouhaidar et Bancroft 1978).
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Figure 16. Caractérisation de la protéine recombinante CP;7.255. A) Tamisage moléculaire
de la CP27.245 (courbe noire) en comparaison avec les disques de la CPgo s (courbe grise) sur
une colonne Superdex'™ 75 10/300. Le poids moléculaire du monomére a été estimé 4 21,2
kDa a "aide des marqueurs de poids moléculaire (courbe pointillée). EMSA de la protéine
B) CPgajs. C) CPa7.a215 (Lecours, Tremblay er al. 2006).

Les travaux de mutations de Marie-Héléne Tremblay ont mené 4 la découverte d’un mutant
de délétion qui ne se trouvait que sous la forme monomeérique lorsqu’elle élait exprimée
dans E. coli (Figure 16A). La protéine CPy.215, portant une délétion des vingt-six premiers
acides aminés i I'extrémité N-terminale, a été longuement étudiée par Katia Lecours en
collaboration avec Marie-Héléne Tremblay en vue de 'utiliser pour des éudes 3D en
RMN. II a é¢ prouvé que la protéine tronquée était incapable de s’assembler in vitro en
NLPs ni de former des disques de 20 sous-unités (Lecours, Tremblay et al. 2006). Un
EMSA de la protéine CPy7.y5 a démontré son incapacité a interagir avec les 80 premiers

acides nucléiques de I'ARN du PapMV (Figure 16B).
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Figure 17. Prédiction de structure secondaire de la PapMV CP WT. Site Internet :
http://bicinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/ (MeGuffin, Bryson et al. 2000).

Une prédiction de structure secondaire réalisée avec la protéine de capside sauvage a relevé
la présence d une petite hélice de six acides aminés située entre les acides aminés Q18 et
S23 (Figure 17). 11 a éé sugpéré que cette hélice était peut-étre impliquée dans la

multimérisation de la CP en disques et en NLPs et que sa délétion résultait en une
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incapacité pour la protéine d’interagir avec les autres protéines (Lecours, Tremblay ef al
2006).Cependant, cette incapacité a former des multiméres n’est probablement pas causée
par un mauvais repliement de la protéine, tel que le suggére les études en spectroscopie de

dichroisme circulaire (Figure 18) (Lecours, Tremblay ef al. 2000).
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Figure 18. Spectroscopie de dichroisme circulaire de CP37.2)s (monomére) en comparaison
avec la protéine CPg.a)s (disques). Tiré de Lecours et al. (Lecours, Tremblay et al. 2006)

Malgré les informations obtenues avec ce mutant nous indiguant 'importance de
IPextrémité N-terminale dans la multimérisation, les processus régissant I'assemblage du
PapMV demeurent, encore aujourd hui, méconnus. Nous supposons que les trois grandes
étapes décrivant I'assemblage des virus de plantes présentés 4 la section 1.1.2 sont
représentatives de ce qui ce passe pour le PapMV, mais nous ignorons quels domaines de la
protéine de capside sont impliqués dans la multimérisation et 4 quel moment ils sont

essentiels.



1.9 Hypothéses et objectifs

R, 1 10 20 + a0
Sequence HMSESSHMSTPHIAFP ATTOEMNASS TEV

Consensus

Figure 19. Séquence des 30 acides aminés présents a extrémité N-terminale de la PapMV
CP ainsi que la prédiction de structure secondaire associée i ces acides aminés. Légende :
C : non structuré; H : hélice prédite: fleche rouge : portion délétée du mutant CPrys.

L’ objectif global de ce projet est de déterminer le rile de 'extrémité N-terminale de la

protéine de capside dans "assemblage du virus de la Mosaique de la Papaye.

a) Le premier objectif de ce travail éait d”établir un protocole standard et reproductible de

production et de purification des protéines de capside du PapMV.

b) Le deuxiéme objectil” vis¢ est de vérifier I"importance de "hélice Q18-823 prédite 4

I"extrémité N-terminale de la PapMV CP (Figure 19) dans |"auto-assemblage de la CP.

¢) Le troisieme but est d'isoler une forme monomérique de la CP propice aux études

structurales 30 de la CP

d) Finalement, le dernier objectil de ce travail est de vérifier que le caractére hydrophobe de
certains résidus de I'extrémité N-terminale de la CP (Figure 19) est important pour les

¢tapes d'inttiation de "assemblage.



2.0 Matériel et méthodes

La composition des tampons, des milieux de culture et des réactifs pour les gels sont

présentés a I" Annexe 2.

2.1 Clonage

Les formes mutantes du géne de la PapMV CP ont été clonées dans le vecteur d’expression
pET-3d a partir du géne du mutant de délétion CPy.s s effectué précédemment par Marie-
Héléne Tremblay. La séquence de la protéine codée par ce géne est montrée 4 la Figure 20.
Une alanine en position 2 (illustrée en rouge sur la Figure 20) a été ajoutée lors du clonage
par I"utilisation du site de restriction Ncol qui code pour la méthionine initiale suivie d'une
alanine. De plus, une queue de six histidines a été ajoutée a I"extrémité C-terminale de la
protéine (illustré en bleu sur la Figure 20) afin de faciliter sa purification sur colonne en
utilisant des billes de Ni'®. La carte du vecteur d’expression pET-3d a été placée &
I’ Annexe 4. Les oligonucléotides utilisés afin d’introduire les mutations dans le géne ont

été synthétisés par le Service de synthése d’ADN du Centre de Recherche du CHUL.

HHHHHH

Figure 20. Séquence en acides aminés de CPgys. L'alanine additionnelle ajoutée par
Marie-Heéleéne Tremblay est indiquée en rouge. La queue de six histidines en C-terminal de
la protéine est indiquée en bleu.

2.1.1 Réactions de polymérases en chaines (PCR)

Trois stratégies d"amplification ont été utilisées afin de générer les différents mutants selon
s'il fallait faire une délétion d’acides aminés ou s'il fallait introduire une mutation

ponctuelle a Mintérieur du géne.
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Pour les mutations ponctuelles, 'ADN polymérase Pfu native (Stratagene. catalogue #
600140y fut utilisée selon les conseils du fabriquant. Le principe élait d'utiliser deux
oligonucléotides avee des extrémités franches qui débutaient soit par I"acide aminé a muter,
s01t par celui qui le précédait et qui pointaient vers des directions opposées afin d’amplifier
la totalité¢ du vecteur pET-3d. La longueur du produit d’amplification était vérifiée par
migration sur gel d’agarose 0.8 % et comparée a une échelle d’ADN (New England
Bioloabs, catalogue # N3232, N3231). Lorsque la longueur du fragment correspondait a ~
5.2 kb, FADN était purifié a 'aide du kit de purification des produits PCR (QIAgene,
catalogue # 28106). Puisque les produits PCR ainsi obtenus ont des extrémités franches,
une étape de phosphorylation de ces extrémités a I'aide de la polynucléotide kinase T4
(New England Biolabs, catalogue # MO201) était nécessaire avant de circulariser le
plasmide & 'aide de 'ADN ligase T4 (New England Biolabs, catalogue # M0202). La

procédure est faite selon les directives du fabriquant.

Straiégie # 2

Pour les mutants de déléetions, PADN polymérase Long Template (Roche, catalogue #
1759060 fut utilisée lors de la réaction de polymérase en chaine. La PCR a ¢ réaliséc
selon les directives du fabriquant. Cette fois-ci, la stratégie était d’utiliser un premier
oligonucléotide comprenant un site de restriction qui posséde la méthionine initiatrice de la
traduction (Ndel), suivi des nucléotides codant pour les premiers acides aminés situés aprés
la délétion désirée. Le deuxiéme oliponucléotide utilisé possédait aussi le site de restriction
utilisé pour le premier oligonucléotide ainsi que 18 nucléotides codant pour les six acides
aminés du vecteur pET-3d précédant le géne de la PapMV CP. Les deux oligonucléotides
utilisés pointaient vers des directions opposces et le produit de la réaction comprenait le
géne partiellement délété en N-terminal de la PapMV CP ainsi que la totalité du vecteur
pET-3d. La longueur du produit d’amplification était vérifiée par migration sur gel
dagarose 0,8 % et comparce & une échelle I’ADN (New England Bioloabs, catalogue #
N3232. N3231). Lorsque la longueur du fragment correspondait 4 ~ 5.2 kb, 'ADN était
purifié a "aide du kit de purification des produits PCR (QIAgene, catalogue # 28106). Les

extrémités du produit PCR devaient d’abord étre digérées a V'aide de 'enzyme de
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restriction Ndel (New England Biolabs, catalogue # RO111) selon les directives du
fabriquant. Une fois la réaction complétée, 'enzyme de restriction était inactivée 20
minutes a 65 °C. Une étape de purification du produit PCR digéré a IMaide du kit de
purification des produits PCR (QlAgene, catalogue # 28106) était nécessaire afin d'enlever
'enzyme inactivé ainsi que les nucléotides digérés afin d’éviter qu'ils interférent lors de la
recircularisation du plasmide. C'est I'ADN ligase T4 (New England Biolabs, catalogue #

M0202) qui fut utilisée pour faire la ligation selon les directives de la compagnie.

Stratégie #3

C’est 'ADN polymérase Expand High Fidelity (Roche. catalogue # 1759078) qui filt
utilisée pour les mutants CPyy s et CParage. Le premier oligonucléotide utilisé était
complémentaire aux six ou sept acides amings suivant la délétion des treize ou vingt-six
premiers acides aminés a I'extrémité N-terminale de la PapMV CP respectivement. Un site
de restriction Ndel était aussi présent au début de D'oligonucléotide. Le deuxiéme
oligonucléotide utilisé en sens inverse comprenait les nucléotides codant pour les acides
aminés 176 a 180, six histidines. un codon stop et le site de restriction BamHI. Les
fragments obtenus a la suite de la réaction de polymérase en chaine étaient vérifiés par
migration sur gel d’agarose 0.8 % ¢t comparée a4 une échelle d’ADN (New England
Bioloabs, catalogue # N3232, N3231). Lorsque la longueur des fragments correspondaient
a ~ 500 pb pour CPy4. 50 et — 460 pb pour CPage, 'ADN était purifié a "aide du kit de
purification des produits PCR (QlAgene, catalogue # 28106). Les extrémités des produits
PCR devaient d’abord étre digér;és a 'aide des enzymes de restriction Ndel (New England
Biolabs, catalogue # R0O111) et BamH] (New England Biolabs, catalogue # R0136) selon
les directives du fabriquant. Une éape de purification des produits PCR digérés a I'aide du
kit de purification des produits PCR (QlAgene, catalogue # 28106) était nécessaire afin
d'enlever les enzymes inactivées ainsi que les nucléotides digérés afin d’éviter qu'ils
interférent lors de la recircularisation du plasmide. C'est I'ADN ligase T4 (New England
Biolabs, catalogue # M0202) qui fut utilisé pour faire la ligation entre les fragments purifiés

el le vecteur pET-3d digéré avec Ndel et BamHI selon les directives de la compagnie.
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2.1.2 Translformation de bactéries compétentes par choc thermigque

Afin d’amplifier les génes mutés de la PapMV CP, des bactéries compétentes Fscherichia
coli DHS-01 ont été utilisées. La transformation des bactéries compétentes s'effectue en
mettant sur glace 30 minutes 200 pl de bactéries en présence d’environ 50 ng de plasmides,
dans des microtubes de 1.5 ml (Ultident, catalogue # 24-SCT-150-S5-CS). Le choc
thermique facilitant I'entré du plasmide a 'intérieur de la bactérie est fait 4 42°C pendant
90 secondes. Les bactéries sont ensuite mises sur glace pour cing minutes. On ajoute
ensuite 800 pl de milieu 2xYT (Annexe 2) et on incube les bactéries a 37 °C pendant 45
minutes, Une fois I'incubation terminée, une bréve centrifugation de 30 secondes a 15 800
x ¢ est effectuée afin de culotter les bactéries. L' excédent de milicu est jeté ( 800 ul) et les
bactéries sont resuspendues dans le 200 pl de milieu restant avant d’étre élalées sur une
gélose de 2xYT contenant de Mampicilline 50 mg/L. Le géne de résistance a I'ampicilline
contenu dans le vecteur d’expression pET-3d permet de sélectionner uniquement les
bactéries ayant incorporé adéquatement le vecteur d’expression. Les géloses sont ensuite

incubées 16 heures 4 37 °C.

2.1.3 Criblage des mutants

A partir des colonies obtenues 4 la suite de la transformation des bactéries compétentes I
coli DH5a, Iextraction et la purification de I'ADN des clones sont faites en utilisant le kit
Aprep Spin Miniprep ((MAgen, catalogue # 27106). Les longueurs des ADNs purifiés
sont vérifiées sur un gel d’agarose 0.8 % et comparées & une échelle d"ADN (New England
Bioloabs, catalogue # N3232, N3231). Lorsque les longueurs des fragments correspondent
i ~ 5.2 kb, les ADNs sont soumis a une digestion enzymatique afin de vérifier la présence
du géne de la PapMV CP. Cette digestion est effectuée a 1'aide de I'enzyme de restriction
Ndel (New England Biolabs, catalogue # R0O111) situé en 5° du péne et de 'enzyme de
restriction BamHI (New England Biolabs, catalogue # R0O136) situé en 3" du géne. La
longueur des fragments digérés est vérifice sur un gel d agarose 0.8 % en comparaison avec
les marqueurs d’ADN (New England Bioloabs, catalogue # N3232, N3231). Finalement,
les clones correspondants & ces critéres sont séquencés a4 l'aide d’une amorce

complémentaire au promoteur T7 qui se trouve en amont du site de clonage multiple du



vecteur d expression pET-3d. Les réactions de séquengages sont effectuées par le service

de séquengape du centre de recherche du CHUL.

2.1.4 Les mutants de délétions

Les mutants de délétion qui ont été réalisés sont illustrés a la Figure 21. Tous les clones
possédent une séquence codant pour la queue de six histidines en 3° du géne de la PapMV
CP. Aucun autre acide aminé n’a été ajouté dans les séquences comme ce fiit le cas pour

CPyaps et CPyg.aps avee les alanines situées aprés les méthionines initiales.

[ a0 215

CPaas L L ~6His
——

CPeais MASTPHIAFFATTQEQMSSTEVDETS

CPyats MFPAITQEQMSSIEVDPTS

CPlyans MPAITQE OMSBIEVDITS

CFisan MATTQEQMSSTEVDEPTS

CPyian RISSTEVDFTS

Figure 21. Schématisation des mutants de délétion de la PapMV CP. Les lettres soulignées
représentent les acides aminés impliqués dans I'hélice o prédite selon des logiciels de
prédiction de structures secondaires (Annexe 5). Légende : 6His : queue de six histidines.

Le mutant CPy2.5;5 a été amplifié avec un site de restriction Neol a Pextrémité 57 puisque
celte fois-ci le site de restriction Neol n’ajoutait pas une alanine supplémentaire au géne
parce que I"acide aminé en position douze du géne de la PapMV CP est déja une alanine.
Les autres mutants portants des délétions a Mextrémité N-terminale ont ¢té amplifiés avec
un site de restriction Ndel a I'extrémité 5° afin de ne pas ajouter d’alanine supplémentaire.
Tous les mutants de délétions ont été amplifiés avec le site de restriction BamHI en 37 de la

séquence. Les amorces utilisées pour les PCR sont présentées au Tableau 3.
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Mom Sequence

CPys 2 Forward 5 ACGTCATATGTTCCCCGCCATCACCCAG 3
Reverse Ndel 3 GAAATTCTTCCT CTATATGTATACTGC A

CPyizis  Forward 5' ACGTCATATGCCCGCCATCACCCAGGAA 3
Reverse Ndel 3 GAAATTCTTCCT CTATATGTATACTGC A

CPys 095  Forward 5 ACGTCATATGGCCATCACCCAGGAACAAATG 3§
Reverse Ndel 3 GAAATTCTTCCT CTATATGTATACTGC A

CPs 3  Forward 5 ACGTCATATGAGCTCGATTAAGGTCGATCCA 3

Reverse Ndel

3 GAAATTCTTCCT CTATATGTATACTGC A

Tableau 3. Amorces utilisées pour les délétions du géne PapMV CP. Les acides aminés
correspondants aux sites de restrictions utilisés sont soulignés (Ndel : catatg). Légende :
Forward ; brin sens; reverse : brin complémentaire.

2.1.5 Les mutanis ponciuels

Les mutants ponctuels réalisés a partir du géne de la CPgz s sont illustrés a la Figure 22,

Tous les clones possédent une séquence codant pour la queue de six histidines en 37 du

gene de la PapMV CP. De plus, puisque les mutants ont éé réalisés a partir du géne de la

CPga1s, tous les clones possédent une alanine supplémentaire située immédiatement aprés

la méthionine initiale. Tous les mutants ponctuels ont é1€ clonés avec les sites de restriction

Ncol et BamHI. Les amorces utilisées pour les PCR sont présentées au Tableau 4.
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CPems L] L —6His
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CPeae  MASTPNIAFPAITQEQMSSTEVDPTS
FI3A  MASTPHIA \PATTQEQMSSTEVDETS
FI3G  MASTPNIA PAITQEQMSSIKVIPTS
FIiL MASTFNIA | PAITQEQMSSTRVDPTS
FI3¥  MASTPMIAL PATTQEOMSSTRVDETS
EISE  MASTPNIAFPATIC QMSSIR VDTS
E15P MASTPNLAFPAITQ/ QMSSIE VIPTS

Figure 22. Schématisation des mutanis ponctuels de la PapMV CP, Les lettres soulignées
en noir représentent les acides aminés impliqués dans I'helice a prédite selon des logiciels
de prédiction de structures secondaires (Annexe 5). Les lettres colorées et soulignées en
gris représentent les acides aminés mutés. Légende : 6His @ queue de six histidines.

Nom Séquence

F13A  Forward 5 GCGCCCGCCATCACCCAGGAACAA Y
Reverse  3' CGTAGGTGTGGGTTGTATCGG &'

F13L Forward 5§ CTGCCCGCCATCACCCAGGAACAA ¥
Reverse 3’ CGTAGGTGTGGGTTGTATCGG &

F13G Forward 5 GGTCCCGCCATCACCCAGGAACAA 3
Reverse 3 CGTAGGTGTGGGTTGTATCGG &

F13¥ Forward 5 TATCCCGCCATCACCCAGGAACAA T
Reverse 3 CGTAGGTGTGGGTTGTATCGG Y

E19P Forward 5 CCGCAAATGAGCTCGATTAAGGTC ¥
Reverse  3' CGGAAGGGGCGGTAGTGGGTC &

E18K Forward 5 AAACAAATGAGCTCGATTAAGGTC 3
Reverse 3 CGGAAGGGGCGGTAGTGGGETC &

Tableau 4. Amorces utilisées pour les mutations ponctuelles dans le géne PapMV CP. Les
nucléotides correspondants aux acides aminés mutés sont écrits en lalique. Légende :
Forward : brin sens; reverse : brin complémentaire.



2.1.6 Les mutants CPyaggn el CPaqoan

Les mutants CPy. g0 et CPay g sont illustrés a la Figure 23, Des délétions de 13 on 26
acides aminés ont été réalisées a I'extréemité N-terminale de la PapMV CP en plus de la
suppression des 35 derniers acides aminés a extrémité C-terminale. Ces deux clones
possédent quand méme une séquence codant pour la queue de six histidines en 3" du géne
de la PapMV CP. Aucun autre acide aminé n’a ¢é1¢é ajouté dans les séquences comme ce fiit

le cas pour CPq;5 et CPa7.215 avec les alanines situées aprés les méthionines initiales.

[ 215
CPsns o i -6His
CP W-180 - | —6:[']] <
CPy.160 BSS-6His

Figure 23, Schématisation des doubles mutants de la PapMV CP. La zone plus foncée
I"intérieure des bdtonnets représente les acides aminés impliqués dans 1"hélice a prédite
selon des logiciels de prédiction de structures secondaires (Annexe 5). Légende : 6His :
queue de six histidines.

Les mutants CPyygg et CPoyyge ont été amplifiés avec un site de restriction Ndel a
I"extrémité 5" afin d'éviter 'ajout d’une alanine supplémentaire et avec le site de restriction
BamHI en 3° de la séquence. Les amorces utilisées pour les PCR sont présentées au

Tableau 5,

Ll
Lh

Mom Séquence

CPyyipn Forward 5 ACGTCATATGCCCGCCATCACCCAGGAA 3

Reverse 3' GTCCACGTAGAGAAGGTGGTAGTGGTAGTGGTAATCATTCCTAGGCGTAL

CPy_1ec Forward 5 ACGTCATATGGATCCAACGTCCAATCTTCTG ¥

Reverse 3' GTCCACGTAGAGAAGGTGGTAGTGGTAGTGGTAATCATTCCTAGGCGTA S

Tableau 5. Amorces utilisées pour les doubles délétions du géne PapMV CP. Les acides
aminés correspondants aux sites de restrictions utilisés sont soulignés (Ndel ; catatg; Bam
HI : ggatee). Légende : Forward : brin sens; reverse : brin complémentaire.



2.2 Production des protéines recombinantes dans E.coli

2.2.1 Transformation de bactéries compétentes par choc thermigue

Afin d’amplifier les génes muiés de la PapMV CP, des bactéries compétentes Escherichia
coli BI21 (DE3) (Invitrogen, catalogue # C6000-03) ont ét¢ utilisées. La transformation des
bactéries compétentes s'effectue en mettant sur glace 30 minutes 200 pl de bactéries en
présence d'environ 50 ng de plasmides, dans des microtubes de 1,5 ml (Ultident, catalogue
# 24-8CT-150-85-C8). Le choc thermique facilitant 'entré du plasmide a I"intérieur de la
bactérie est fait a 42°C pendant 90 secondes. Les bactéries sont ensuite mises sur glace
pour cing minutes, On ajoute ensuite 800 pl de milieu 2xYT (Annexe 2) et on incube les
bactéries a 37 °C pendant 45 minutes. Une fois l'incubation terminée, une bréve
centrifugation de 30 secondes & 15 800 x g est effectuée afin de culotter les bactéries.
L'excédent de milieu est jeté ( 800 pl) et les bactéries sont resuspendues dans le 200 pl de
milieu restant avant d’étre étalées sur une gélose de 2xYT contenant de I"ampicilline 50
mg/L. Le géne de résistance a "ampicilline contenu dans le vecteur d'expression pET-3d
permet de sélectionner uniquement les bactéries ayant incorporé adéquatement le vecteur

d’expression. Les géloses sont ensuite incubées 16 heures a 37 °C,

2.2.2 Induction de la production de protéines

Préparer une préculture contenant 20 ml de milieu 2xYT et 20 pl d*ampicilline 50 mg/ml
(50 pg/ml) et moculer avec 3-4 colonies de bactéries provenant des transformations
réalisées 4 la section 2.2.1. Incuber 4 37 °C avec une agitation de 250 RPM pendant 4
heures. Préparer une culture de 500 ml de milieu 2xY'T dans un erlenmayer de 2 litres avec
500 pl d’ampicilline (50 pg/ml) et ajouter 1 ml de la préculture. Incuber 4 37 °C avec une
agitation de 250 RPM jusqu'a ce que la DO a 600 nm soit d’environ 0,6. Prélever 500 pl de
la culture avant de Iinduire avec 500 pl (1 mM) disopropyl-f-D-thiogalactopyranoside
IM (IPTG) et d’ajouter 250 pl d*ampicillineg (25 pg/ml). Incuber 4 22 °C avec une agitation

de 225 RPM pour 16 heures. Prélever 500 pl de la culture aprés I'induction.

Centrifuger les 500 pl de culture prélevés plus 1610 10 minutes 15 800 x g. Resuspendre les
culots ainsi obtenus dans 100 pl de tampon d’électrophorése (Annexe 2) et ajouter 50 pl de

tampon d’échantillon dénaturant 3X. Faire chauffer 4 95 °C pour 10 minutes. Ces
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¢chantillons représentent I"ensemble des protéines produites par les bactéries avant et aprés
I"induction de la production de la protéine d’intérét, 1."efficacité de I'induction est vérifide

sur un gel tris-tricine,

2.2.3 Lyse des cellules bactériennes

Centrifuger la culture 15 minutes 4 8 983 x g 4 4 °C. Jeter les surnageants et resuspendre le
culot dans 20 ml de tampon de lyse froid (50 mM NaHaPOy4, 300 mM NaCl et 10 mM
imidazole, pH 8.0). Transférer le culot resuspendu dans un Faleon de 50 ml (Sarstedt.
catalogue # 62,547.205). Ajouter 40 pl de PMSF 20 mM (40 pM) et 40 pl de lysosyme 100
mg/ml (0.2 mg/ml). Incuber & —80 “C pour 30 minutes. Les culots peuvent étre ainsi
conserves plusieurs mois. Dégeler les culots sur glace. Une fois dégelés, lyser les bactéries
en utilisant la Presse de French en faisant un seul passage 4 une pression de 750 PSIG.
Faire un traitement DNAse en ajoutant 900 pl de DNAse 10 000 U/ml (Sigma, catalogue #
D5025) et 1.5 ml de MgeCly 1M filtré. Laisser agiter 15 minutes 4 22 °C sur une plague
agitatrice. Centrifuger 30 minutes 4 20 442 x g 4 4 °C, Centrifuger 4 nouveau 30 minutes a
20 442 x g 4 4 °C. Laver 3 ml de billes Ni-NTA (QlAgen, catalogue # 30230) pour 500 ml
de culture en ajoutant 10 ml de tampon de lyse. Dans centrifugeuse de table, centrifuger 2
minutes & 913 x g et jeter le surnageant. Faire 3 lavages avec le tampon de lyse. Incuber le
surnageant de centrifugation contenant les protéines et les billes de nickel lavées a 4 °C sur
une plaque agitatrice pour 16 heures. Les protéines possédant une queue d’histidine vont se

lier aux billes de nickel pendant ce temps.

2.3 Purification des protéines d’intéréts

Les protéines sont purifides 4 I"aide d’une colonne de polypropyléne (Econo-Pac Columns
de Bio-Rad laboratories, catalogue # 732-6025). Le surnageant de la lyse contenant les
billes de nickel est mis sur la colonne, Les protéines couplées aux billes sont lavées en
utilisant 20 ml de tampon de lavage 1 (50 mM NaH,PO4, 300 mM NaCl et 20 mM
imidazole, pH 8.0), 20 ml de tampon de lavage 2 (50 mM NaH; POy, 300 mM NaCl et 50
mM imidazole, pH 8.0) et 20 ml de tampon de lavage 3 (10 mM Tris-HCI et 50 mM

imidazole, pH 8.0). Les billes sont incubées pour une période de 3 heures dans 2 ml de
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tampon d’élution (10 mM Tris-HCl et 1 M imidazole, pH 8.0) avant d’étre éluées par la
gravité. Les protéines sont immédiatement dialysées une heure contre 500 ml de tampon 10
mM tris-HC1 pH 8.0 froid, suivi d'une deuxieéme heure contre 1000 ml du méme tampon.
Finalement, une dialyse de 16 heures contre 4 litres du méme tampon vient compléter le
processus d’élimination de I'imidazole. Les protéines dialysées doivent étre ensuite

conservées a 4°C.,

2.4 Electrophorése des protéines et transfert de type Western

L. efficacité de la purification des protéines est vérifice sur gel de protéines tris-tricine SDS-
Page 10% coloré a I'aide du GelCode Blue Stain Reagent (Pierce, catalogue # 24590). Un
marqueur de poids moléculaire, le Prestained protein marker (New England Biolabs,
catalogue # P77088), est utilisé afin d’estimer le poids moléculaire des protéines purifides.
Le transfert de protéine de type western sur une membrane de nitrocellulose est fait dans un
appareil 4 transfert pendant 45 minutes 4 200 mAmp. La membrane de nitrocellulose est
bloquée pendant 30 minutes 4 22 °C dans 25 ml de tampon de blocage (5 % de lait en
poudre resuspendu dans du TBS). La membrane est ensuite incubde avec |'anticorps
primaire (anticorps polyclonaux générés contre le PapMV) pour une dilution de 1/25000 2
heures 4 température picce dans le méme tampon. La membrane est lavée sous agitation
successivement avec 25 ml de TBS pendant 10 minutes, 25 ml de TBS-Tween 0,05%
pendant 3 minutes et 25 ml de TBS pendant 5 minutes. La membrane est incubée dans
I"anticorps secondaire (goat anti-rabbit 1gG H&L-AP) couplé & Palcaline phosphatase
(GBiosciences, catalogue # 786-10AP-R44) & une dilution 1/25000 pendant 1 heure &
température piéce. Les mémes étapes de lavage sont reprises avant de révéler la membrane

avec le substrat de 1"alcaline phosphatase (NBT/BCIP) (Pierce, catalogue # 34042).

2.5 Ultracentrifugation
Afin de séparer les protéines produites en deux populations, une ultracentrifugation est
nécessaire. Les protéines dialysées (2 ml) sont diluées a la %2 en ajoutant 2 ml de tampon

10 mM tris-HC] pH 8.0. L ultracentrifugation est réalisée 4 100 000 g pour 90 minutes dans
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un rotor Beckman SWoti. Le surnageant contenant les disques et les formes de faibles
poids moléculaires (< 450kDa) est prélevée et conservé 4 4 °C. Le culot de
I"ultracentrifugation contenant les particules virales est resuspendu dans 300 pl de tampon

10 mM tris-HC1 pH 8.0 et conservé 4 4 °C.

2.6 Microscopie électronique

La présence de psendo-nucléocapsides virales est vérifide par microscopie électronique.
Les protéines purifiées sont diluées 4 une concentration de 50 ng/ul et déposées sur une
grille de microscopie 400 mesh de formvar, recouverte d’une couche de carbon (Canemco.
catalogue # V0400) pendant 6 minutes. Les grilles sont ensuite lavées deux fois avec 8 pl
d’eau, puis colorées avec 8 pl d’acétate uranyle 2% (w/v). Les grilles sont séchées 2 heures
dans un dessicateur avant d*étre observée au microscope électronigue (JEOL-1010) avec un
voltage d'accélération de 80kV en utilisant un grossissement de 60 000 X a 120 000 X. Les

images sont prises par le systéme informatique Gatan.

2.7 Spectroscopie en dichroisme circulaire

Structure secondaire des protéines
Selon la protéine, le surnageant ou le culot d’ultracentrifugation fut utilisé. Les protéines

sont tout d’abord dialysées dans de |'eau. Le spectre de dichroisme circulaire des protéines
4 20 °C est obtenu avec un spectrophotometre Olis RSM 1000, L. échantillon est mis dans
une cuvette de quartz de | mm d’épaisseur et les spectres sont enregistrés en ellipticité
entre 190 et 260 nm. Dix spectres par échantillons sont enregistrés et la moyenne de dix est
calculée. Les spectres sont ensuite aplanis selon la méthode de Gorry (1990) (Gorry 1990)
et les unités sont converties en ellipticité moyenne par résidu « Mean residue weight

(MEW) ellipticity » selon la formule :

[Omrw = [O)*MRW/(10x e x /)
ot [0 mrw est ellipticité molaire moyenne par résidu en deg=em?dmol, [0] est Iellipticité

en degrés, MRW est la masse moléculaire moyenne des résidus de la protéine (la valeur



utilisée ici est 108 pour toutes les protéines), ¢ est la concentration de 1’échantillon en
mg/mL et / est I'épaisseur de la cuvette en em (0.1 cm). Les concentrations en protéines
sont estimées en prenant une lecture de la DOy dans un tampon guanidine-11Cl 6M. Le
coefficient d'extinction molaire des protéines dans ce tampon est tiré d’une analyse sur le

site Internet: hitp:/fwww.expasv.org/tools/protparam.hitml.

2.8 EMSA
La capacité des mutants i lier les acides nucléiques est évaluée par des EMSA (Essais de

mobilité électrophorétique sur gel de polyacrylamide)

R B » 12
2.8.1 Préparation de la sonde marguée au P

Les EMSA sont réalisés en utilisant une sonde d°ARN simple brin. La sonde est composée
des B0 premiers nucléotides a Vextrémité 5° dans la région non codante du génome de
PapMV. A partir d’un clone contenant les 4500 premiers nucléotides du génome de PapMV
dans le vecteur d’expression pNEB 193 (travaux effectués par Dr Nathalie Majeau). un
produit PCR contenant le promoteur T7 en amont des 80 premiers nucléotides est généré.
Les amorces utilisées pour générer le produit PCR sont présentées au Tableau 6. La carte
du vecteur d’expression pNEB 193 a été placée a I'Annexe 4. On effectue ensuite une
réaction de transcription /n vitre en utilisant le kit 77 RiboMAX™ Large Scale RNA
Production System  (Promega, catalogue # P1320) selon les recommandations du
manufacturier. L'ARN est purifié sur colonne de G-50 de séphadex Quick Spin Columns

Jor DNA/RNA Purification (Roche, catalogue # 1 273 965) et vérifié sur gel d’agarose.

Marguage de 'ARN

L"ARN est ensuite déphosphorylé avec la phosphatase alcaline de crevette (Shrimp alkaline
phosphatase, Fermentas, catalogue # EF0511). L”ARN est extrait au Phenol-chloroforme et
précipite 4 1'éthanol avant le marquage au ?-'J'EF. Le marquage de la sonde au T—HF‘ est fait
avec la polynucléotide kinase T4 (New England Biolabs, catalogue # MO201) selon les
directions du manufacturier. La sonde est ensuite purifiée sur colonne G-50, extraite au
phénol-chloroforme et précipitée a I’éthanol. L ARN est ensuite resuspendu dans de 1'eau

et est dosé au spectrophotométre.
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Nom Seguence

PapMV _INI_BOF Forward 5'-actggaattctaalacgacicactatagaaaagaaacacaaagca-3'

PapMV_INI_B80R Reverse 5-actggaattcgoccgttigattaccaagtgcctiggocaaa-3'

Tableau 6. Amorces utilisées pour amplifier la séquence d'initiation d’assemblage du
PapMV. I': brin sens (forward), R: brin complémentaire (reverse). La séquence
correspondant au promoteur 17 est en italique.

2.8.2 Réaction EMSA

Les quantités croissantes de protéines sont incubées avec 165 fmol d’ARN marqué

(quantité constente) dans un tampon de liaison auquel est ajouté 7.5 U d’inhibiteur de
ribonucléase (RNAguard) (Amersham Biosciences, catalogue # 27-0816-01). Le volume
total de la réaction de liaison est de 10 pl. La réaction de liaison se fait 4 22 °C pendant 60
minutes. A la fin de la réaction, 2 pl de bleu natif sont ajoutés 4 la réaction de liaison et le
volume total est mis sur un gel de polyacrylamide natif 5 %. La migration est effectuée
dans du tampon TBE 0,5X a 10 mAmp par gel pendant 90 minutes. Le gel est ensuite
enveloppé dans un papier plastique et incubé 90 minutes en présence d’'un écran de
phosphore (Storage Phosphor Screen) (Amersham Biosciences, catalogue # 63-0034-87).
I."écran est ensuite lu a "aide d’un Typhoon 9200 (Amersham Biosciences, catalogue # 63-
0055-74).

2.9 Chromatographie par tamisage moléculaire sur FPLC

l.es protéines fraichement purifiées et dialysées dans du tampon Tris-HCI 10 mM pH 8.0
contenant 150 mM NaCl sont soumises 4 un tamisage moléculaire afin de déterminer le
niveau de multimérisation de chaque protéine. Un appareil AKTA explorer™ est requis
pour cette opération. Les colonnes Superdex™ 75 26/60 (Amersham Biosciences,
catalogue # 17-1070-01) et Superdex' ™ 200 16/60 (Amersham Biosciences, catalogue # 17-

1069-01) ont été employées. Les marqueurs de poids moléculaire utilisés pour la colonne
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Supcrdcxm 75 sont : "albumine de sérum de bovin (67 kDa), I'ovalbumine (43 kDa). la
chymotrypsine-alpha (25 kDa) et la ribonucléase A (13,7 kDa) alors que ceux utilisés pour
la colonne S.upu:r{lt::n{'””’I 200 sont : la thyroglobuline (669 kDa), la ferritine (440 kDa), la
catalase (232 kDa) et I"aldolase (158 kDa). Une régression linéaire simple du volume
d’¢lution en fonction du poids moléculaire des marqueurs est faite. L équation dérivée de la
régression linéaire simple, de type v = mx + b, est ensuite utilisée pour déterminer le poids

moléculaire des protéines analysées.

2.10 Traitement a P’acide acétique

I."obtention de disques a partir des NLPs de CPgzs, FI3L et FI3Y a été réalisée tel que
décrit auparavant (Erickson, Bancroft et al. 1976). Deux volumes d’acide acétique glacial
ont é1é ajoutés i un volume de NLPs et incubés une heure a 4 °C. L"ARN libéré est enlevé
de I'échantillon par une centrifugation de 15 minutes 4 10 000 g. Le surnageant ful récupéré
el soumis a une ultracentrifugation de 2 heures & 100 000 g en utilisant un rotor Beckman
5002Ti afin d’éliminer les NLPs non désassemblées. Afin d’enlever toutes traces d acide

acétique, les protéines furent dialysées 48 heures contre 10 mM Tris-HCI pH 8.0

2.11 Purification de PapMYV a partir de plants infectés

Toutes les étapes de la purification du virus doivent étre faites & 4°C ou sur la glace. Les
feuilles de papaye infectées sont broyées dans du tampon Tris-HCl 50 mM pH 8,0
contenant 10 mM EDTA 100 ml pour 100 g de feuille. Le broyat est filtré sur plusicurs
épaisseurs de coton a fromage. Au volume recueilli, on ajoute du triton X-100 1% goutte-a-
goutte sous agitation, On laisse agiter 10 minutes. On ajoute goute-a-goutte du chloroforme
(1/4 de volume) dans la glace. On incube ensuite 25 minutes sous agitation. On centrifuge
20 minutes & 10 000 g. On récupére le surnageant et laisse évaporer le chloroforme sous
agitation pendant 12 heures. Ensuite, centrifuger 4 10 000 g pendant 20 minutes. On
récupére le surnageant et on procéde a une ultracentrifugation & 100 000 g pour 2,5 heures
avec un rotor Beckman 50.2'11 . On jette le surnageant et on suspend le culot dans 6 a 12 ml
de tampon Tris-HCI 50 mM pH 8.0 en utilisant un «putter» de 10 ml. On ultracentrifuge sur

un coussin de 30 % de sucrose. On jette le surnageant et on laisse reposer 12 heures dans un
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minimum de tampon. On homogénéise et centrifuge 10 minutes a 20442 x g. Le
surnageant est ensuite transféré et on y ajoute du chloroforme (1/10 de volume), on vortexe
et laisse décanter, On récupére ensuite le surnageant ¢t ultracentrifuge pendant 3.5 heures 4
100 000 g sur un coussin de 30 % de sucrose dans un rotor beckman 70.1Ti. On jette le
surnageant et suspend le culot dans 2 ml de tampon Tris-HCI 50 mM pH 8,0, On centrifuge
5 minutes & 20 442 x g dans des microtubes de 1.5 ml (Ultident, catalogue # 24-SCT-150-
58-C8), récupére le surnageant et ultracentrifuge 2.5 heures a 4°C. Le culot est finalement

suspendu dans le plus petit volume possible de tampon Tris-HCI 50mM pH 8.0,

2.12 Prédictions de structures secondaires
Les prédictions de structure secondaire furent réalisées a 'aide de logiciels informatiques.
Trois algorithmes différents furent utilisés pour chaque clone présent dans la section 2.1 :

PROFsec (hitp://cubic. bioc.columbia.eduw/'pp), PSIPRIEEP

(http:/bioinf.cs.uclac.uk/psipred/psiform.html) et Sable-2 (hitp:/sable.cchme.org/). Les

résultats obtenus pour les trois algorithmes pour chaque protéine sont présentés a | Annexe
5. Un consensus pour les trois prédictions a été réalisé. Pour les prédictions réalisées avec
le logiciel PROFsec : le L représente une région non structurée, le I représente une région
impliquée dans une structure en hélice-alpha et le F représente une région impliquée dans
une structure en feuillet-béta. Pour les prédictions réalisées avec les logiciels PSIPREP,
Sable-2 et la séquence consensus : le O représente une région non structurée, le H
représente une région impliquée dans une structure en hélice-alpha et le £ représente une
région impliquée dans une structure en feuillet-béta. Pour les algorithmes PROFsec,
PSIPREP et Sable-2, les niveaux de confiance des prédictions sont représentés par des
chiffres ot 0 correspond au niveau de confiance le plus faible et 9 au plus élevé. Pour la
séquence consensus, les lettres majuscules indiquent des prédictions avec des niveaux de

confiance élevés et les lettres minuscules, des niveaux de confiance moins élevés.
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2.13 Echantillons RMN

Cette section des manipulations ful réalisée par Katia Lecours, Le protocole détaillé pour la
REMM se trouve dans les sections 2.17 a 2,19 de son mémoire (Lecours 2007). Les

informations principales ont ¢té résumées dans la section suivante.

2.12.1 Préparation des échantillons pour RMMN

Des échantillons ont ét¢ préparés pour les différentes protéines monomériques a I'étude.
Tous les échantillons furent filtrés dans des microtubes centrifugeables de 0.5 ml, Amicon
Ultrafree®-MC 0,22 pm (Millipore), en répondant aux recommandations du fabricant. Une
sonde cryogénique fut utilisée sur le spectrométre RMN. Des tubes Shigemi (BMS-005TV
(Shigemi)) permettant d'obtenir un meilleur rapport signal sur bruit et de meilleurs spectres
furent aussi utilisés, Ces tubes nécessitent d'avoir un échantillon de 18 mm de haut afin que
I'échantillon soit bien centré au centre de la bobine de 'aimant RMN. Afin de répondre a ce
critére, des échantillons de 350 ul ont été préparés. Tous les échantillons ont été composés
de 10 % D0, Ceci a pour effet de bloquer le champ magnétique a une seule fréquence ce
qui élimine les risques de fluctuation. De plus, 100 uM de DSS, servant de référence de
déplacement chimique 4 0 ppm, a ¢1é ajouté aux les échantillons, Le pH, pour chague
échantillon, fut mesuré & l'aide d'un pH-métre équipé d'une électrode de 4 mm, en plus
d’étre évalué grice au spectres RMN 1D-"H par la position du pic d'imidazole & plus haut

déplacement chimique. Les conditions d’échantillons sont résumées au Tableau 7.

[protéine|

Constitution
(mM)

Protéine | Marquage

a0 250 mM imidazole, ph 6,18, |
fiv mM DIT,  IX cockiail
d'fnfiilritenrs de protéases, 000 %
NaN; |
H0 250 mM imidazale, pl 6,14,
Y mM DTT 1Y cockiail
d'inhibitenrs de protéases, 0,1 %
NaN,

CPyrais | °N 0.15

Tableau 7. Constitution des deux échantillons pour RMN de la PapMV CP. Adapté du
mémoire de Katia Lecours (Lecours 2007).



2.12.2 Enregistrement des spectres RMN

Cette étude est effectuée par RMN en solution. Le spectromeétre RMN utilisé est un Varian
INOVA 600 MHz, situé au pavillon Marchand de I'Université Laval, a Québec. Ce
spectrométre est doté d'un champ 4 gradient pulsé pour l'axe 7. Fgalement, il était, au tout
début du projet, muni d'une sonde 4 la température de la piéce a triple résonance. Depuis
mars 2005, il est équip¢ d'une sonde cryogénique a triple résonance qui améliore
grandement le ratio signal/bruit. Les spectres RMN ont é1é enregisirés a une température de

283 K. Les paramétres d’acquisition des spectres sont présentés au Tableau 8.

. . . Mb de points Largeurs Nb d’accumulations

Protéine Echantillon ¢ po EC uilatt
complexes spectrales | de FID

i8 ¥ et 5°=176

"N 1024 12000 =176 + mode TROSY

0,15 mM 128 1680 =48
4°=32

CFIT-E 15

JSN

48

Tableau 8. Paramétres d’acquisition des 15N-HSQC enregistrés avec les deux protéines
monomériques. Le nombre d'accumulations de FID est déerit pour chaque spectre
enregistré par échantillon (FID : Free Induction Decay). Adapté du mémoire de Katia
Lecours (Lecours 2007).

2.12.3 Analyse des spectres RMN

L’analyse des spectres RMN obtenus pour les deux protéines monomériques a été effectuée

par Katia Lecours au cours de sa maitrise. La description détaillée de la fagon dont s’est
déroulée I"analyse a été présentée 4 la section 2,19 du mémoire de Katia Lecours (Lecours
2007).
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3.0 Elaboration d’un protocole standard pour la
production des PapMV CP

3.1 Introduction

Il a été récemment démontré qu une délétion des cing premiers acides aminés de la PapMV
CP n’affecte pas sa capacité a former des pseudovirions dans E.coli (Tremblay, Majcau er
al. 2006). Ce systéme d'expression de protéines utilisant la machinerie cellulaire de la
bactérie E.coli est trés efficace. En effet, pour un litre de culture bactérienne utilisée, de 40
a4 50 mg de la protéine CPyois peuvent étre purifiées (Tremblay, Majeau ef al. 2006). La
production de protéines en utilisant les bactéries permet aussi |'auto-assemblage des
pseudovirions dans le cytoplasme bactérien. Les protéines purifiées ont é1é caractérisée par
des méthodes biochimiques et comparées a la protéine sauvage (Tremblay 2005; Tremblay,
Majeau ef al. 2006) : aucune différence structurale majeure entre les deux CPs n’a pu étre
détectée. En plus de nous fournir un bon outil pour la production de grandes quantités de
protéines, I"expression dans E.coli permet une analyse rapide de formes mutantes et ainsi

que de leur impact sur I'auto-assemblage dans la bactérie.

Cependant, les conditions optimales de production et de purification de protéines en
utilisant la machinerie cellulaire bactérienne de E.coli n’ont pas encore été établies et un
certain nombre de paramétres peuvent varier d’une production 4 "autre, d’une personne 4
I'autre. Le premier objectif de ce projet était done d’établir un protocole standard pour la
production et la purification des protéines de capside qui serait bénéfigue pour les protéines
et qui serait identique d’une fois 4 I"autre afin que les résultats soient répétables. En effet,
plusieurs facteurs peuvent influencer le rendement en protéines purifiées ainsi que celui en
NLPs : la présence de sel. le pH, la température, etc. La prochaine section a été divisée en
quatre sous-sections; chaque section correspond a une des quatre grandes parties du

protocole, soit la production, 'extraction, la purification et la dialyse des protéines.
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3.2 Résultats

3.2.1 La production de protéines

les étapes décrites a la section 2.2.1 ainsi que celles précédant I'induction & I'IPTG & la
section 2,2.2 ne différent pas de celles décrites plus tot par Marie-Héléne Tremblay
(Tremblay 2005). Dans le but d'optimiser I'expression, un test sur le temps d’induction
idéal fut réalisé avec la protéine CPgays. Des temps de 1, 2, 3, 4, 5 et 16 heures ont été

testés. Le résultat est présenté a la Figure 24,

LLa bande correspondante a la protéine CPgas, située entre les marqueurs de poids
moléculaires de 25 et 33 kDa, est facilement identifiable sur le gel de la Figure 24. Le puit
#1 du gel montre le répertoire protéique de la bactérie avant induction de 'expression de
la protéine CPq.2ps. Les puits # 2 & 7 témoigne de la quantité acerue de protéines obtenues
en fonction du temps. C'est aprés 16 heures d'induction que la quantité de protéines

d'intérét produites est a4 son meilleur.

KDa M 1
175

62 - e

48 -
a5 - s
25 W S

_.duw-—b-l-nd-i-l-_

Figure 24. Profil d"expression protéique sur gel dénaturant SDS-PAGE 10 % de la CPgas d
différentes durées d’induction. Légende. M : Marqueurs de poids moléculaires; puits 1-7 :
Extraits bruts de £. coli suivant I'induction de "expression de la CPgais 4 22 °C pour les
différentes durées d’induction. 1) 0 heure; 2) | heure; 3) 2 heures; 4) 3 heures; 5) 4 heures;
6) 5 heures: 7) 16 heures.

3.2.2 Lextraction des protéines (lyse bactérienne)

Cette section concerne le protocole déerit & la section 2.2.3. Afin de réaliser la lyse
cellulaire, deux appareils sont mis 4 notre disposition. La premiére technique. utilisée par

Marie-Héléne Tremblay, est la sonication. Cette technique consiste & faire éclater les
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cellules bactériennes par |"utilisation d’ultrasons en faisant de 5 4 10 cycles de 30 secondes
d’ultrasons pour 2 minutes de repos sur glace. Les débris cellulaires sont ensuite enlevés

par deux centrifugations successives de 20 minutes a 13 000 RPM.

La deuxiéme technique mise a notre disposition utilise plutét une Presse de French. Cette
fois-ci, la lyse bactérienne est causée par I'application d’une forte pression (750 PSIG) sur
les cellules. Les débris cellulaires sont aussi enlevés par deux centrifugations successives
de 20 minutes & 13 000 RPM.

La Figure 25 montre une comparaison des deux méthodes pour une méme protéine : la
protéine CPgz15. La CPaps est produite uniquement sous forme monomérique (voir
section 5.2.1). De plus, elle est sensible 4 la dégradation et forme facilement des agrégats
non spécifiques lorsque soumise 4 un stress. La différence de profil obtenu pour les deux
méthodes est facilement observable. Lors de 'utilisation de la sonication, plus de 75 % de
la protéine se retrouve sous forme d’agrégats non spécifiques (courbe rouge, premier pic a
42.89 ml). Ceci signifie que seulement 25 % de la production totale de protéines pourra étre
utilisée pour des fins d analyse. Pour la presse de French, plus de 80 % de la protéine
produite se retrouve sous forme monomérique, non agrégée (courbe bleue, pic a #3.34 ml).
["emploi de cette deuxiéme technique apporte un rendement trois fois supérieur a celui

obtenu auparavant.
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Figure 25. Filtration sur gel de la protéine CPy4.25 sur la colonne Superdex '™ 200 16/60. La
courbe de couleur rouge représente le profil obtenu pour la protéine purifiée lorsque 'on
utilise la sonication pour faire la lyse des cellules bactériennes. La courbe de couleur bleue
présente le profil obtenu pour cette méme protéine mais lorsque I"on utilise la presse de
French pour faire la lyse des cellules bactériennes. Le graphique représentant la relation
linéaire entre les poids moléculaires et le volume d’élution pour cette colonne a été placé
dans le coin supérieur gauche.

L utilisation de la presse de French semblant augmenter la viscosité de I'échantillon, nous
avons pensé faire un traitement DNAse afin de détruire I’ ADN et ainsi réduire la viscosité.
Tel gu'attendu, I'échantillon devient beaucoup plus fluide aprés un traitement de 15

minutes a 22 “C avec la DN Ase,

L impact de I"ajout du traitement DNase fut mesuré par un simple test. La protéine CPg.a)s
fut produite en duplicata et purifiée selon le méme protocole & "exception du traitement
DNAse qui fut exécuté sur seulement un des deux échantillons. Une fois purifiées et
dialysées, les protéines furent soumises a une filtration sur gel et comparées. La Figure 26
nous présente les résultats obtenus. Les deux courbes présentées 4 la Figure 25 ont été

réalisées avec 2 mg de protéines chacune et la somme des aires sous la courbe est identique
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pour les deux conditions (1087.9 mAU*ml pour CPg)s sans traitement DNAse et 10893

mAU*ml pour CPg.ay s avec traitement DNAse).

Superdex ™ 200 16/60
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Figure 26, Filtration sur gel de la protéine CPy.s sur la colonne Superdex™ 200 16/60. La
courbe de couleur mauve représente le profil obtenu pour la protéine sans avoir effectué le
traitement DNAse (controle négatif). La courbe de couleur turquoise présente le profil
obtenu pour cette méme protéine en ayant subi le traitement DNAse tel que décrit 4 la
section 2.2.3. Le graphique représentant la relation linéaire entre les poids moléeulaires et
le volume d'élution pour cette colonne a été placé dans le coin supérieur droit.

La différence entre les deux profils est facilement observable. Lorsque ["on ne fait pas le
traitement DNAse, 65 % de la protéine CPg.a)s se retrouvent sous une forme monomérigue
ou multimérique a faible poids moléculaire (moins de 232 kDa). Le reste de la protéine se
trouve sous des formes multimériques a haut poids moléculaires : 30 % correspond a des
disques de 450 kDa et 5% correspond aux multiméres de plus de 670 kDa dont font partie
les pseudovirions. Avec le traitement DNase. le pourcentage de protéines de faible poids
moléculaires tombe 4 15 %, alors que celui pour les disques augmente a 75 %. La
proportion de protéines possédant un poids moléculaire supérieur 4 670 kDa double,

passant de 5 a 10 % de la production totale.
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3.2.3 La purification des protéines

Cette section concerne le protocole déerit 4 la section 2.3, La majorité du protocole
demeure intact. Cependant, nous avons voulu vérifier si les conditions de purification que
nous utilisions étaient optimales. L utilisation de haute concentration en imidazole (1M)
dans le tampon d’élution est problématique. A plusieurs reprises, les protéines entreposées
dans 1M d’imidazole pour plus de 24 heures ont précipité. Les protéines précipitent parfois
lors de la dialyse. Nous avons donc voulu connaitre la quantité minimale d'imidazole

nécessaire pour éluer la PapMV CP.

Un premier test fit réalisé pour la protéine recombinante CP 4215, Nous avons diminué la
guantité d’imidazole présente dans le tampon d”élution d’un facteur de trois. L’élution a été
done faite avec 300 mM d’imidazole. Aprés 30 minutes d’incubation avec ce tampon, les
billes de nickel étaient 4 nouveau incubées avec un tampon d’élution, contenant cette fois-ci
I M imidazole. Cette deuxiéme étape devait permettre de libérer toutes les protéines encore
lies aux billes qui n’ont pas été libérées lors de la premiére élution. Les deux échantillons
furent dosés au spectrophotomeétre & une longueur d onde de 280 nm. La totalité de la

protéine avait été éluée avec 300 mM.

Il importait alors de vérifier si les résultats obtenus étaient extrapolables i la CPy.5 5. Nous
avons done procédé de fagon identique. L'absorbance 4 280 nm a permis de constater que
seulement les deux tiers de la protéine étaient éluées avec 300 mM imidazole. Les résultats

obtenus pour le monomeére CP4;,5 n’étaient done pas applicables a la protéine CPg_;)s.

Afin de vérifier si les protéines éluées avec une faible quantité d’imidazole possédaient les
mémes caractéristiques que celles éluées avec 1M d’imidazole, un troisiéme test fut réalisé.
Les deux élutions obtenues tel que décrit précédemment ont éé soumises a une filtration
sur gel sur une colonne Superdex'™ 200 16/60 et les résultats sont présenté  la Figure 27.
La courbe de la CPgas éluée avee 1| M d'imidazole représente le contrdle dans cetle
expérience. L’élution de la protéine avec 300 mM a donné le profil suivant : 4 % sous
forme de multiméres de poids moléculaires supérieurs & 670 kDa, 8 % de disques de 450

kDa et 88 % sous forme de multiméres de faibles masses moléculaires. L élution suivante

51



avec | M imidazole a donné un profil quelque peu différent avec des pourcentages de 6 %,
20 % et 74 % respectivement. Cela signifie que plus de 25 % des protéines qui sont restées
accrochées a la colonne ¢étalent sous une forme multimérique de haut poids moléculaire,
L ¢lution avee 300 mM d’imidazole semble done favoriser le détachement des protéines se
trouvant sous un état multimérique de faible poids moléculaires en laissant la plupart des

protéines de poids moléculaires supérieurs a 450 kDa accrochées 4 la colonne.
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Figure 27. Filtration sur gel de la protéine CPg.2)5 sur la colonne Superdex ™ 200 16/60. La
courbe de couleur orange représente le profil obtenu pour la protéine ¢luée avee 10 mM
tris-HCI pH 8.0 et 300 mM imidazole. La courbe de couleur verte présente le profil obtenu
pour cette méme protéine ¢luée une seconde fois avee 10mM tris-HCI pH 8.0 et 1000 mM
imidazole. Le graphique représentant la relation linéaire entre les poids moléculaires et le
volume d’élution pour cette colonne a été placé dans le coin supérieur gauche.

3.2.4 La dialyse des protéines

La précipitation de quelques protéines & plusieurs reprises lors de la dialyse nous a conduits
4 nous poser des questions sur la pertinence de cette technique. Nous avons soumis la
PapMV CP E19P (voire section 4.2.3) & une filtration sur gel sur une colonne Superdex'™
200 16/60 avant et aprés une dialyse de 18 heures dans du tampon 10 mM Tris-HCI pH 8.0.

Les résultats sont présentés a la Figure 28.
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Figure 28. Filtration sur gel de la protéine E19P sur la colonne Superdex'™ 200 16/60. La
courbe de couleur bleue représente le profil obtenu pour la protéine non dialysée. La courbe
de couleur mauve présente le profil obtenu pour cette méme protéine mais dialysée. Le
graphique représentant la relation linéaire entre les poids moléculaires et le volume
d’¢lution pour cette colonne a été placé dans le coin supérieur gauche.

La différence entre les profils de multimérisation des deux traitements est surprenante,
Lorsque la protéine E19P n’est pas dialysée, seulement 25 % de la protéine se trouve sous
forme de multimeres de plus de 670 kDa, potentiellement des NLPs. Ce pourcentage
grimpe a 98 % lorsque une dialyse d’au moins 18 heures dans du tampon 10 mM Tris-HCI
pH 8.0 est réalisée. Ce dernier résultat a mis en évidence I'importance de ce traitement dans

le processus de purification.

3.3 Discussion

La production de protéines

La réussite de 'expression de la PapMV CP dans E. coli élant récente, le temps idéal
d’induction n’avait pas encore été vérifié. La Figure 24 présente les résultats d'induction en
fonction du temps obtenus pour la CPgz;5. Des temps de une a cing heures ont été comparés

i celui utilisé précédemment (Tremblay, Majeau er al. 2006) de 16 heures. Une
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augmentation croissante de CPg.2p5 en fonction du temps a pu étre remarquée. De plus, le
niveau d’expression des autres protéines bactériennes demeure constant tout au long des
seize heures d’induction indiguant que I"augmentation de la production de la protéine

d’intérét est réelle et n"est pas due & une présence accrue de bactéries dans 1"échantillon.

La lyse bactérienne

Deux techniques de lyse bactérienne ont été testées et comparées : la sonication utilisant les
ultrasons et la presse de French utilisant la pression. Les deux méthodes ont €€ utilisées en
paralléle avec la protéine CPpyz5. Cette CP monomérique est plus instable et sensible 4 la
dégradation, tout comme la protéine monomérique CPir.ays étudiée par Katia Lecours

(Lecours, Tremblay er al. 2006).

L’emploi de la presse de French a permis de recueillir trois fois plus de protéines sous
formes monomériques non dégradées et non agrégées que lorsque I'on utilise la sonication.
Cette modification au protocole représente une grande ¢conomie de temps et d’argent
puisque plus de 80 % de la CPy4.2)5 est désormais utilisable (Figure 25). La sonication
produit beaucoup de chaleur qui peut étre dommageable pour la protéine d'intérét. Notre
équipe a démontré auparavant (Tremblay, Majeau er al. 2006) que le virus de la Mosaique
de la Papaye était particulierement résistant a la chaleur, pouvant résister a des températures
de plus de 80 °C, Les NLPs formés a partir de la CPg.;)5 pouvaient quant & eux résister a
des températures de 60 °C. Cependant, cette résistance a la chaleur était intimement liée a
la forme multimérique sous laquelle la protéine se trouvait. En effet, celte résistance était
pratiquement perdue lorsque les disques de 20 sous-unités de la CP étaient testés, On peut

donc suggérer qu’elle est quasi inexistante pour les CP sous forme monomérique.

La presse de French, quant 4 elle, ne produit que trés peu de chaleur. Le tube en acier dans
lequel les bactéries sont enfermées est conservé a 4 °C et les maintient a cette température
tout au long de la procédure. Les protéases sont beaucoup moins actives a cette température

qu'a 22 ou 37 °C, diminuant ainsi les risques de dégradation de la protéine.
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Une autre modification au protocole a été ajoutée pour cette section. Un traitement DNAse
de 15 minutes a 22 °C immédiatement aprés la lyse bactérienne fut ajouté. Cet ajout a un
effet bénéfique sur la multimérisation de la CP lors de sa production dans E. coli. Plus de
75 % de la CPga2;s qui se trouvait sous une forme multimérique de faible poids moléculaire

a formé des disques ou des multiméres de haut poids moléculaire (Figure 26).

Cet impact de la DNAse sur le niveau de la multimérisation de la CP peut s’expliquer. en
partie, par les propriétés de la CP. Il a été démontré en 1978 que les PapMV CP peuvent
s'assembler de fagon non spécifique autour d’ADNs hétérologues 4 un pH de 6.0
(Abouhaidar et Bancroft 1978). 11 est donc probable que, lors de la lyse, "ADN bactérien
ainsi libéré se lie de fagon non spécifique aux CPs et bloque ainsi I"interaction potentielle
entre les CPs et 'ARN. Lorsque I"ADN est dégradé, I'interaction ARN:protéine peut

nouveau ce faire,

La purification des proitéines

La quantité d'imidazole nécessaire & la libération des CPs des billes de nickel fut étudiée
pour deux protéines : CPgaps et CPry2is. Aucune quantité minimale d’imidazole n'a pu étre
déterminée de fagon & convenir i toutes les CPs. Une quantité de 300 mM d’imidazole était
suffisante pour éluer la totalité des protéines monomériques CP4.215 alors que pour CPy.7ys,
cette quantité ne suffisait pas. Le niveau de multimérisation des protéines n’est stirement
pas le seul facteur qui influence la libération des protéines, mais son role ne peut

probablement pas étre complétement exclu,

La dialyse des protéines

Les résultats présentés a la Figure 28 démontrent clairement "'importance de 1'étape de la
dialyse dans le processus de multimérisation des protéines. Une des raisons qui a été
suggerée est que la dialyse permet de se départir des sels et de I'imidazole utilisés lors de la
purification (voire section 2.3). 1l a été suggéré pour plusieurs potyvirus que des
interactions ¢lectrostatiques entre des résidus chargés positivement et des résidus chargés
négativement hautement conservés entre les virus hélicoidaux pourraient étre impliqués

dans le mécanisme d’assemblage des particules virales. Comme des résidus chargés sont



aussi présents chez les potexvirus, ces interactions pourraient aussi étre impliquées dans
I'assemblage du PapMV. La présence de sels et d'imidazole avec les PapMV CPs purifiées
pourrait donc interférer dans les interactions électrostatiques et leur élimination par la

dialyse pourrait conduire a un assemblage plus efficace.
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4.0 Implication de I’hélice Q18-S23 prédite dans
PPassemblage du PapMV

4.1 Introduction

Notre équipe a récemment démontré que la délétion des cing premiers acides aminés a
I"extrémité N-terminale n’affectait pas la formation de pseudovirions ( Tremblay, Majeau er
al. 2006) alors quune délétion des 26 premiers acides aminés abolit complétement la
formation de pseudovirions et meéne 4 une forme monomérique de la protéine (Lecours,
Tremblay er al. 2006). La formation de NLPs est possible gréce i la présence de deux types
d’interactions essentielles: 1) les interactions ARN:protéines et 2) les inleractions
protéines:protéines. Lorsqu’une des deux interactions ne peut pas se laire, "assemblage
n'est pas possible. Dans le cas des virus lilamenteux, 'assemblage se déroule en trois
étapes (voire section 1.1). La premiére étape visant la multimérisation de la protéine de
coque en diméres, triméres on disques requiére des interactions protéines:protéines. La
deuxieme étape nécessite quant 4 elle des interactions ARN:protéines qui permettent le
contact entre les multiméres formés et les acides nucléigues. La demiére étape,

I"élongation, implique les deux types d'interactions 4 la fois.

L'introduction de mutations a 'intérieur du géne de la protéine de coque peut parfois
affecter I'une ou I"autre de ces interactions, comme ce fut le cas pour CPyr5. En effet,
I'étude de cette protéine selon plusicurs tests de caractérisation a permis de mettre en
évidence son incapacité a se multimériser (Lecours, Tremblay er al. 2006). 11 est important
de signaler que cette incapacite i former des multiméres n'est probablement pas causde par
un mauvais repliement de la protéine, el que le suggérent les études en spectroscopie de

dichroisme circulaire (voir Figure 18).

Non seulement cette protéine est produite uniquement sous forme monomérique dans £
coli, mais elle échoue aussi au test d"assemblage in vitro. Tel que montré a la Figure 16, la
protéine CPy7.215 ne posséde pas d’affinité pour les 80 premiers acides nucléiques de I'ARN
du PapMV. Cependant, il serait faux de conclure que cette délétion affecte la capacité de la

protéine & se lier & 'ARN, Selon les trois grandes élapes de I"assemblage chez les virus
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hélicoidaux, qui semblent étre valides pour PapMV, la premiére étape de multimérisation
de la protéine de cogue en disques est conditionnelle 4 la deuxiéme qui permet la liaison
des multiméres a I'acide nucléique. L. absence d’interaction entre les protéines CPaqz5 et la

sonde phosphorylée de la Figure 16 serait done causée par I'absence de multimérisation.

Ces derniéres constatations nous permettent d’affirmer qu’il y a présence d'une région
essentielle a la multimérisation comprise entre le sixiéme et le vingt-sixiéme acide aminé
de la PapMV CP. En premier lieu, nous avons voulu vérifier la présence d’un élément
structural reconnu pour étre impliqué dans les interactions protéines:protéines. Une
prédiction de structure secondaire fut réalisée par Katia et une petite hélice-alpha de six
acides aminés fut prédite pour les acides aminés Q18 a S23 (Lecours, Tremblay e al.
2006).

Chacun des six acides aminés impliqués dans I’hélice putative fut examiné : cette hélice
débute avee la glutamine 4 la position 18 et posséde les acides aminés suivants dans
I'ordre : glutamine (Q18), acide glutamique (E19), glutamine (Q20), méthionine (M21),
sérine (S22) et sérine (S23). Afin de déterminer lequel ou lesquels de ces acides aminés il
serait intéressant de muter, une recherche chez les autres virus végétaux fut effectuée. Tout
d’abord, I"alignement des extrémités N-terminale des protéines de capside de 19 Potexvirus
fut utilisé pour déterminer le ou les acides aminés les plus importants (Figure 29). 1.7 acide
aminé le plus conservé parmi les six impliqués dans 'hélice putative est I'acide glutamique
a la position 19 de la PapMV CP, Huit Potexvirus sur 19 possédent cet acide glutamique et
trois autres possédent un acide aspartique a cette position, ce qui implique un changement
conservateur. Done, onze des 19 Potfexvirus alignés possédent un acide aminé chargé

négativement & cette position.
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Figure 29. Alignement de I'extrémité N-terminale des CP des Potexvirus. Les CPs de 8
potexvirus sur 19 ont un acide glutamique a la position E19 de la PapMV CP et les CPs de
3 autres Potexvirus ont un acide aspartique a la position E19. Légende @ acides aminés en
rouge : acides aminés chargé négativement; BaMV: Bamboo mosaic virus; FoMV: Foxtail
mosaic virus; CymMV: Cymbidium mosaic virus; PAMV @ Potato aucuba mosaic virus,
NMV: Narcissus mosaic virus; ScaVX : Scallion virus X; PepMV : Pepino mosaic virus:
WCIMN - White clover mosaic virus, AUMY: Alternanthera mosaic virus, CVX 0 Cacius
virus X; PIAMYV : Plantago asiatica mosaice virus, TVX : Tulip virus X; CsCMV: Cassava
common mosaic virus, CIYMV: Clover yellow mosaic virus; HVX: Hosta virus X; LVX:
Lily virus X; SMYEV : Strawberry mild yellow edge virus; PVX : Potato virus X; PapMV :
Papayva mosaic virus, Adapté do mémoire de Marie-Héléne Tremblay (Tremblay 2005).

De plus, 17 des 19 Potexvirus alignés ont un acide aminé chargé négativement situé a
proximite de la position 19 de la PapMV CP (Figure 29, acides aminés surlignés en rouge).
Ftant donné la conservation de la charge négative a cette position, nous avons décidé de
vérifier son importance pour |'assemblage. Les acides aminés chargés négativement
peuvent parfois interagir avec des acides aminés chargés positivement via des interactions
électrostatiques lorsque le contexte est favorable, Quelques études antérieures ont porté sur
ces interactions et leur importance pour ['assemblage a éé vérifice chez quelques virus

végélaux.

Une étude portant sur I'importance des ponts salins dans I'assemblage du Physalis moutle

tymovirus (PhMV), un virus végétal icosaédrique de forme T=3, a ¢té récemment réalisée
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(Umashankar, Murthy et al. 2006). Deux ponts salins ont été découverts et leur rile a été
¢ludié par mutagenése. Le premier pont salin étudié se fait via les acides aminés D83 et
R159. L. ’acide aspartique de la position 83 serait exposé 4 la surface, alors que I’arginine
159 ne le serait que partiellement. Le remplacement simultané de ces deux résidus chargés
par des alanines a été démontré pour ne pas affecter la structure des sous-unités ainsi que
I'assemblage du PhMV. Les auteurs ont done conclu que ce pont salin apportait une

stabilit¢ additionnelle non essentielle & 1'assemblage du virus.

Le second pont salin 4 1"étude impliquait les acides aminés R68 et D150, Ces résidus se
trouvent cachés a I'interface des sous-unités. La mutation de ces acides aminés méne 4 des
protéines partiellement structurées, instables et incapables de s'assembler. Les auteurs ont
donc conclu que ce pont salin entre les sous-unités était indispensable & la structure des
sous-unités ainsi qu'a 'assemblage (Umashankar, Murthy er af. 2006). De plus, ils
suggerent que les ponts ioniques se produisant a la surface sont moins importants pour la

stabilité de la particule que ceux impliqués a I'interface des sous-unités.

Une seconde étude fut menée sur le Potyvirus Pepper vein banding virus (PYBV) (Anindya
et Savithri 2003). Les auteurs ont réalisé plusieurs mutants de délétion aux extrémités N- et
C-terminales de la protéine de coque. Les résultats de leurs travaux leur ont permis de
proposer un modéle pour 1'assemblage du PYBY. Ce modéle est présenté et décrit a la
section 1.8. En résumé, ils proposent que I'extrémité N-terminale d’une CP interagirait
avec Dextrémité C-terminale d'une deuxiéme CP et ainsi de suite jusqu’a I’obtention d’un
intermédiaire de I"assemblage sous forme de disque, qui pourrait ensuite interagir avec les
acides nucléiques pour former la particule virale mature. De plus, ils suggérent que les
interactions entre les extrémités des CPs se feraient au moyen d'interactions
électrostatiques. Ce modéle pourrait bien s’appliquer aux autres Potyvirus puisque leurs
extrémités N- et C-terminale sont exposées a la surface et qu’elles contiennent toutes un

bon nombre de résidus chargés et ce, en dépit de leur faible similarité de séquence.

Le deuxiéme objectif de ce projet était donc de vérifier la présence d’un pont salin chez le

PapMV ainsi que de vérifier I'implication et I'importance de I'hélice Q18-S23 prédite a
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I'extrémité N-terminale de la PapMV CP. Pour ce faire, des mutants de délétion et des
mutants ponctuels furent réalisés, La prochaine section présente les résullats oblenus pour
les mutants de délétion CPys.2,5 et CP2).25 suivi de ceux obtenus pour les mutants ponctuels

E19K et E19P.

4.2 Résultats

4.2.1 Prédictions de structures secondaires des mutants de délétion CPys.ys et CP

Afin de vérifier 'importance de I'hélice Q18-823 prédite par les prédictions de structure
secondaire, deux mutants de délétions furent réalisés : CPysays et CPyp.1s. La Figure 30

présente ces prédictions & I"extrémité N-terminale pour les deux mutants de délétion.

La délétion des 14 premiers acides aminés ne semble pas affecter la formation de 1"hélice
Q18-523 selon les prédictions de structure secondaire présentées 4 la Figure 30, Par contre,
la délétion des 20 premiers acides aminés a I'extrémité N-terminale semble efficace pour la
détruire. La comparaison du niveau de multimérisation de ces deux mutants devrait donc
nous permettre de déterminer le réle de ’hélice Q18-523 dans la formation de multiméres

et dans I'assemblage.

AA 10 20 30 40 50 &0

Séquence MASTPNIAFPAITQEQMSSIKVDPTSNLLEPSOEQLKSVSTLMVARKVEAASVTTVALELV
CPs.aps CCCCCCCCCCCCCHERHhheCOCeccaCCCCHHHHHHHHHHHHHeCCCahHHHHHHHHHEH
CP5.215 CCCHHHHHheCCCecoccCCCHRHHHHHHHHHEHcCCChHHHHHHHHHHH
CP3y.215 CeccCCCeccocCCCHHHHHHHHHHHHHeOCChhHHHHHHHHHA

Figure 30, Prédiction de structure secondaire a I'extrémité N-terminale pour les PapMV
CPsars, CPysags et CPajags. Trois algorithmes différents furent utilisés pour chague clone :
PROFsec, PSIPREP et Sable-2 et le consensus de ces trois prédictions est présenté ici. Le ('
représente une région non structurée et le H représente une région impliquée dans une
structure en hélice-alpha. Les lettres majuscules indiquent des prédictions avec des niveaux
de confiance élevés et les lettres minuscules, des niveaux de confiance plus faibles. La
totalité des prédictions se trouve 4 I’ Annexe 5.
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4.2.2 Production et purification des mutants de délétion

Les mutants CPysas et CPayays furent produits dans E. celi et purifiés selon le protocole

decrit aux sections 2.2 et 2.3, Les protéines induites ainsi que celles éluées ont été vérifides

sur un gel dénaturant SDS-PAGE (Figure 31).
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Figure 31. Profil de purification des protéines CPs.s et CPyyy5. Gel dénaturant SDS-
PAGE pour les deux protéines, Légende : M : marqueurs de poids moléculaire; pET-3d (-) :
lysat bactérien avant induction; Lysat CPs.2;5 ou CP2y.295 : lysat bactérien aprés I'induction
al'lPTG 16h a 22 °C; CPysars ou CPapas @ élution des protéines avec 1 M imidazole.

Malgré 'usage du protocole de production et purification amélioré déerit aux sections 2.2
et 2.3, une trés faible quantité de protéines CPys.a;s et CPaj.as fut éluée. De plus, le niveau
de pureté des éluats était médiocre. Lorsque qu'une dialyse afin d'enlever I'imidazole était
effectuée avec les éluats, la majorit¢ des protéines précipitaient et celles non précipitées

¢taient en partie dégradées (Figure 32). En raison de leur instabilité, les deux mutants de

délétion furent mis de cote.
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Figure 32, Comparaison de la protéine CPs.25 avant et aprés la dialyse sur gel dénaturant
SDS-PAGE. Légende : M : marqueurs de poids moléculaire; CPysaps avant : CPisas
élution avant la dialyse: CPys15 aprés @ CPysa;s élution aprés la dialyse de 16h dans 10 mM
tris-HC1 pH 8.0.

4.2.3 Mutants ponctuels

Puisque le role de I"hélice Q18-523 n’a pu étre déterminé a |"aide des mutants de délétion,
des mutants ponctuels furent réalisés. Afin de déterminer quelles mutations effectuer, les
acides aminés impliqués dans cette hélice présumée furent examinés (voire Figure 30). La
présence d'un acide aminé chargé négativement, un acide glutamigue (E) 4 la position 19
fut détectée. Deux mutants de cet acide aminé ont été réalisés dans le contexte de la CPy,.
215 ¢ E19K et E19P, L’échange d'un acide glutamique pour une lysine (E19K) fut réalisé
dans le but de vérifier si la charge négative présente & cel endroit était importante ou non.
Le second mutant ponctuel codait pour une proline a la position 19 au lien d’un acide
glutamique (E19P); la proline élant reconnue comme un des acides aminés briseurs

d heélices.

4.2.4 Prédictions de structure secondaire
Afin de vérifier I'impact de ces deux mutations sur la présence de I'hélice putative Q18-
523, des prédictions de structure secondaire furent réalisées pour les deux mutants
ponctuels et comparées 4 celle obtenue pour la CPgojs. Les résultats sont présentés i la

Figure 33.
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AR 10 210 30 40 b a0

Jaequence MASTEPNIAFFAITQOEQMSS IKVDPTSHNLLESQEQLESVSTLMYAAKVEARSVTTVALELV
CPgas CCCCCCCCCCCCCHHEHhheCCCeceeCCCCHHHHHHHHHHHAHeCCCchHHHHAHHHEHE
E19K COCCCCCCCCCCCHHHABheCCCecooOOCCHHHHHHHHHHHHH G CCCchHHHHHHHHEH
E19P CCCCCCCCCCCCCHHARHheCCCooecoCCCCHHHHHHHHHHHRHeCCCchHHHHHHHHHH

Figure 33. Prédiction de structure secondaire a I"extrémité N-terminale pour les PapMV
CPg21s. E19K et E19P. Trois algorithmes différents furent utilisés pour chaque clone :
PROFsec, PSIPREP et Sable-2 et le consensus de ces trois prédictions est présenté ici. Le
représente une région non structurée et le / représente une région impliquée dans une
structure en hélice-alpha. Les lettres majuscules indiquent des prédictions avec des niveaux
de confiance élevés et les letires minuscules, des niveaux de confiance plus faibles. La
totalité des prédictions se trouve a 1" Annexe 5.

Les résultats obtenus pour les prédictions de structure secondaire furent surprenants. Tout
d’abord, le changement de la charge négative a la position 19 pour une charge positive ne
semble pas avoir d’impact sur la formation de I’hélice putative. Ensuite, I'emploi de la

proline & cette méme position ne semble pas non plus avoir d’effet sur cette hélice,

4.2.5 Production et purification des mutants de délétion

Malgré les résultats obtenus avec les prédictions de structure secondaire, les mutanis E19K
et E19P furent produits dans E. coli et purifiés selon le protocole décrit aux sections 2.2 et
2.3, Les protéines induites ainsi que celles éluées ont été vérifies sur un gel dénaturant
SDS-PAGE (Figure 34). De bonnes quantités de protéines E19K et E19P peuvent étre
produites et purifiées sans probléme. De plus, ces protéines peuvent aussi étre dialysées 16
heures dans du tampon 10 mM de Tris-HC] pH 8.0 sans causer d’agrégations non

spécifiques.
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Figure 34. Profil de purification des protéines E19K et E19P, Gel dénaturant SDS-PAGE
pour les deux protéines. Légende : M : marqueurs de poids moléculaire; pET-3d (-) : lysat
bactérien avant induction; Lysat E19K ou E19P : lysat bactérien aprés 'induction 4 I'lPTG
16h 422 °C; E19K ou E19P : protéines dialysées & la suite d"une élution des protéines avec
I M imidazole.

Lysat E19K
E19P
| E19K

(5
IO‘*
‘c]l.u
e
i 2
i T

4.2.6 Tamisage moléculaire de E19K et E19P

Afin de connaitre le profil de multimérisation des protéines purifi¢es, E19K et E19P furent
soumises & du tamisage moléculaire sur une colonne Superdex™ 200 16/60 et comparée
avec la protéine CPg.2y5. Le profil de multimérisation obtenu par tamisage moléculaire pour
E19K ressemble beaucoup a celui obtenu pour la protéine de comparaison CPg.y5 (Figure
35A). Par contre, la quantit¢ de protéines se trouvant sous une forme multimérique
inférieure 4 232 kDa est supérieure pour la protéine E19K, diminuant ainsi la quantité de
disques et de multiméres de plus de 670 kDa formés, Pour ce qui est de E19P, le profil
obtenu est complétement différent : la majorité des protéines soumises au lamisage

moléculaire se trouvait sous une forme multimérique supérieure 4 670 kDa (Figure 35B).

4.2.7 Microscopie électronique de E19K et E19P

Afin de vérifier si les mutations introduites pour ’acide aminé 19 affectaient la capacité des
protéines a former des NLPs, des grilles de microscopie furent réalisées tel que décrit @ Ia
section 2.6 pour les protéines E19K et E19P. Les résultats sont présentés a la Figure 36.
Afin de mieux caractériser les différentes protéines, la longueur moyenne des pseudovirions
fut évaluée au microscope électronique en mesurant 200 NLPs pour chaque mutant (Figure
360).
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Figure 35. Tamisage moléculaire sur colonne Superdex™ 200 16/60 A) de la protéine
E19K (courbe rouge) ou B) de la protéine E19P (courbe verte) en comparaison avec la
protéine CPgas (courbe bleue). Le graphique représentant la relation linéaire entre les
poids moléculaires et le volume d’élution pour cette colonne a été placé dans le coin
supérieur droit. Légende : HMWF : multiméres de poids moléculaire supérieur 4 670 kDa;
disques : disques de 20 sous-unites de la CP de 450 kDa; LMWF : forme monomérique ou
multimérique inférieure 4 232 kDa.
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Figure 36. Microscopie électronique des protéines A) CPg25: B) E19K, C) E19P. La barre
représente 200 nm. [3) Moyenne des longueurs des particules virales de CPya)s, de E19K et
de E19P. 200 NLPs ont servi a faire les calculs.

Etonnamment, la longueur moyenne des NLPs pour E19K et E19P était deux fois et six fois
supérieure a celle obtenue pour la CPsas avee des valeurs de 100 nm, 300 nm et 50 nm

respectivement,

66



4.3 Discussion

Quatre mutants furent produits au cours de cette partie du projet de recherche. Tous avaient
pour but de déterminer I'importance pour la multimérisation de I'hélice Q18-523 prédite
qui pourrait étre impliquée deés les premiéres étapes de I'assemblage du PapMV. Les deux

mutants de délétion produits n'ont permis de produire une protéine stable.

Les mutants ponctuels

C'est donc dans I'optique de vérifier la présence d'un pont salin chez le PapMV que des
mutants ponctuels furent produits. La premiére mutation qui a été effectuée était E19K on
la charge négative apportée par I'acide glutamique était remplacée par une charge positive
présente chez la lysine. Il est intéressant de constater que chez deux des 19 Potexvirus, c’est
une lysine qui est présente & la position 19 (Figure 29, ScaVX et LVX). Ce mutant devait
nous permettre de savoir si la charge négative a I'extrémiteé N-terminale est essentielle & la
multimérisation en participant 4 des interactions électrostatiques. Cependant, les résultats
obtenus pour E19K semblent plutét infirmer ["hypothése selon laquelle 'acide glutamique
a la position 19 de la PapMV CP serait impliqué dans un pont ionique essentiel 4 la
multimérisation. Malgré cette mutation, les protéines de capside conservent leur capacité &
se multimériser en formant des disques et des NLPs. Par contre, tel qu'illustré a la Figure
35A, la mutation semble tout de méme légérement affecter la capacité de la CP i se
multimériser puisque qu’une plus faible proportion de CPs se trouvent sous forme
multimérique supéricure a 450 kDa en comparaison avec la CPgys. Par contre, les NLPs,
une fois formées, étaient en moyenne deux fois plus longues que celles obtenues avec la
CPgays (Figure 36D). Il serait donc possible que 'acide aminé E19 soit impliqué dans un
pont ionique apportant une stabilité supplémentaire aux multiméres mais non essentielle a
la formation de particules tout comme ¢’est le cas pour le pont ionique DE3-R159 du
PhMV.

Ensuite, nous avons voulu vérifier I'importance de "hélice Q18-523 prédite en remplagant
I"acide glutamique de la position 19 par une proline (E19P). Les prolines sont des acides
amings incompatibles avec les structures en hélice-alpha. En effet, elles sont souvent

présentes au début ou 4 la fin de ces hélices. Chez les prolines, tel qu'illustré a la Figure 37,
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la chaine latérale est reliée 4 la chaine principale se qui créé ainsi une torsion de la chaine
principale. C’est donc pour cette raison que les prolines sont souvent retrouvées dans les
régions non structurées des protéines (Branden et Tooze 1996). En introduisant une proline
a 'intérieur de "hélice putative Q18-523, nous pensions pouvoir la détruire et ainsi

ohserver son impact.

Figure 37. Représentation schématique de la proline. Légende : C : carbone; H : hydrogéne;
N : azote; O : oxygene. Tiré de http://upload.wikimedia.org/wikipedia/fr/8/8e/Proline jpg.

Contrairement a nos attentes et selon les prédictions de structure secondaire présentées a la
Figure 33, I'ajout de la proline & la position 19 ne semble pas affecter la formation de la
petite hélice prédite, Nous avons cependant produit quand méme ce mutant dans E.coli afin
d’observer sa capacité a former des pseudovirions. Plus de 98 % de la protéine E19P se
trouvaient sous forme de multiméres de plus de 670 kDa (Figure 35B). De plus, la longueur
moyenne des particules de E19P observées en microscopie électronique était six fois
supérieure 4 celle obtenue pour CPqzys, avee des valeurs de 300 et 50 nm respectivement
(Figure 36D). Jusqu'a maintenant, nous ne pouvons pas expliquer pourquoi la modification
du glutamate 19 en proline apporte un bénéfice pour la formation de particules. Il est
possible que cette mutation augmente ['affinité des sous-unités de la CP entre elles se

traduisant ainsi par une meilleure capacité a former des NLPs.

En conclusion, les deux mutants ponctuels, tout comme ceux de délétion, n’ont pas permis
d’établir I"importance de I"hélice (Q18-823 prédite. Des mutations supplémentaires dans
cette région seraient nécessaires pour répondre & cefte question. Il serait intéressant de

produire des mutants ponctuels ou légérement délétés qui aboliraient I'hélice prédite.
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5.0 Etude de ’implication de I’extrémité N-terminale
dans la formation de NLPs

5.1 Introduction

Récemment, notre équipe a réussi 4 isoler une forme tronguée de la protéine de coque du
PapMV (CPyr215) qui se trouve exclusivement sous lorme monomérique (Lecours,
Tremblay er af. 2006). Des études en résonance magnétique nucléaire ont été débutées avec
cette protéine. Ces études ont été ralenties a cause de la sensibilité de la protéine a la
dégradation (Lecours 2007). 11 a ¢i¢ mesuré par des analvses en spectroscopie de masse,
que 35 acides aminés situés a 'extrémité C-terminale de la CPy7.095 sont clivés pendant
I"acquisition des spectres RMN (Lecours 2007), Le résultat de ce clivage commence a
«contaminer» les spectres RMN aprés seulement deux ou trois jours de collecte de données
RMN. Ce probléme de stabilité de la protéine monomérique CPs7.5 persiste malgré 1" ajout

d’inhibiteurs de protéases ou d'azide de sodium a la protéine en solution (Lecours 2007).

Pour pallier & ce probléme, il est important d’identifier une autre forme monomérique stable
de la protéine de capside. Les résultats oblenus au cours de la section précédente nous
sugpérent que 'hélice-alpha prédite pour les acides aminés 18 4 23 n'est pas impliquée
dans la multimérisation 4 "extrémité N-terminale. Les protéines tronquées CP 55 et CPay.
215 sont sensibles a la dégradation et sont difficiles 4 étadier. Nous nous intéressons i des
formes tronquées plus courtes pour vérifier si nous pouvons augmenter la stabilité des
protéines et faciliter entre autre les études en RMN, La prochaine section est divisée en
trois sous-sections ol chaque sous-section présente un mutant de délétion différent : 1)

CPy215: 2) CPazys et 3) CP s
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5.2 Résultats
5.2.1 Mutant de délétion CP4.0)5

Le clonage et la production la protéine tronquée CP)4.2i5 ont €té réalisés tel que décrit aux

sections 2.1.1 (stratégie # 2) 4 2.2. Les protéines induites ont été vérifiées sur gel dénaturant

SDS-PAGE (Figure 38).

La purification de la protéine CPy42)5 s'est effectuée selon le protocole décrit 4 la section
2.3. La protéine purifiée et dialysé a été vérifiée sur gel dénaturant SDS-PAGE (Figure 39).
On peut remarquer & la Figure 39 quune partie de la protéine purifiée et dialysée a été
dégradée (bandes indiquées par une fléche rouge). Une premiére bande correspondant & une
protéine dégradée est apparente a4 environ 25 kDa et une seconde & moins de 6,5 kDa.
Comme la protéine CPyq.2:5 non dégradée a un poids moléculaire calculé de 22,6 kDa et un
poids moléculaire apparent sur gel dénaturant d’environ 30 kDa, il est difficile d’estimer le

poids moléculaire réel de la forme dégradée de la CP.

16.5

Figure 38. Vérification de I'induction de la CPyyas sur gel SDS-PAGE. Légende : M :
marqueurs de poids moléculaire; pET-3d (=) : lysat bactérien avant induction; Lysat CPy4.
215 lysat bactérien aprés 'induction &4 I'IPTG 16 heures 4 22 °C.
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Figure 39. Gel dénaturant SDS-PAGE présentant la protéine CP 4.5 purifiée et dialysée.
Légende : M : marqueurs de poids moléculaire; CPais : CPia.21s purifiée et dialysée. Les
fléches rouges identifient les bandes de dégradation.

Microscopie électronigue

Afin de vérilier la capacité de ce mutant & former des NLPs, des prilles de microscopie
électronique furent realisées avec la protéine CP 4215 dialysée colorées & I'uranyle acétate 2
%. La présence de NLPs n’a pu étre détectée sur aucune des trois grilles préparées (données

non présentées ici).

Tamisage moléculaire

Afin de connaitre le profil de multimérisation de la protéine CPjq.215, un tamisage
moléculaire fut utilisé. Puisque que la protéine semblait incapable de former des NLPs, la
colonne Superdex'™ 75 26/60 séparant les protéines ayant des poids moléculaires variant

entre 13,7 et 67 kDa fut utilisée (Figure 40).
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Figure 40. Tamisage moléculaire sur colonne Superdcxm 75 26/60 de la protéine CPyyas
(courbe turquoise) en comparaison avec le monomére CPyyaps (courbe orange). Le

graphique représentant la relation linéaire entre les poids moléculaires et le volume
d*élution pour cette colonne a été placé dans le coin supérieur gauche.

La protéine CPyyz5, tout comme la CPsyzis, est produite exclusivement sous forme
monomérique. Aucun disque de 450 kDa ne fit détecté, En effet, si une portion de la
protéine avait é1é présente sous forme de disques. un pic d absorbance aurait ¢0é visible aux
environs de 108 ml puisque ce volume correspond au volume d exelusion de la colonne. De
plus, cette protéine est incapable de former des diméres en solution puisque, sur cette
colonne, les formes dimérique et monomérique sont facilement séparables. 11 est normal
que la protéine CP 45 soit ¢luée avant la CPy75)5 puisqu’elle possede 13 acides aminés de

plus, ce qui fait augmenter son poids moléculaire.

Ligison a l'ARN

La capacité de la protéine CP42;5 & se lier & 'ARN a éié comparée & celle obtenue pour la
protéine CPyyzy5. 11 a é&é publié récemment que la protéine monomérique CParas élait
incapable d'interagir in vitro avec des acides nucléiques (Lecours, Tremblay er al. 2006)

{(voire section 1.7.1). L utilisation croissante de protéines (passant de 0 ng a 1500 ng) avec
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une quantité fixe (165 fmol) de sonde (correspondant aux 80 premiers nucléotides de
I’ARN viral du PapMV) marquée au v-*P n’a permis d’observer aucune interaction entre
I"ARN et la protéine CP 42,5 (Figure 41). Les résultats obtenus en EMSA pour CP37.5;5 sont

donc applicables & CP 4.5,
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Figure 41, EMSA de la protéine CPjy.2i5 en comparaison avec celui de la protéine
monomeérique CPa7.21s. Des quantités croissantes de protéines ont été incubées avec une
quantité constante de sonde d’ARN marquée au T'3 P. Les chiffres dans le haut du gel
représentent les quantités croissantes de protéines incubées avec la sonde. Légende : Probe :
sonde d"ARN marqué non li¢ aux protéines.

BN-HSQC des PapMV CP 4215 et CParys

Afin de comparer les différences de structure entre les deux formes monomérique de la
PapMV CP, les deux protéines furent marquées au "N par Katia Lecours. Tout d’abord, les
conditions optimales pour la RMN furent établies avec la protéine CPs1.2)5 (Lecours 2007).
Ces conditions sont décrites a la section 2.13. Des échantillons RMN possédant les
conditions optimisées pour la CPs7.3;5 ont été préparés. A Taide de ces échantillons, des
spectres 2D ''N-HSQC TROSY furent enregistrés a la premiére journée de leur préparation
et deux semaines plus tard. Les paraméires d'acquisition ont éié décrits préalablement dans
la section 2,12, Pour CP;7.45, le nombre de pics dénombrés dans le HSQC du premier jour
correspond au nombre attendu avec quelques pics supplémentaires. Cependant, ce nombre
est grandement augmenté aprés deux semaines. Cette croissance du nombre de pics détectés

en fonction du temps est un signe de dégradation de la protéine,



Les résultats obtenus avec la protéine CPyy.2i5 sont comparables a ceux de CPsq.215. mais
avec un nombre de pics plus élevés qui correspondent aux ireize acides aminés
supplémentaires. La superposition des spectres enregistrés pour les deux protéines est
présentée 4 la Figure 42, 11 importe de mentionner que tous les pics correspondant aux
régions structurées pour la CPay)s sont aussi présents pour CP g5 et qu'ils sont situés aux
mémes déplacements chimiques indiquant que la structure est trés semblable pour les deux
proteéines. Finalement, le spectre obtenu pour CPjys aprés deux semaines montre des

signes de dégradation similaires 4 CPa7.)5.
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Figure 42. 15N-HSQC de la PapMV CPaz.215 (en rouge) et CPyq215 (en bleu) suivant les
parameétres détaillés i la section 2.13. Tiré du mémoire de Katia Lecours (Lecours 2007).

5.2.2 Mutant de délétion CPq.5
Les résultats obtenus 4 la section précédente indiquent que la suppression des treize

premiers acides aminés a 'extrémité N-terminale conduit & une forme monomérique
instable. Nous avons done vérifié les aptitudes de multimérisation d'une forme mutante de

la PapMV CP comportant un acide aminé de plus a I'extrémité N-terminale (CP3.55). Le

74



clonage, la production et la purification de ce mutant ont été réalisés tel que déerit aux
sections 2.1.1 (stratégie # 2) a 2.3, Les protéines induites et celles éluées ont été vérifides

sur gel dénaturant SDS-PAGE (Figure 43).
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Figure 43. Vérification de I'induction et de 1"élution de la CPy425 sur gel SDS-PAGE.
Légende : M : marqueurs de poids moléculaire; pET-3d (-): lysat bactérien avant
induction: Lysat CP 4250 lysat bactérien aprés I'induction a I'IPTG 16 heures a 22 °C;
CPiaais : CPyaags purifiée et dialysée.

Immédiatement aprés I'élution et la dialyse de la protéine CPy3.2)5, on peut remarquer
qu’une faible proportion de la protéine se trouve sous des formes dégradées (Figure 44,
ligne CP3.215). La dégradation observée pour CPaz s n'est pas comparable a celle obtenue
pour le monomeére CP4.215 (Figure 39). En effet, il semblerait que la dégradation observée
pour CPj3.2;5 ait affectée une plus faible quantité de protéines que pour CPj4.2i5. De plus, la
dégradation de CPy35;5 semble survenir de fagon plus variable, puisqu'au moins trois
bandes mineures de dépgradation peuvent étre déteciées entre les marqueurs de poids

moléculaires 16,5 et 32,5 kDa alors qu’une seule bande bien définie n'était visible i la

Figure 39
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Microscopie électronique

Afin de vérifier la capacit¢ de ce mutant a former des NLPs, des grilles de microscopie
électronique furent réalisées avec la protéine CPyiqys dialysée et colorées a ['uranyle
acétate 2 % (Figure 44),
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Figure 44. Comparaison de la microscopie électronique des protéines A) CPya s et B) CPyy.
215. La barre représente 200 nm. C) Moyenne des longueurs des particules virales de CPq.as
et de CPyaags. 250 NLPs ont servi 4 faire les caleuls.

Les NLPs observées pour CP1.0¢5 sont de longueurs similaires a celles obtenues pour CPy.
a15. 250 NLPs par mutant furent mesurées afin d’établir la longueur movenne des NLPs
formées a partir des deux protéines et des valeurs moyennes d’environ 50 nm ont été
obtenues pour les deux mutants. Aucune différence particuliére entre les NLPs n’a pu étre

observée en microscopie électronique.

Tamisage moléculaire
Afin de connaitre le profil de multimérisation de la protéine CPj35, un tamisage

moléculaire fut utilisé, Puisque que la protéine posside la capacité de former des NLPs, la
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colonne Superdex™ 200 16/60 fut utilisée afin de vérifier la présence de disques de 450

kDa et de multiméres de poids moléculaires inférieurs a 232 kDa (Figure 45).
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Figure 45. Tamisage moléculaire sur colonne Supcrdcxw 200 16/60 de la protéine CPyy.a5
(courbe bleue) en comparaison avec la CPg.s (courbe rouge). Le graphique représentant la
relation linéaire entre les poids moléculaires et le volume d’élution pour cette colonne a é1é
placé dans le coin supérieur droit. Légende : HMWF : multiméres de poids moléculaire
supérieur a 670 kDa; disques : disques de 20 sous-unités de la CP de 450 kDa; LMWL :
forme monomérique ou multimérique inférieure 4 232 kDa.

La protéine CPjy55 a é1é séparée sur la colonne en trois populations distinctes, tout comme
la protéine de référence CPgajs @ multiméres de plus de 670 kDa, multiméres d’environ 450
kDa et finalement multiméres de moins de 232 kDa. Malgré le fait que la délétion des
douze premiers acides aminés n’empéche pas 'assemblage de se faire, ce dernier semble
toutefois un peu perturbé. En effet, on peut remarquer que la proportion des protéines
comprenant les NLPs est plus faible par rapport & la protéine de référence. La proportion
des protéines sous forme de disques ne semble toutefois pas affectée. Par contre, la quantité
de protéines se trouvant sous une forme multimérique inférieure 4 232 kDa est nettement

supérieure pour la protéine CPyiags.
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Ligison a ' ARN

Afin de vérifier si la proportion réduite en NLPs de CPy3.15 par rapport & CPs.zs est due a
une affinité plus faible pour les acides nucléiques, un EMSA fut réalisé. Nous avons
compar¢ |'affinité des protéines se trouvant dans le surnageant de I'ultracentrifugation,
contenant les disques (multimére de 20 sous-unités) et les formes multimériques de poids
moléculaires moindre, pour les deux protéines. Des quantités croissantes de CPys.p 5 et CPy.
315 (servant de référence) ont é1¢ incubées avec 165 fmol d'une sonde d*ARN marqué au y-
2P, Les complexes ont ét¢é déposés sur un gel de polyacrylamide en condition native. Le
signal radioactif’ a ¢té révélé utilisant un écran au phosphore et un «phosphoimager»
(Typhoon). Les résultats obtenus pour les deux protéines sont présentés a la Figure 46.
Aucune différence significative n’a pu étre décelée entre les profils des deux protéines pour
des quantités de protéines supérieures a 50 ng. Ces résultats suggérent donc que la liaison
de la protéine de capside 4 'ARN n’est pas affectée par la délétion des douze premiers

acides aminés.
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Figure 46. EMSA A) de la protéine CPy3.2,5 en comparaison avec celui B) de la protéine de
référence CPg.215. Des quantités -::mmmnlea. de protéines ont été incubées avec une quantiteé
constante de sonde d'ARN marquee au 'y— ?p. Les chiffres dans le haut du gel représentent
les quantités croissantes de protéines incubées avec la sonde. Légende : Probe . sonde
d’ARN marqué non lié aux protéines ; Protein:RNA complex : protéines lices aux acides
nucléiques marqués.
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Spectroscopie en dichroisme circulaire
Afin de vérifier la structure secondaire de CPi3.215, les NLPs récupérées dans le culot de
I"ultracentrifugation (voire section 2.5) furent soumises 4 un test en spectroscopie de

dichroisme circulaire (Figure 47).
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Figure 47. Comparaison du spectre CD des NLPs de la protéine CP 355 (courbe bleue) a
celui des NLPs de la protéine CPg.2)s (courbe orange).

On peut remarquer que les deux spectres CD sont trés similaires. Les deux courbes
présentent un minimum a 207 nm et un autre & 222 nm. Cependant, le pic & 207 nm du
spectre CD de la protéine CPy3.215s semble moins prononcé que celui obtenu pour la protéine
de comparaison. Par contre, les prédictions de la structure secondaire pour les deux
protéines ne révélent avcune différence significative de structure secondaire entre elles

(Annexe 5).

5.2.3 Mutant trongué CP 4.5
L utilisation de la protéine CPy2s en RMN par Katia Lecours présente aussi des

problémes de dégradation semblable & ceux obtenu pour la protéine CParaps. Une analyse
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en spectroscopie de masse effectuée par Katia Lecours sur la forme dégradée de la CPayy s
a permis d’identifier I'emplacement exact du clivage (Lecours 2007). En effet, le clivage
aurait lieu a I'extrémité C-terminale de la protéine et enléverait les 35 derniers résidus. La
forme CPq.50 a done été clonée et la protéine a été exprimée. Le clonage de ce mutant est
décrit a la section 2.1.1 4 la stratégie # 3. Ce clone fut exprimé dans E£. coli et purifi¢ selon

le protocole décrit aux sections 2.2 et 2.3 (Figure 48).
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Figure 48. Expression et purification de la protéine CPq.g9 sur gel dénaturant SDS-PAGE.
A) Veérification de ['induction de la CPige. Légende : M marqueurs de poids
moléculaire: pET-3d (-) @ lysat bactérien avant induction; Lysat CPya g lysat bactérien
aprés I'induction a I'lPTG 16 heures 4 22 °C. B) Vérification de I"expression de la protéine
CP)g.50 purifiée et dialysée. Légende : M : marqueurs de poids moléculaire; CPq.y50 0 CPy.
10 purifiée et dialysée.

La protéine CPq. 50 a é1¢ purifiée et dialysée sans causer de la dégradation, tel quil fut
observé pour la protéine CPyy2 s (Figure 39). De plus, le niveau de pureté du double mutant
purifié est supérieur & celui observé pour CP 5. Cette protéine se retrouve 4 une masse
moléculaire de 25 kDa lorsque soumis a un gel SDS-PAGE. ce qui correspond a la forme

dégradée de CP 425 (Figure 39),
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Microscopie électronigqive

Malgré le fait que la protéine CP 4315 soit incapable de former des NLPs, nous avons voulu
vérifier quand méme que cette incapacité était aussi présente chez le double mutant CPyy
iwo- Des grilles de microscopie ¢électronique furent réalisées avec la protéine CPyg.ig
dialysée et furent colorées a I'uranyle acétate 2 %. La présence de NLPs n'a pu étre

détectée sur aucune des trois grilles préparées (données non montrées ici).

Tamisage moléculaire

Afin de connaitre le profil de multiménsation de la protéine CPiqg, un tamisage
moléculaire fut réalisé. Puisque que la protéine est sirement produite uniquement sous
forme monomérique, la colonne Supcrdex'lm 75 26/60 séparant les protéines ayant des
poids moléculaires variant entre 13,7 et 67 kDa fut utilisée (Figure 49), Cependant, la
protéine fut entreposée a 4 °C pendant 4 semaines avant d’étre soumise au tamisage
maoléculaire. Puisque nous avions enlevé les extrémités qui devaient étre clivées lors de
I'entreposage, nous avons pensé que la stabilité de cette protéine était une chose acquise.
Cependant, les résultats obtenus pour le tamisage moléculaire nous prouvent le contraire.
En effet, on peut remarquer a la Figure 49 que le pic d*élution de la colonne est trés large,
s'élendant sur plus de 30 ml. De plus. en regardant attentivement cette région, on peut
remarquer la présence de deux pics se chevauchant dont les sommets seraient situés aux
alentours de 176 ml et de 181 ml. Cela suggére done que la protéine CPiy g se trouve sous
deux formes différentes de poids moléculaires légérement différents. Done, la protéine

serait donc encore sensible au clivage lorsque entreposée quelque temps.
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Figure 49, Tamisage moléculaire sur colonne Supcrdcxm 75 26/60 de la protéine CPyq.im
(courbe mauve). Le graphique représentant la relation lindaire entre les poids moléculaires
et le volume d’élution pour cette colonne a été placé dans le coin supérieur gauche.

Comme les deux populations protéiques de CPraago sont €luées a des volumes trés
similaires, il est pratiquement impossible de les séparer en vue d analyser la protéine clivée
par spectroscopie de masse, comme il a été fait avec la CPyyy5 par Katia Lecours (Lecours
2007). Nous avons done décidé de refaire la méme procédure mais avee le double mutant
de délétion CPyygp. en supposant que la dégradation observée pour CPq g se produit a
I"extrémité N-terminale. Les analyses en spectroscopie de masse réalisées avec la CPara)s
montrent que la dégradation survient 4 un endroit précis a I"extrémité C-terminale. Nous
pouvons donc penser que la dégradation observée pour CPa g est due aux treize acides
aminés supplémentaires & 'extrémité N-terminale. Le protocole de clonage de ce nouveau
mutant est décrit a la section 2.1.1, stratégie # 3. Cependant, des problémes de clonage sont
survenus a ce moment et le clone sans mutation non désirée n'a pu qu’étre obtenu que tout
récemment. Le temps nous élant compté, la nouvelle protéine CPagrgg n'a pas pu étre

exprimée dans E. coli.

82



5.3 Discussion

Les mutants de délétion CPpizs et CPryogs

Cette section du projet fut trés importante puisqu’elle a permis didentifier plus précisément
la région impliquée dans la multimérisation a 'extrémité N-terminale. Nous avons pu
identifier exactement le nombre d'acides aminés essentiels a I'extrémité N-terminale pour
permettre la multimérisation. Les douze premiers acides aminés ne sont pas nécessaires 4 la
multimérisation, car ils peuvent étre enlevés sans pour autant empécher la formation de
disques et de NLPs. Cependant, il est possible qu'ils jouent un role dans la multimérisation
et dans I"assemblage puisque la comparaison des profils de multimérisation des protéines

CPga1s et CPy3z5 reléve une différence d’efficacité de multimérisation (Figure 45).

La proportion de multiméres de poids moléculaires inférieurs 4 232 kDa est nettement plus
importante pour CPyias. alors que celle des multiméres plus gros que 670 kDa est
inférieure. La proportion de disques de 450 kDa est identique pour les deux protéines. La
réduction de la quantité de NLPs formés ne peut pas étre expliquée par la diminution de
I"affinité des disques pour les acides nucléiques comme en témoigne la Figure 46. Cela
suggére done que les douze premiers acides aminés pourraient étre impliqués dans les
interactions protéines:protéines done, a la premiére dlape de "assemblage qui conduit a
I'obtention de disques ainsi qu’a la derniere étape d’élongation qui meéne 4 la formation de
particules virales matures. Les NLPs formés sont trés semblables a celles de la protéine de
référence CPeis (Figure 44), La raison de la réduction de 1'efficacité de 1’assemblage pour

la protéine CPy3.3)5 demeure toujours inconnue.

Lorsque les treize premiers acides aminés 4 DPextrémitd N-terminale sont enlevés, la
protéine de capside perd sa capacité a se multimériser. Le tamisage moléculaire de la CPy,.
215 (Figure 40) démontre bien que la totalité de la protéine est produite sous forme
monomérique. Tout comme CParas, la CPrgzs est incapable de se lier aux acides
nucléiques correspondant aux 80 premiers nucléotides de PARN du PapMV (Figure 41).
Cependant, cette CP est trés sensible d la dégradation, car une certaine proportion de la

protéine fraichement purifiée et dialysée se retrouve sous une forme dégradée. Il a été
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suggere que cette dégradation se déroulait de fagon similaire 4 celle observee pour CPrras

pendant les tests RMN (Lecours 2007) et qu’elle clivait aussi les 35 derniers acides aminés.

Afin de vérifier I"impact des 13 acides aminés supplémentaires sur la structure de la
protéine monomérique, des spectres RMN furent enregistrés pour la CPyzs. Selon les
prédictions de structure secondaire, une différence devrait étre observée entre les spectres
RMN des protéines CPyyas et CParays, puisque une hélice-alpha de six acides aminés est
prédite pour les résidus 18 4 22 et que ces résidus sont absents pour la CPag.z5 (Annexe 5).
La comparaison des spectres RMN des deux protéines semble plutét infirmer cetle
hypothése. On remarque qu'il y a plus de pics présents au centre du spectre. ce qui
correspond a une région non structurée (Lecours 2007). Tous les pics correspondant aux
régions structurées pour la CPyas s sont aussi présents pour la CParais. De plus, ces pics
sont aux mémes déplacements chimiques ce qui indique que la structure est trés semblable
pour les deux protéines, Ces résultats nous aménent a supposer que les acides aminés 13 a
26 ne seraient pas structurés contrairement & ce qui est suggéré par les prédictions de
structure secondaire pour les résidus Q18 4 $23. Evidemment, les résultats préliminaires en
RMN sont plus fiables que ceux obtenus pour les prédictions de structure secondaire, qui ne

sont fiables qu'a 75 %a.

Les doubles mutants de délétion CP g g0 et CPazpsp

Ftant donné la sensibilité a la dégradation des protéines monomériques CPyya s et CPayqags.
le double mutant CP4.,5 semblait bien prometteur. Cependant, aprés un entreposage de la
protéine pour un mois 4 4 °C, nous avons pu observer 4 nouveau de la dégradation. Par
contre, la portion dégradée doit compter peu d acides aminés puisqu’il fut impossible de
séparer les protéines dégradées de celles intactes par tamisage moléculaire a 'aide d’une
colonne Supcrdcx"" 75 26460, En raison de ce résultat, les recherches sur ce mutant furent

arrétées el une méthode alternative fut recherchée.

Puisque les résultats obtenus par Katia Lecours avec la forme dégradée de CParss
semblent indiquer que la dégradation a lieu & I"extrémité C-terminale (Lecours 2007), nous

avons done décidé de produire une protéine tronquée des 26 acides aminés en N-terminal et
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de 35 acides aminés en C-terminal. En raison de nombreux problémes rencontrés au cours
du clonage du géne du double mutant, la protéine CPy7.15 n’a pas pu étre exprimée dans £.
coli. Plusieurs résultats obtenus par Katia Lecours (Lecours 2007) nous portent & croire que
cette nouvelle protéine sera résistante 4 la dégradation. Si tel est le cas, cette protéine
pourra étre utilisée plus facilement que CParas pour des études en RMN. Selon les
prédictions de structure secondaire (Figure 17), les quatre derniers résidus d’une hélice-
alpha de 21 acides aminés prédite pour les acides aminés 165 a 185 ainsi qu’une hélice-
alpha de 9 acides aminés prédite pour les résidus 192 a4 200 sont présents dans les 35
résidus en C-terminal. Une délétion dans cette région risque de diminuer la quantité

d’hélices-alpha. si I'on considére que les prédictions de structure secondaire sont justes.

Conclusion el perspectives

A la lumiére des résultats obtenus aux sections 5.2.1 et 5.2.2, il apparait évident que la F13
de la PapMV CP est essentielle & la multimérisation. Nous devons nous demander si ¢’est
la phénylalanine & cette position qui est importante ou si ¢'est le nombre d’acides aminés a
I"extrémité N-terminale qui est important. Il a été suggeré pour le Pepper Vein Banding
potyvirus que le processus d’assemblage nécessitait un minimum d’environ 33 résidus a

I"'extrémité N-terminale exposés 4 la surface de la protéine (Anindva et Savithri 2003).

Un alignement des extrémités N-terminales de 19 Pofexvirus fut réalisé et s'est aveéré
informatif (Figure 50). Les CPs de 6 des 19 Porexvirus possédent une phénylalanine i la
position F13 de la PapMV CP et 2 autres CPs possédent une phénylalanine immédiatement
avant ou immédiatement aprés la F13 de la PapMV CP. De plus, 6 autres Porexvirus ont un
acide aminé hautement hydrophobe (W, Y, V et L) pour 'acide aminé qui précéde la F13
de la PapMV CP. La phénylalanine faisant aussi partic des acides aminés hautement
hydrophobes, 14 CPs alignées sur 19 possédent un acide aminé hydrophobe dans
I"'environnement immédiat de la F13. L’hydrophobicité semi-conservée a I'extrémité N-
terminale des CPs des Potexvirus pourrait done jouer un réle important dans 1'assemblage
des NLPs. La section 6.0 présente les résultats obtenus pour des mutations affectant la F13
de la PapMV CP.
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23
BaMVy GOQAAPQPWE TEFTEDDLAA
FoMy ADVTDATDYK KPPAETECQKA
CymV AATYSAADPT SAPELADLAA
PAMV .FOFSASDVE SSPSLADLDE
N FANADLSDPN RAPSLEDLEE
ScaVi F..ADLSDPT RAPSLKELQA
Peply . APSDFSNFN TAP3L3DLEE
WClHv ~nrs MATTTAT TPPSLTDIRA
AltHV ~M3TP... I POVTQEQHDA
cVx PESTPQSGPE QTLSSSCALAA
P LAY mmrenmsMALN TAPTADALAA
TVX meeerenere = ALN TAPNPEALAA
CaCHY AATTPLSALS TAPTDEELSR
CLYMV ~MTDTERTLE SAPTDEQLDT
HVX FPAAPSP TAPTOEQLTS
LVX memsesnerenen WTT VPDAKTUAD
SHYEV NVANQVGDPE RVLTPEELAA
FVX TPATASGLET . IPDGDFFST
Paphy M.STPNIA PI PAITQEQMSS
Consensus PA-TP-SDPF TAPTLEDLAA

Figure 50. Alignement de I'extrémité N-terminale des CPs des Potexvirus. Les CPs de 6
potexvirus sur 19 ont une phénylalanine a la position F13 de la PapMV CP. Légende :
acides aminés en vert : phénylalanine située autour de la position 13 de la PapMV CP;
acides aminés en jaune : acides aminés hautement hydrophobes situés autour de la position
13 de la PapMV CP:; BaMV: Bamboo mosaic virus; FoMV: Foxtail mosaic virus; CymMV:
Cymbidium mosaic virus, PAMV . Potato aucuba mosaic virus; NMV: Narcissus mosaic
virus: ScaVX @ Scallion virus X, PepMV : Pepino mosaic virus; WCIMV @ White clover
moxsaic virus, AWMV Alfermanthera mosaic virus; CVX 0 Cactus virns X PIAMY
Plantage asiatica mosaic virus; TVX @ Tulip virus X; CsCMV: Cassava common maosaic
virus; CIYMV: Clover yvellow mosaic virus; HVX: Hosta virus X, LNX: Lily virus X
SMYEV : Strawberry mild yellow edge virus; PNX © Potato virus X, PapMV . Papaya
maosaic virus. Adapté du mémoire de Marie-Héléne Tremblay (Tremblay 2005).
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6.0 Importance de I’hydrophobicité a ’extrémité N-
terminale

6.1 Introduction

La protéine de capside du PapMV, un Pofexvirus, posséde un domaine central similaire aux
autres Polexvirus (Annexe 1), mais posséde aussi des caractéristiques communes avec des
Poryvirus. Par exemple, il a ét¢ démontré par des études biochimiques et immunochimiques
que les extrémités N- et C-terminales des CPs des Poryvirus et des Potexvirus étaient
localisées a la surface (Allison, Dougherty ef al. 1985; Koenig et Torrance 1986; Shukla,
Strike ef al. 1988). Cependant, trés peu d’informations sur leur possible rdle sont
disponibles. Anindya et Savithri (Anindya et Savithri 2003) ont suggéré que les deux
extrémités de la  PVBV CP, un Poovirus, étaient impliquées dans une interaction
protéines:protéines au tout début du processus d’assemblage. Ils suggérent aussi que leur
modéle d’assemblage pourrait aussi s'appliquer aux autres Potyvirus puisque leurs

extrémités N- et C-terminales sont aussi exposées 4 la surface.

Chez les Potexvirus, la présence de ces extrémités a la surface du PapMV a éé confirmée
récemment (Tremblay 2005). MNotre équipe a aussi récemment prouvé qu’une partie de
I"extrémité N-terminale était essentielle 4 'assemblage de la CP en particule virale mature
(Lecours, Tremblay er al. 2006). Les résultats obtenus an cours de la section précédente de
ce travail suggérent 'importance de |’hydrophobicité de I"acide aminé F13 pour
I’'assemblage. Sans cet acide aminé, la formation de particules est impossible. L implication
de cet acide aminé dans les toutes premiéres étapes de 'assemblage semble la meilleure
hypothése, puisque la délétion des treize premiers acides aminés méne 4 une protéine

monomérigque incapable d'interagir entre elles.

Le but de cette section est de vérifier 'importance de |'hydrophobicité retrouvée a
I"extrémité N-terminale de la PapMV CP ainsi que chez quelques autres Pofexvirus (Figure

50) dans les processus d’assemblage,
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6.2 Résultats

Afin de tester I'importance de I'hydrophobicité présente & I'extrémité N-terminale de la
PapMV CP, plusieurs mutations ponctuelles furent réalisées. Ftant donné que ¢’est la F13
qui semble importante pour I'assemblage, nous avons changé cet acide aminé par d’autres
acides aminés ayant une hydrophobicité équivalente ou moindre. La Figure 51 présente ces

mutants ponctuels en ordre décroissant d”hydrophobicité,

6 0 215
cpu-:u ) e £

CPeqis  MASTPNIAFPAITQEQMSSIRVDPTS

F13Y MASTPNIAY PAITQE QMSSIKVDPTS
F13L MASTPNIAL PAITQEQMSSIEVDPTS
F13A MASTPMIAAPAITQE QMSSTRVDPTS
F133 MASTPNIAGPAITQE QMSSIRVDETS

Figure 51. Schématisation des mutants ponctuels de la PapMV CP pour I'acide aminé F13.
Les lettres colorées en rouge représentent les acides aminés mutés, Légende : 6His : queue
de six histidines.

0.2.1 Expressi ification des mutants F13

l.es quatre protéines ont été exprimées dans £. coli et purifiées selon le protocole décrit aux
sections 2.2 a 2.3, La Figure 52 présente la vérification de 'expression des différentes
protéines alors que la Figure 53 nous les présente une fois purifiées et dialysées. On peut
remarquer que la protéine F13A purifiée et dialysée semble un peu sensible a la dégradation
en raison de la [égére bande apparaissant a une hauteur de 25 kDa sur le gel. La protéine
F13G semble toutefois beaucoup plus sensible i la dégradation en raison de 'intensité de
cette bande a 25 kDa. Le niveau de pureté de la FI13G semble inférieur a celui des trois
autres CPs. Les protéines F13L et F13Y, quant a elles, ne semblent pas étre sensibles a la

dégradation.
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Figure 52. Vérification de 'induction des CPs FI13A, F13G, FI3L et FI3Y sur gel SDS-
PAGE. Légende : M : marqueurs de poids moléeulaire; pET-3d (-) : lysat bactérien avant
induction; Lysat FF13: lysat bactérien aprés I'induction a I'lPTG 16 heures 4 22 °C.
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Figure 53. Gel dénaturant SDS-PAGE présentant les protéines F13A, F13G, F13L et F13Y
purifices et dialysées. Légende : M : marqueurs de poids moléculaire; FI13 : mutant F13
purifiée et dialysée.

6.2.2 Tamisage moléculaire
Afin de connaitre le profil de multimérisation des quatre mutants de la F13, un tamisage

moléculaire au moyen d une colonne Hu[l'ﬂxdexm 200 16/60 fut réalisé avec les protéines



purifiées et dialysées. La Figure 54 présente les résultats obtenus en comparaison avec la

protéine de référence CPyas.

A B
Superdex ™' 200 16/60 Superdex ™ 200 16/60
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Figure 54. Tamisage moléculaire sur colonne Superdex'™ 200 16/60 des mutants F13. A)
Comparaison de profils de multimérisation des protéines F13A (courbe mauve), FI3G
(courbe turquoise) et CPgais (courbe rose). B) Comparaison de profils de multimérisation
des protéines F13L (courbe verte), FI13Y (courbe bleue) et CPgas (courbe rouge). Le
graphique représentant la relation linéaire entre les poids moléculaires et le volume
d"élution pour cette colonne a ¢té placé dans le coin supérieur droit. Légende : HMWF :
multiméres de poids moléculaire supérieur a 670 kDa; disques : disques de 20 sous-unités
de la CP de 450 kDa; LMWF : forme monomérique on multimérique inférieure 4 232 kDa.

Des résultats plutdt surprenants ont été obtenus pour les quatre protéines & I'étude. 11 est
intéressant de noter qu’aucune de ces protéines n'a été produite sous forme de disques de
450 kDa comme c’est le cas pour la protéine de référence CPgys. De plus, les quatre
formes mutantes de la CP contiennent un certain pourcentage de protéines se trouvant sous

une forme multimérique supérieure 4 670 kDa.

Pour F13A, la majorité de la protéine se trouve sous une forme monomérigue ou
multimérique inférieure 4 232 kDa. Le restant de la CP se trouve dans le premier pic
d’élution a 42,1 ml et comprend toute les formes de la CP multimérisée ayant un poids

moléculaire supérieur 4 670 kDa.
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Le profil est quelque peu différent dans le cas de la F13G. Une trés faible proportion de la
CP se trouve & un poids moléculaire inférieur & 232 kDa, alors que la majorité de cette
protéine est ¢luée a 40,3 ml. Il est intéressant de noter ici que ce pic d’élution est plus large

pour cette protéine que pour FI3A et CPgas.

Pour ce qui est des protéines F13L et F13Y, leur profil de purification est trés semblable.
La presque totalité des CPs est éluées sous une forme multimérique de poids moléculaire
supérieur & 670 kDa a des volumes de 42,6 ml et 41,7 ml, respectivement. Le reste des
protéines se trouve sous une forme multimérique de poids moléculaire inférieur 4 232 kDa.
On peut remarquer que ces protéines sont éludes quelques millilitres aprés les protéines

correspondantes pour CPg.2;s.

6.2.3 Microscopie électronigue

Afin de vérifier la présence de NLPs dans les protéines purifiées, le sommet des pics élués
aux environs de 41 ml de chacune des protéines fut récolté et déposé sur des grilles de
microscopie électronique. Les grilles ont été colorées a I'uranyle acétate 2%. Les photos de

microscopie pour les différentes protéines sont présentées a la Figure 55.

On peut remarquer en regardant les photos de microscopie ¢lectronique que les NLPs des
protéines F13L et FI3Y semblent en moyenne plus longues que celles formées par la
protéine CPg_ 5. Cette impression est confirmée par la mesure de la longueur de 250 NLPs
par protéine (Figure 55F). Des longueurs moyennes de 50 nm, 130 nm et 200 nm furent
obtenues pour les protéines CPgsays, FI3L et FI3Y. Il semblerait done que ces deux mutants

soient plus efficaces & former des NLPs.

Pour ce qui est de la protéine F13A, seulement quelques NLPs furent observées pour la
totalité des grilles de microscopie. La majorité des protéines observées se trouvaient plutdt
sous une forme d’agrégals non spécifiques. Pour la protéine F13G, aucune NLP ne fut
observée. La totalité des protéines se trouvait sous une forme d’agrégats non spécifiques.

Fitant donné que le mutant F13G ne formait ni NLP, ni disque et que la portion de protéines
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s¢ trouvant sous une forme multimérique de faible poids moléculaire ¢tait hautement

sensible a la dégradation, cette protéine fut retirée du reste de |'étude.

Longusur des N!.F'i- [nm)

CPegs FliL Flay

Figure 55. Comparaison de la microscopie électronigue des protéines A) CPgas: B) FI13L;
C)FI3Y: D) F13A et E) F13G. La barre représente 200 nm. F) Moyenne des longueurs des
particules virales de CPg.o1s, F13L et F13Y. 250 NLPs ont servi  faire les calculs.

6.2.4 Liaison a I'ARN
Afin de confirmer I'incapacité¢ de la protéine FI3A & interagir avec les 80 premiers
nucléotides de I’ARN du PapMV, un EMSA a été réalisé (Figure 56). Afin d’'éviter les

interactions non spécifiques dues aux agrégats non structurés de protéines, une
ultracentrifucation d’une heure et demi 4 35 000 RPM fut réalisée et ¢’est uniquement le
surnageant qui fut incubé avec la sonde marquée. Aucune interaction entre les protéines et
la sonde ne fut détectée. Ces résultats suggerent que la protéine FI3A se trouve sous une

forme monomérique ou multimérique incapable d’interagir avec les acides nucléigues.
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Figure 56. EMSA A) de la protéine monomérique CP;7.35 en comparaison avec celui B) de
la protéineF13A. Des quantités croissantes de protéines ont ét¢é incubdes avec une guantité
constante de sonde d”ARN marquée au y-2P. Les chiffres dans le haut du gel représentent
les quantités croissantes de protéines incubées avec la sonde. Légende : Probe : sonde
d"ARN marqué non lié aux protéines.

Un autre EMSA fut réalisé cette fois-ci pour les protéines F13L et FI13Y afin de savoir si
leur efficacité accrue a former de longues NLPs étaient causée par une meilleure affinité
pour les acides nucléiques, tel que ce fut le cas pour la protéine E128A (section 1.4.2,
(Tremblay, Majeau er al. 2006)). Nous avons procédé a un traitement 4 |’acide acétique tel
quiil a éé décrit précédemment (section 2.10) (Erickson, Bancrofl er ol 1976) afin
d’obtenir des disques de 450 kDa 4 partir des NLPs. Le méme traitement fut réalisé pour
CPg2is. Les disques ainsi obtenus pour les trois protéines furent incubés avec la sonde
marquée au 'f-HP et les différentes réactions furent soumises 4 une migration

¢lectrophorétique. Les résultats sont présentés a la Figure 57.

Ftonnamment. les deux protéines mutantes pour la F13 possédaient une affinité réduite
voire nulle pour les acides nucléiques, alors que la CPg.a 5 conservait sa forte affinité pour
cux. Deux raisons de cet échee furent sugpérées @ 1- les protéines FI13L et FI3Y traitées 4
I'acide acétique ne forment pas de disques ou bien forment des disques possédant une
structure inadéquate et 2- ces protéines possédent une meilleure affinité entre elles et sont

capables de s’assembler sans la présence d’acides nucléiques.
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Figure 57. EMSA A) de la protéine CPgas en comparaison avec ceux des protéines B)
F13L et C) F13Y. Les disques des différentes protéines furent obtenus par un traitement a
I'acide acétique (Erickson, Bancroft er al. 1976). Des quantités croissantes de protéines ont
été incubées avec une quantité constante de sonde d’ARN marquée au y-""P. Les chiffres
dans le haut du gel représentent les quantités croissantes de protéines incubées avec la
sonde. Légende : Probe : sonde d’ARN marqué non lié aux protéines ; Protein:RNA
complex : protéines lides aux acides nucléiques marqués.

6.2.5 Microscopie électronique
Afin de vérifier laquelle des hypothéses formulées est la bonne, les disques extrait a 1"acide

acétique des trois protéines furent déposés sur une grille de microscopie électronique,
colorés a I"uranyle acétate et observeés au microscope électronique (Figure 58). La présence

de disques fut décelée pour les trois protéines CPga)s, FI3L et FI13Y.



Figure 58, Microscopie électronique des disques extraits a I'acide acétique des protéines A)
CPsas. BYFI3L et C) FI3Y. La barre représente 20 nm.

Afin de vérifier si la structure secondaire des disques de FI13L et FI3Y traités a I"acide
acétique est affectée, un spectre CD fut enregistré pour chacune des deux protéines (Figure
598 et C). Les spectres CD obtenus sont comparables & celui de la protéine native (Figure
59A). En raison de la trés faible quantité de disques extraits & |"acide acétique pour les
protéines F13L et FI13Y, il n’est pas possible de superposer les trois spectres CD, Une
nouvelle expérience avec des protéines plus concentrées devrait élre réalisée. 1l semble
done que la diminution d’affinité pour les acides nucléiques observée a la Figure 57 ne peut

pas étre expliquée totalement par un probléme de structure des disques.

6.2.7 Rapport des absorbances a 280 et 260 nm pour les NLPs

Des densités optiques furent prises 4 260 nm et 280 nm pour les NLPs de F13L et FI3Y
afin de verifier leur contenu en acides nucléiques. Le rapport DO 280/260 fut calculé et
comparé a celui des virions de PapMV sauvages ainsi qu'a celui des NLPS de la CPg.a)s.
I.’expérience fut répétée trois fois a partir de protéines purifiées a différents moments. Le
Tableau 9 présente la moyenne des rapports obtenus pour les quatre particules virales. Les
valeurs obtenues pour les NLPs de F13L et de F13Y sont comparables 4 celle obtenue pour
le virus sauvage et sont inférieures a celle des NLPs de CPgs.315. Ce résultat suggére donc
que la proportion d’ARN contenue dans les NLPs par rapport au nombre de protéines
absorbant a4 280 nm pour les mutants F13L et FI3Y est plus semblable & celle retrouvée
pour le virus sauvage que pour celle des NLPs de CPg.5 produite dans E. eoli. 1l y a done
présence d'ARN encapsidé dans les NLPs de F13L et de F13Y.
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Figure 59, Spectre CD des NLPs traitées 4 'acide acétique pour les protéines A) CPb-215:
B)F13L et C) FI3Y.



Wirus et NLPs
- Paphy'  CPazs  F13L F13Y
rapport 280/260 0.75 1.1 048 0,75

Tableau 9. Comparaison des rapports d’absorbance obtenus en divisant "absorbance a 280
nm par celle & 260 nm pour les particules virales de PapMV sauvage et les NLPs de CPg.o)s,
F13L et F13Y,

6.2.8 Rapport des absorbances 4 280 et 260 nm pour les disques

A la lumiére des résultats obtenus dans la section précédente, une troisiéme hypothése fut
formulée : la présence d"ARN contaminant interagissant avec les sites de liaison 4 ’ARN
des disques de FI3L et de IF13Y extraits 4 "acide acétique peut expliquer la diminution
d’affinité des protéines FI13L et F13Y pour les acides nucléiques. Cette hypothése fut
vérifiée avec les rapports 280/260 obtenus de la méme fagon que déerit précédemment,
mais avec les disques des quatre mémes protéines provenant du traitement & |'acide
acétique. Les rapports obtenus pour les disques de F13L et F13Y sont nettement inférieurs
a ceux des deux autres protéines (Tableau 10). Ce résultat signifie donc qu’il y a présence
d’acides nucléiques absorbant 4 260 nm en plus grande quantité avec les disques des

protéines F13L1 et F13Y qu’avec ceux de la protéine sauvage et de la CPgos.

Disgues extraits
Paphy'  CPazs  F13L F13%

Rapport 2600260 1,5 1685 095 09

Tableau 10. Comparaison des rapports d’absorbance obtenus en divisant I'absorbance 4 280
nm par celle & 260 nm pour les disques trailés a I'acide acétique a partir des virions de
PapMV sauvage et des NLPs de CPgays, F13L et FI3Y.
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6.3 Discussion

Au cours de cette partie du projet, I'importance de 'hydrophaobicité retrouvée a la position
13 de la PapMV CP fut vérifiée par la production de quatre formes mutantes de la CP:
F13A, F13G, FI3L et FI3Y. Chacune des quatre constructions précédentes comporte un
acide aming d’hydrophobicité différente 4 la place de la phénylalanine & la position 13, Le

choix de ces acides aminés sera expliqué tout au long de celte section.

Tout d’abord, il est important de connaitre les caractéristiques de la phénylalanine (abrégée
Phe ou F). Cet acide aminé aromatique non polaire se caractérise par la présence d’un
noyau benzéne dans sa chaine latérale (Figure 60A), lui conférant ainsi une chaine latérale
hydrophobe. La phénylalanine est souvent retrouvée dans le coeur hydrophobe des
protéines. Elle est parfois impliquée dans les interactions protéines:protéines en
interagissant avec d'autres acides aminés aromatiques par I"'empilement de leur noyau

benzéne (Branden et Tooze 1996).

Figure 60. Représentation schématique de A) la Phénylalanine; B) la Tyrosine; C) la
Leucine et D) I’ Alanine. Légende : C : carbone; H : hydrogéne; N : azote; O : oxygéne. Tiré
de hup:/fr.wikipedia.orp/wiki.

["acide aminé le plus prés chimiquement de la phénylalanine est la tyrosine (abrégée Tyr
ou Y). La chaine latérale de la tyrosine est identique a celle de la phénylalanine &
I'exception de son groupement OH présent sur I'un des carbones participant & I"anneau

benzéne (Figure 60B). Ce groupement OH lui confére la possibilité dacquérir une charge
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au bout de la chaine latérale faisant de la tyrosine un acide aminé aromatique polaire. Elle
peut aussi participer a des interactions protéines:protéings par empilement (Branden et
Tooze 1996). Un des variants de la PapMV CP réalisés au cours de cette partie du projet
posséde la F13 mutée pour une Y. Cette mutation avait pour but de vérifier I'importance
des interactions protéiques par empilement et de vérifier la conséquence de 1'introduction
potentielle d’une charge & I'extrémité N-terminale tout en conservant le noyau hydrophobe
de la F13.

Les résultats obtenus pour FI13Y furent inattendus. La purification de cette protéine
produite dans & eoli presque exclusivement sous forme de NLPs fut surprenante car la
protéine de rélérence CPgz s en est incapable. De plus, les NLPs de la F13Y sont en
moyenne quatre fois plus longues que celle de la CPg215 en demeurant toutefois trois fois
plus courte que le virus sauvage. Jusqu'a aujourd’hui, nous ne pouvons expliquer
entiérement ce résultat, Les séquences en acides aminés des protéines F13Y et CPq.os élant
identigue a I"exception du treizieme acide aminé, les différences de profils observées entre
les deux CPs ne peuvent s’expliquer que par la mutation effectuée. Il est possible que
I'ajout du groupement OH au noyau benzéne de la chaine latérale de la F13 soit
responsable de I'efficacité accrue de 'assemblage de la protéine. 11 serait intéressant de
faire un nouveau mutant ponctuel pour la F13 en introduisant cette fois-ci un acide aminé
chargé négativement (un acide aspartique ou un acide glutamique) 4 la place de la

phénylalanine.

Un des vingt acides aminés reconnus comme étant des plus hydrophobes est la leucine
(abrégée Leu ou L) Cet acide aminé non polaire posséde une longue chaine latérale
constituée uniquement de CHs et de CHy (Figure 60C). La leucine est connue pour son
hydrophobicité qui joue souvent un réle dans les interactions protéines:protéines en formant
un «leucine zipper» (Figure 61). Ce motif structural est retrouveé dans les interactions entre
deux hélices-alpha paralléles (wcoiled-coil»). La caractéristique majeure de cette structure
est la predominance de la leucine 4 la position d de I'hélice. Cest-a-dire que la leucine est

souvent présente a tous les 7 acides aminés participants a *hélice (Branden et Tooze 1996).
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Figure 61. Représentation schématique du motif structural appelé «Leucine zippers. Tiré¢ de
http://en.wikipedia.ore/wiki/Leucine zipper.

En raison de I"hydrophobicité de sa chaine latérale, une leucine fut introduite dans la
sequence de la PapMVY CP 4 la place de la F13. Les résultats obtenus pour ce mutant sont
tout aussi surprenants que ceux obtenus pour F13Y. La CP F13L produite et purifiée selon
le protocole décrit aux sections 2.2 et 2.3 est aussi retrouvée presque exclusivement sous
forme de NLPs. Ces pseudovirions produits sont aussi plus longs (environ 2,6 fois) que
ceux obtenus pour la protéine de référence CPg2s mais en élant plus courts que ceux
observés pour F13Y. Comme pour F13Y, nous ne pouvons expliquer la raison de cette

efficacite d’assemblage accrue.

La troisieme mutation effectuée fut de changer la F13 pour une alanine. 1."alanine (abrégée
Ala ou A) est un acide aminé hydrophobe retrouvé un peu partout dans les protéines. Sa
courte chaine latérale est constituée uniquement d’un groupement méthyle (CH;) (Figure
60D). Le remplacement de la F13 dans la PapMV CP par une alanine s’est caractérisé par
une diminution de I'efficacité de la multimérisation. La plupart de la protéine FI3A se
trouve sous une forme multimérique de faible poids moléculaire et trés peu de NLPs furent
observées parmi les multiméres de poids moléculaires supérieurs 4 670 kDa. Cependant, la
proportion de NLPs par rapport a celle des agrégats non spéeifiques n’a pas pu éire
déterminée. Ces résultats viennent appuyer 1"hypothése selon laquelle 'hydrophobicité de
la F13 serait importante pour la multimérisation. De plus, en raison de la grande quantite de

monomeéres ou  multiméres de faible poids moléculaires, il est probable que
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I"hvdrophobicité de 'extrémité N-terminale joue un réle seulement dans les premiéres
¢lapes de I'assemblage. La présence de NLPs dans I'échantillon appuie la supposition
gqu'une fois que les CPs sont correctement multimérisées, ['assemblage se fait de fagon

efficace.

La derniére substitution d’acides aminés réalisée au cours de cette section fut de remplacer
la F13 par une glycine (abrégée Gly ou G). La glycine est I'acide aminé le plus simple des
20 acides aminés. Elle posséde uniquement un hydrogéne en guise de chaine latérale. Le
but de la mutation F13G était de confirmer les résultats obtenus avec la F13A avec un acide
aminé encore moins hydrophobe que I'alanine. La forte tendance de la protéine 4 s’ agréper
de fagon non spécifique ainsi que Minstabilité de la faible proportion de la CP non agrégée

confirme I"hypothése de I'importance de |"hydrophobicité pour la multimérisation,

A la lumiére des résultats obtenus au cours de cette partie du projet, il ne fait aucun doute
que "hydrophobicité présente 4 la position 13 de la PapMV CP est importante pour la

multimérisation de la CP et I'assemblage en particules matures.
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7.0 Conclusion

Tout au long de ce projet de recherche, des informations pertinentes concernant
I"implication de 'extrémité N-terminale de la PapMV CP dans la multimérisation et
I'assemblage ont été mises a jour. En premier lieu, |'élaboration d’un protocole standard de
production et de purification des CPs exprimées dans F. coli a permis de faire avancer plus
rapidement les recherches en standardisant la méthode, mais surtout en permettant des

niveaux d’expression de protéines plus élevés.

Les travaux avec les mutants de délétions ont permis de mieux cibler la région essentielle &
la multimérisation 4 Pextrémité N-terminale. Auparavant, nous savions qu’il y avait
quelque chose d’important dans les 26 premiers acides aminés mais nous ignorions quoi et
comment cela se déroulait. Les travaux en RMN de Katia Lecours en collaboration avec
nos résultats ont permis d’écarter |'hypothése de I'implication essentielle de la petite hélice
()18-522 dans la multimérisation. Son existence est aussi remise en doute a la lumiére des
résultats obtenus. Les mutants ponctuels E19P et E19K ont permis de démontrer I"absence
d’un pont ionique essentiel 4 la multiméristaion & I'extrémité N-terminale. Cependant, il est
possible que ce pont existe vraiment, mais qu’il serve plutdét & stabiliser la structure.
["existence d’un pont ionique essentiel a4 I"assemblage impliquant deux acides aminés
chargés situés ailleurs dans la CP n’est pas exclue : I"hypothése du pont ionique impliquant
une arginine et un acide aspartique hautement conservé chez les virus filamenteux flexibles

postulée par Dolja ef af. en 1991 demeure toujours valide (Dolja, Boyko er al. 1991).

Des travaux réalisés sur les formes tronquées CPiaps et CPag ont permis de créer un
double mutant de délétion qui, selon les résultats préliminaires, devrait étre plus stable et
résistant a la dégradation. L'obtention d’un tel mutant permet d'avoir de meilleurs résultats
en RMN, ce qui peut mener 4 la découverte de la structure tridimensionnelle de la premiére

CP de virus filamenteux flexibles.

Finalement, I'étude entourant 1’acide aminé F13 de la PapMV CP a permis de mettre & jour

I'importance de I"hydrophobicité 4 cette position. Une diminution du caractére hydrophobe
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de 'acide aminé a cette position résulte en une difficulté, voire en une incapacité a

5'assembler de facon efficace.

Il est maintenant évident que extrémité N-terminale joue un role dans les toutes premiéres
étapes de I'assemblage du PapMV. Lorsque que I"hydrophobicité autour de la position 13
est grandement réduite ou absente, aucune multimérisation efficace ne peut étre effectuée.
L extrémité N-terminale est donc essentielle a la dimérisation de la protéine de coque. Le
méme constat fut fait pour un autre virus filamenteux, le PVBV. Ce potyvirus est incapable
d’initier son assemblage lorsque les extrémités N- ou C-terminales sont absentes. Un
modéle d’assemblage pour ce virus fut alors proposé (Figure 62) (Anindya et Savithri
2003). Ce modéle soutient que 'extrémité N-terminale d'une CP inleragirail avec
I'extrémité C-terminale d’une autre CP via des forces électrostatiques. Ce processus se
poursuivrait jusqu’a "obtention d'un intermédiaire de ['assemblage de coeflicient de
sedimentation de 165, Ce «disquer serait indispensable a 1'obtention de particules virales
completes. Une fois le disque formé, les extrémités N- et C-terminales peuvent étre

enlevées sans interférer dans le processus d’assemblage.

[l est possible que ce modéle d’assemblage soit applicable, du moins en partie, a ce qui se
produit pour le PapMV, Dans le cas du PapMV, nous proposons que les interactions des
extrémités de la CP interagissent entre elles via des interactions hydrophobes. Selon des
résultats préliminaires obtenus par Marie-Héléne Tremblay, les 35 derniers acides aminés a
'extrémité C-terminale ne sont pas nécessaires a la formation d'intermédiaires
d’assemblage et de disques. Cependant, ces acides aminés sont essentiels & la formation de
MNLPs (Tremblay 2005). Un travail similaire a celui qui a é¢é fait pour "extrémité N-
terminale, impliquant la création de plusieurs mutants de délétions et ponctuels, serait
nécessaire pour valider I"hypothése de I'interaction entre les deux extrémités de la protéine
de coque. De plus, cette étude pourrait permettre d'identifier le ou les acides aminés

cruciaux pour I’assemblage présent 4 I'extrémité C-terminale.
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Figure 62. Modéle d'assemblage du Pepper Vein Banding potyvirus. (a) les extrémités N-
el C-terminales interagissent ensemble (b) pour former un intermédiaire 165 en forme de
disque (c¢) avec les extrémités exposées a la surface disponibles pour une digestion par la
trypsine (f). Ces intermédiaires forment des NLPs & bas pH et & faible concentration
ionique (d) et peuvent étre reconvertis en intermédiaire 16S. Les extrémités N- et C-
terminales exposées a la surface peuvent aussi étre digérées par la trypsine a partir des
NLPs (e). Ces particules trypsinisées peuvent également étre dissociées en intermédiaire
165 (). Les mutants CPAC23, CPANS3 (g) ne peuvent pas s'assembler en intermédiaire
168. Tiré de (Anindya et Savithri 2003).

La longueur variable des NLPs qui sont produites dans E. coli est problématique. Cette
variabilité¢ serait probablement due 4 la différence de longueur des ARNs bactériens
encapsidés, La nature de ces ARNs bactériens demeure toujours inconnue jusqu'a ce jour.
La coexpression de la PapMV CP et d'un ARN comportant le signal d’encapsidation de
I’ARN viral de PapMV, devrait permettre ’obtention de NLPs formées de I'’ARN viral et
de la PapMV CP. En effet, il est possible de supposer que I"ARN viral sera encapsidé
préférablement & I’ ARN bactérien. De plus, la coexpression de la CP et de I'ARN viral
devrait permettre de produire des NLPs de longueur similaire, puisque tous les ARNs

encapsidés auront la méme longueur.



Finalement, il reste encore beaucoup de travail & faire avant de pouvoir déterminer
comment se déroule I"assemblage du PapMV, quels domaines de sa CP sont impliqués et a
quel moment. Une meilleure compréhension des processus régissant 'assemblage du
PapMV serait trés utile & notre équipe pour ['élaboration de nouveau vaccin utilisant
comme plateforme vaccinale le PapMV. En effet, la capacit¢ de contréler la proportion de
NLPs produites par rapport aux autres formes permettrait de diminuer les coiits de
production tout en augmentant |’efficacité des recherches. Les mutants 131 et FI3Y,
produits a presque 100 % sous forme de NLPs, sont présentement a 1'étude afin de vérifier

s'ils peuvent étre utilisés.
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Annexe 1. Alignement des CPs des Potexvirus

Hame :
Mame :
Hame :
Mame ¢
Mame :
Mame :
Blame :
Mame :
Mame :
Mame &
Mame :
Mame :
Mame :
Mame :

BAMBOO MOSAIC VIRUS CF Len: 276 check: 2224 Weight: 1.00
FONTALL HDEAIC VIRUS Len: 276 Check: 1995% Weight: 1.00
EfMBIDIUH MOSAIC VIRUS Len: 276 Check: 2111 Weight: 1.00
POTATD_ AUCUEA HDGﬂIC WIRDS Len: 276 Check: B3RS Weight: 1,00
NARCISSUS MOSALC UIRUS CFP  Len: 276 Check: 9662 Weight: 1.00
SCALLION UIRUS ¥ Len: 276 Check: 77% Weight: 1.00

PEPINO MOSAIC VIRUS CE  Len: 76 Check: 7733 Weight: 1.00
WHITE_CLOVER_MOSAIC VIRUS_ Len: 276 Check: B132 wWeight: 1,00
Bltranathera Potex Len: 276 Check: 00 Weight: 1.00
Cactus_wirus X CP Lan: 276 Check: 9357 Weight: 1.00
PLANTAGO ASIATICA MOSATC POTEXVIRDS Len: 276 Check: 2033
TULIP _WIRDS X Len: 276 Check: 1230 Weight: 1.00
CASSAVA COMMON MOSAIC VIRUS Len: 276 Check: 4587 Weight: 1.00
CLOVER_ ?ELLDH MOSAIC VIRUS Len: 276 Check: B966

Welght:

Hame: WOSTR VIRUS W _CP Len:
Hame: LILY ?IRUS K CP Len:

Hame : STRHHEEHRY_NILD YELLOW EDGE-AZZQCIATED Len: 276
Mame: POTATO VIRUS X CF Len:

Hame: PapMV_CLOME-Pel MH Len:

A

BAMBOO MOSAT
FGHTAIL_MOSﬂ
CYMB]DIUH_MD
FGTHTG_HUCUB
NARCISEUS MO
SCALLTION VIR
FEPINO MOSAT
WHITE CLOVER
Altranathera
Cactus wirus
PLANT&GD_ASI
TULIF VIRUS
CASSAVA COMM
CLOVER YELLG
HGSTH VIRUS
LILY UIRU
STRAWEERRY H
FOTATO VIRUS
PapMy CLOMNE-
Consensus

BAMBOOD MOSAT
FOXTAIL MOSA
CYMBEIDIUM MO
POTATO AUNCUR
NARCISSUS MO
SCALLION VIR
FEFTHO MOSAT
WHITE CLOVER
Altranathera
Cactus virus
PLANTAGO ARSI
TULIFP VIRUS
CRASSAVA COMM

276 Check: 2065

Weight:

276 Check: 3398 Weight:

276 Check:
276 Check:

GTGTGETGRGT

127 wWeight :
98963 Weight:

GTGVGEETGGET

o NEKTSQDAGRI

e e e v v e e e o] g
~~~MOKLDAG
TTPVAATSSA

Weight: 1.00

L.040

1.00

Check: 7751
1.0o
1.00

GGTGGGEETGR

~~MGEPTPTP
QFLSAP. ...
TPSTOTTORK
DPORKQAEPRYV
PPTAKDAGAK

Weight: 1.00
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AATYSAADPT
LEQFSASDVER
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F. . ADLSDET
LAPSODFSNEPN

~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ MATTTAT
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TPTTTPT-P-

AGLIKA,GAT
MAAQKR . GLT
QLWVNNLGLP
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ATHLTPLSL.
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CLOVER_YELLO
HOSTA WIRLS
LILY VIERUS X
STRAWBEERY M
POTATO VTRLS
PapMV CLONE-

Consensus

BAMBOO MOSAT
FOXTATL MOSA
CYMBIDIUM MO
POTATO AUCUB
HARCISSUS MO
SCALLICN VIR
FEFINO MOSAI
WHITE CLOVER
Altranathera
Cactus virus
PLANTAGO RAET
TULIP WIRDS
CASEAVE COMM
CLOVEE_YELLO
HOSTA WIRLS
LILY WIRDS X
STRAWBERRY M
POTATO WIRLE
PapMV CLOMNE-

Consensus

BAMBOO MOSAT
FOXHTAIL MOSA
CYMBIDIUM MO
POTATO ROCUB
NARCISSUS MO
SCALLION VIR
FEFINO MOSAT
WHITE_CLOVER
Altranathera
Cactus virus
PLANTAGOD AST
TULIP _VIRUS
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CLOVER_YELLO
HOSTA VIRUS
LILY VIRUS X
ETERRWEERRY M
POTATO WIRUS
FapMV CLONE=-
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AFDFFDAVDS
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GFVFFEGVLS
AFDFFDGVTH
GFDFFDGVHH
AFDFFDGVEN
AFDFFDGEVLN
GFDOFFDGLLN
GFDFFDGLLN
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AFDFFDGVLN
AFDFFNGVTHN
AFDFFDGVEN
AFDFFDGVLN

L. NYNPNVTQ
L.GTOASITR
LITNIAEVNQ
STITTVAELNK

EADFTANAT.
TASISSTATL.
ARNFFDVAF.
GDF. . ALGLE
TITMADAMN .
ARSVTTVAL.
ARSVTP-ALW

150
CPIHEVTYYL
VEVHELCYEY
SPPASFCAYY
[SPRQFCSYY
[TPRQFCMYF
[TPROFCMYF
ITFROFCHMYF
CTIRQFCMYEF
TSLEKFCREEF
TTLRQFCRYF
TTLREKFCREY
TTLREFCREY
TTLROQFCRYY
STLRRIFCRYF
ATLREFARYF
LPLROFCRYY
CTLRQLCMEY
CTLREFCHMEY
TSLREEFCEYF
TTLROQFCRY -

200
FTCL.ASELF
BYVY, PSSVE
TAALEPAE.W
PARLEPSQ.W
FPARLDPADGL
FSSLDPADGL
PASLOPADGL
PARTMPADGL
PARMOFPPGGL
EAALNFIDGL
FAALEFPGGL
FAALEPLGGL
VARLEPSGGL
SAALSPPGGL
PAALQPTGGL
SAAPQPPDGL
PASQEVE. . L
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NARCISSUS MO
SCALLION VIR
FEFPINO MOSAT
WHITE CLOVER
Altranathera
Cactus_wirus
FLAWNTAGO ASI
TULIF VIRUS
CASSAVA_ COMM
CLOVER YELLG
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LILY VIRUS X
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SRTETEDEVT
TREPTEDELT
VREPTFOET I
IREPSPNERM
IRQPTEEELL
IRPPTELELS
WRQPTPQETY
IREPSEAEMN
TRSPTOEER]
IREPTEAER-

251

PLEALPEPTS
. . BALPNNGQ
BLEAP~~w~w~n
ALMAPES -~
STPCTPLKHL
AIEAPPEL~~
AIDAPPEL~~
TY B e e oo e
TIQYLPPPE~
RIQFLPGPE~
OVQFLPAESD
TVQFLPSPED
OVOFLTGVDE
NAGFPYHRPE
SLNYLPAPEG
. .MLLSPP~~
ALLPGPw~w
AVVTLPPP~~
TIQFLPPPEH
A-Q-LPPPE-

AHSTAKYGAL
AHETAKYGAL
RHSVAKYGAL
AHQTAKDVAL
ANATHEOVNL
ANQTHRNVHL
ANETARSLMNL
ANETARSLGL
ARETARSLNL
ANETHENVHL
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LATTSTVATE
FASTDGRVTER
FVTTAAEITH
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FASNSAFITHK
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..... VGEAV
GRAGGVNSMY
GHMGGANTMY
GRSDPIGPLI
GOL. . SSNSP
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GOL. . SNTAP
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Annexe 2. Milieux et tampons utilisés
Clonage ;
= Gel d’agarose 0.8 % (1 L) :

8g d’agarose
40ul de bromure d’éthidium

* Bleua ADN 3X:

40% plyeérol
(0,25% bleu de bromophénol

= Milien LB (1 L):
10g de peptone
S5g d extrait de levure
10g de NaCl
900 ml d’eau
Le pH 7,0

Production de protéines :

= Milieu 2XYT (1 L):
16 de peptone
10g d’extrait de levure
5g de NaCl
800 ml d’eau distillée
LepH 7.0

= Milieu agar 2XY'T avec ampicilline :
Milieu 2XY'T liquide

20g d’agar
ampicilline 50 pg/ml *

* I"ampicilline est ajoutée aprés I"auclavage, lorsque le milieu est tiede

Putification de protéines :

*  Tampon de lyse (Lysis Buffer) : S0 mM Nal; POy
300 mM NaCl
10 mM imidazole
pH 8.0
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Tampon de lavage |

= Tampon de lavage 2 :

®*  Tampon de lavage 3 :

*  Tampon d’élution :

*  Tampon d’élution :

Gels Shifis (EMSA) ;

= Tampon de liaison :

Tampon TBE 5 X (pour | L) :

Tampon bleu natif’ 3X :

113

50 mM NaH,POy
300 mM NaCl

20 mM imidazole
pH 8.0

50 mM NaH-PO,
300 mM NaCl
50 mM imidazole
pH 8.0

10 mM Tris-HCI
50 mM imidazole
pH 8.0

10 mM Tris-HCI
| M imidazole
pH 8.0

10 mM Trs-HCI
300 mM imidazole
pH 8,0

10 mM Tris-HCI
4 % glycérol

I mM MgCls
0.5 mM EDTA
0.5 mM DTT
20 mM NaCl
pH 8.0

54 g base Tris

27.5 g d"acide borique
4,65 g EDTA

pH 8.3

50 % glycerol
(1,3 % bleu de bromophénol
TBE 0.5X

Gel de polyacrylamide natif 5% (pour 10 ml) :

| ml de tampon TBE 5X
1.25 ml de mélange d’acrylamide pour gel natif*



114

7.75 ml d’ean
50 pul de persulfate d’ammonium 10 %
10 pl de TEMED

*Solution de mélange d'acrylamide pour gel natif : 38,7 % d'acrylamide
1.3 % de bisacrylamide

Préparation de gels de polyacrylamide iris-ivicine (2 gels):

= (el d"empilement : 0.5 ml de mélange d'acrylamide**
1.55 ml de tampon de gel***
4.2 ml d"eau
125 pl de persulfate d’ammonium 10 %
12 pl de TEMED

= (el de séparation 10% : 3,05 ml de mélange d’acrylamide**
5 ml de tampon de gel***
1,6 ml de glyeérol
5,35 ml d'eau
125 pl de persulfate d’ammonium 10 %
12 pl de TEMED
** Solution de mélange d’acrylamide : 49,5 % d’acrylamide

3 % de bisacrylamide

##% Solution de tampon de gel : 3 M Tris-HCI pH 8,45
0.3 % SDS

*  Bleu dénaturant 4 protéine 3X :

6% SDS

50% glycérol

0.2M [i-mercaptoéthanol
0,3% bleu de bromophénol

* Solution de décoloration pour gel de protéine :
360 ml 99% éthanol

360 ml d’eau
B0 ml d’acide acétique glacial
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Annexe 3. Séquences des clones
PapMV CPig215

Séguence en acides nucléigues

ATGGCATCCACACCCAACATAGCCTTCCCCGCCATCACCCAGGAACAMATGAGCTCGATTA
AGGTCGATCCAACGTCCAATCTTCTGUCCTCCCAAGAGCAGTTAAAGTCAGTGTCCACCCT
CATGETAGCTGCTAAGGTTCCAGCAGCCAGT GTTACAACTGTGGCATTGGAGTTGGTTAAC
TTCTECTATGACAATGGGTCCAGCGCGTACACCACAGTGACTGGCCCATCATCAATACCGG
AGATATCACTGGCACRATTCGCCAGCATTET CARAGCCTTCCEECACTTCCCTTAGGARRTT
CTGCCECTACTTCGCECCAATAATCTGCGAAT CTGAGGACGGACAAAATGGCTCCTGCCAAT
TGGEGAGGCCTCAGGATACAAGCCAAGCGCCARATTTECCGCETTCGACTTCTTCGACGEGGE
TGGAGAATCCGGCGGCCATGCARCCCCCTTCGEGACTARCCAGGTCGCCGACCCAGGARGE
GCGGATTGCCAATGCCACCARCAAACAGGTGCATCTCTTCCARGCUCGLGGCACAGGACRAC
ARCTTTGCCAGCAACTCCGCCTTCATCACCARAGGCCARATTTCTGGGTCAACCCCAMCCA
TCCAATTCCTTCCACCCCCCGAACACCATCACCATCACCATTAG

Séguence en acides aminés

MASTPNIAFP AITQEQMESI EVDPTENLLE SQEQLESVST LMVAAKVEPAR
SVTTVALELY NFCYDNGSSA YTTVITGPSSI PEISLAQLAS IVEASGTSLRE
KFCRYFAPIT WNLETDEMAF ANWEASGYKP SAKFAAFDEE DGVENPAAMO
FPSGLTESPT QEERIANATN EKQVHLFQAARA QDMNNFASNSA FITEGQISGS
TEPTIQFLPPP EHHHHHH
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Pa PM\" CP{ 13-215)

Séguence en acides nucléiques

ATGTTCCCCCCCATCACCCAGGAACARATCEAGCTCEATTARCGTCEGATCCARCGTCCAATC
TTCTGCCCTCCCAAGAGCAGTTAARGTCAGTGTCCACCCTCATGGTAGCTGCTAAGGTTCC
AGCAGCCAGTGTTACAACTSTGGCATTGGAGTTGETTAACTTCTGCTATGACAATGEETCC
AGCGCGTACACCACAGTGACTGGCCCATCATCAATACCGGAGATATCACTGECACARTTGG
CCAGCATTGTCAAAGCTTCCGGCACTTCCCTTAGGAAATTCTGCCGGTACTTCGCGCCAAT
AATCTGGAATCTGAGGACGGACAAMATGGCTCCTGCCAATTGGGAGGCCTCAGGAT ACAAG
CCARGCGCCARATTTGCCGCGTTCGACTTCTTCGACGGGGTGGAGARTCCGGCGGCCATGC
AACCCCCTTCEGGACTAACCAGGTCGCCGACCCAGERAAGAGCGGATTGCCAATGCCACCAR,
CAAACAGGTGCATCTCTTCCAAGCCGCGGCACAGGACAACAACTTTGCCAGCAACTCCGCC
TTCATCACCARAGGCCAAATTTCTEEETCAACCCCARCCATCCAATTCCTTCCACCCCCCG
AACACCATCACCATCACCATTAG

Séquence en acides aminés

MEFPAITQEQM SSIKVDPTSN LLEPSQEQLEKS VSTLMVAAKV PAASVTTVAL
ELVNFCYDNG SSAYTTVTGP SSIPEISLAQ LASIVKASGT SLRKFCRYFA
PITWNLRTDEK MAPRNWEASG YKPSAKFAAEF DFEFDGVENPA AMOPPSGLTE
SPTQEERIAN ATNEQVHLEQ AARDDNNEAS NSAFITKGQI SCGSTPTIQFL
PPPEHHHHHH
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I’apMV CF“q.z“}

Séequence en acides nucléigues

ATGCCCGCCATCACCCAGGARCAAATGAGCTCGATTAAGGTCGATCCAACGTCCAATCTTC
TGCCCTCCCARGAGCAGTTARAGT CAGTGTCCACCCTCATGETAGCTGUTARGGTTCCAGC
AGCCAGTGTTACAACTGTGGCATTGGAGTTGETTARACTTCTGCTATGACAATGEGTCCAGT
GCGETACACCACAGTEACTGECCCATCATCAATACCECAGATATCACTCGCACARTTEECCA
GCATTGTCARAGCTTCCGGCACTTCCCTTAGGAAATTCTGCCGGTACTTCGCGCCAATAAT
CTGGAATCTGAGGACGGACARRATGECTCCTGCCAATTGGGAGGCCTCAGGATACAAGCCA
AGCGCCAAATTTGUCGCGTTCGACTTCTTCGACGGEETGGAGAATCCGGCGGCCATGCAAC
CCCCTTCGEEACTAACCAGGTCGCCGACCCAGGAAGAGCGGATTGCCAATGCCACCAACAR
ACAGGTGCATCTCTTCCAAGCCGCGGCACAGGACAMRCAACTTTGCCAGCAACTCCGCCTTC
ATCACCAAAGGCCAAATTTCTGGGTCAACCCCAACCATCCAATTCCTTCCACCCCCCGAAC
ACCATCACCATCACCATTAG

Seguence en acides aminés

MPAITQEQMS SIEKVDPTSNL LPSQEQLESY STLMVAAKVE AASVITVALE
LVNFCYDNGS SAYTTVTGPS SIPEISLAQL ASIVEASGTS LREFCRYFAP
ITWNLRTDEM APANWEASGY KPSAKFAAFD FFDGVENPAA MQPPSGLTRS
FTOQEERIANA THEQVHLEQA AAQDNNEASN SAFITEKGQIS GSTFTIQFLE
FPFEHHHHHH
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PapMV CP 5.5

Séquence en acides nucléigues

ATGGCCATCACCCAGGAACARATGAGCTCGATTAAGGTCGATCCAACGTCCARTCTTCTGE
CCTCCCAAGAGCAGTTAAAGTCAGTGTCCACCCTCATGGTAGCTGCTAAGGTTCCAGCAGT
CAGTGTTACAACTGETGGCATTGGAGTTGGTTAACTTCTGCTATGACARTGGETCCAGCGCG
TACACCACAGTGACTGGCCCATCATCAATACCGGAGATATCACTGGCACAATTGGCCAGCA
TTGTCAAAGCTTCCGGCACTTCCCTTAGGAAATTCTGCCGGTACTTCGCGCCARTAATCTG
GAATCTGAGGACGGACAAAATGGCTCCTGCCAATTGGCGAGGCCTCAGGATACAAGCCAAGC
GCCAAATTTGCCGCGTTCGACTTCTTCGACGEGETGGAGAATCCGGLGGCCATGCAACCCC
CTTCEEEACTAACCACGTCECCGACCCAGGARGAGCGGATTGCCAATCCCACCAACARACA
COETECATCTCTTCCARACCCECEGCACAGGACAACAACTTTCGCCAGCARCTCCGCCTTCATC
ACCARAGGCCAAATTTCTGGETCAACCCCARCCATCCAATTCCTTCCACCCCCCGAACACT
ATCACCATCACCATTAG

Ségquence en acides aminés

MAITQEQMSS IKVDPTSHNLL PSQEQLKSVS TLMVAAKVPA ASVTTVALEL
VNICYDNGSS AYTTVTIGPSS IPEISLAQLA SIVEASGTSL RKECRYFAPI
IWNLRETDEMA PANWEASGYK PSAKFAAFDF FDGVENPAAM QPPSGLTRSE

TQEERIANAT NEQVHLFQARA AQDNNFASME AFITEGQISG STPTIQFLEFE
PEHHHHHH
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PapM\" CP¢11.;|5J

Séquence en acides nucléiques

ATGAGCTCGATTAAGCTCGATCCAACGTCCAATCTTCTGCCCTCCCARAGAGCAGTTAARGT
CAGTGTCCACCCTCATGGTAGCTGCTAAGGTTCCAGCAGCCAGTGTTACAACTGTGGCATT
GGAGTTGGTTRACTTCTGCTATGACARTGGGTCCAGCGCGTACACCACGLTGACTGGCCCA
TCATCAATACCGGAGATATCACTGGCACAATTGCCCAGCATTGTCAARGCTTCCGGCACTT
CCCTTAGGAAATTCTGCCGGTACTTCGCGCCAATAATCTGGARATCTGACGGACGGACAALAT
GGCTCCTGCCAATTGGGAGGCCTCAGGATACAAGCCAAGCGCCAAATTTGCCGCGTTCGAC
TTCTTCGACGGGGTGGAGAATCCGGCEECCATGCAACCCCCTTCGGGACTAACCAGGTCGC
CGACCCAGGARGAGCGEATTGCCAATGCCACCAACARACAGETGCATCTCTTCCARGCCGC
GGCACAGGACRAACAACTTTGCCAGCAACTCCCCCTTCATCACCARAGGCCAARTTTCTGEGEGE
TCAACCCCAACCATCCAATTCCTTCCACCCCCCGAACACCATCACCATCACCATTAG

Séquence en acides aminés

MSSIKVDPETS NLLPSQEQLEK SVSTLMVAAE VEPAASVTTVA LELVNECYDN
GESAYTTVTG PSSIPEISLA QLASIVEASG TSLREKFCRYE APIIWNLRTD
EMAPRNWEAS GYKPSAKFPAR FDFEFDGVENE AAMQPPSGLT RSPTQEERIA
NATNEQVHLF QAAAQDNNFA SHSAFITEGD ISGSTPTIQF LPPPEHHHHH
H
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Pa pMV C F.:r,r.; 15)

Ségquence en acides nucléigques

ATGGCCGATCCAACGTCCAATCTTCTGCCCTCCCARGAGCAGTTARAGTCAGTGTCCACCC
TCATGGTAGCTGCTRAGGTTCCAGCAGCCAGTGTTACAACTGTGGCATTGGAGTTGGTTAR
CTTCTGCTATGACARATGGGTCCAGCGCGTACACCACGGTGACTGGCCCATCATCAATACCG
GAGATATCACTGGCACAATTGGCCAGCATTCGTCARAGCCTTCCGGCACTTCCCTTAGGARAT
TCTECCCGTACTTCECECCAATAATCTGGAATCTGAGGACGGACAMANTGGCTCCTECCAR
TTGEEAGGCCTCAGGATACARGCCAAGCGCCAAATTTGCCGCGTTCGACTTCTTCGACGGG
GTGEAGAATCCGGCEGECATGCAACCCCCTTCGGGACTAACCAGGTCGCCGACCCAGGRAG
AGCECATTGCCAATECCACCARCAAACAGGTGCATCTCTTCCAAGCCGCGGECACAGEACAR
CAACTTTGCCAGCAACTCCECCTTCATCACCAAAGCCCAMANTTTCTCCETCARCCCCARACC
ATCCAATTCCTTCCACCCCCCGAACACCATCACCATCACCATTAG

Séguence en acides aminés

MADPTSNLLP SQEQLESVST LMVAAKVPAA SVTTVALELV NFCYDNGSSA
YTTVTGPSET PEISLAQLAS IVEASGTSLE KFCRYFAPII WNLRETDKMAP
ANWEASGYKP SAKFAAFDEFEF DGVENPAAMD PPSGLTRSPT QEERIANATN
KOVHLEQARA QDNNEASNSA FITKGQISGS TPTIQFLPPF EHHHHHH
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PapMV CPyyq.80

Seguence en acides nucléligues

ATGCCCGCCATCACCCAGGAACALATGAGCTCGATTAAGGTCGATCCAACGTCCAATCTTC
TGCCCTCCCARGAGCAGTTAARGTCAGTGTCCACCCTCATGETAGCTGCTARGGTTCCAGE
AGCCAGTGTTACAACTGTGGCATTGGAGTTGETTAACTTCTGCTATGACAATGGGTCCAGE
GCGTACACCACAGTGACTGGCCCATCATCAATACCGGAGATATCACTGGCACAATTGGCCA
GCATTGTCAAAGCTTCCGGCACTTCCCTTAGGAAATTCTGCCGGTACTTCGCGCCAATAAT
CTGGAATCTGAGGACGGACAARATGGCTCCTGCCAATTGGGAGGCCTCAGGATACARGCCA
AGCGCCAAATTTGCCECGTTCGACTTCTTCGRACGGEETGGAGRATCCGGCGECCATGCARC
CCCCTTCGEEACTAACCAGETCGCCEACCCACGAAGAGCGEGATTCGCCAATGCCACCARCARL
ACAGGTGCATCTCTTCCACCATCACCATCACCATTAG

Séguence en aclides aminés

MEAITQEQMS SIKVDPTSHL LPSQOEQLKSV STLMVAARKVE AASVTTVALE
LVNFCYDNGS SAYTTVTGPS SIPEISLAQL ASIVEASGTS LEKFCRYFAFP
ITWNLRTDEM APANWEASGY EFPSARKFAAFD FFDGVENPARA MOPPSGLTRES
FTQEERTANA TNEOVHLFHH HHHH '
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PIPM"F CP]_-;_MD

Séquence en nucléotides

ATGGATCCAACGTCCAATCTTCTGCCCTCCCAAGAGCAGTTAAAGTCAGTGTCCACCCTCA
TGGETAGCTGCTAAGGTTCCAGCAGCCAGTGTTACAACTGTGECATTGGAGTTGGTTAARCTT
CTGCTATGACAATGEETCCAGCGCGTACACCACAGTGACTGGCCCATCATCAATACCGGAG
ATATCACTGCECACAATTCGEGCCAGCATTGTCARAGCTTCCGLCACTTCCCTTACGAARTTCT
GCCGGTACTTCGCGCCAATAATCTGGAAT CTGAGGACGGACAAARATGGCTCCTGCCAATTG
GGAGGCCTCAGGATACAAGCCAAGCGCCARATTTGCCGCGTTCGACTTCTTCGACGGEGGETG
GAGARTCCGLCGGCCATGCARCCCCCTTCGGEACTARCCAGGTCGCCGACCCAGGARMGAGC
GGEATTGCCAATGCCACCAACRAACAGGTGCATCTCTTCCACCATCACCATCACCATTAG

Saguence en acides amines

MDPTSHNLLPSQEQLESVSTLMVAAEVEAASVTTVALELVNECY DNGSSAYTTVTGESSIFPE
ISLAQLASIVEASGTSLEKFCRYFAPI IWNLETDEMAPANWEASGYKPSAKFARFDFFDGV
ENPAAMOPPEGLTRSPTQEERTANATNEOVHLEHHHHEHH
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PapMV FI13A

Ségquence en acides nucléigues

ATGGCATCCACACCCAACATAGCCGCECCCGECATCACCCAGEAACAAATCAGCTCGATTA
AGGTCGATCCAACGTCCAATCTTCTECCCTCCCAAGAGCAGTTAAACTCAGTGTCCACCCT
CATGETAGCTGCTAAGGTTCCAGCAGCCAGTGTTACAACTGTGGCATTGGAGTTGGTTARAC
TTCTGCTATGACAATGGETCCAGCGCGTACACCACAGTGACTGGCCCATCATCAATACCGG
AGATATCACTECCACAATTGECCAGCATTETCARAGCTTCCGECACTTCCCTTAGGARATT
CTGCCGETACTTCGCCCCAATAATCTGCAAT CTGAGGACGGACAAANTCCGCTCCTGCCAAT
TGGGAGGCCTCAGGATACAAGCCAAGCGCCARAATTTGCCGCGTTCGACTTCTTCGACGGEGEG
TGGAGARATCCGECGECCATGCARCCCCCTTCGGGACTRACCAGGTCGCCGACCCAGGARGA
GCGGATTGCCAATGCCACCARCAAACAGGTGCATCTCTTCCARGCCGCGGCACAGGACARL
AACTTTGCCAGCAACTCCGCCTTCATCACCARACGCCARATTTCTGEETCAACCCCAMCCA
TCCAATTCCTTCCACCCCCCGAACACCATCACCATCACCATTAG

Séguence en acides amines

MASTPNIAAP AITQEQOMSSL KVDPTSNLLE SQEQLESVST LMVAAEVPAR
SVTTVALELV NFCYDNGSSA YTTVTGPSS5I PEISLAQLAS IVKASGTSLR
EFCRYFAPIT WNLRTDEMAP ANWEASGYKP SAKFAAFDEE DGVENPAAMO
PPSGLTRSPT QEERIANATN KQVHLFOAAR QDNNFASNSA FITKGQISGS
TPTIQFLPFF EHHHHHH



PapMV F13G

Séquence en acides nucléigques
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ATGGCATCCACACCCAACATAGCCEGTCCCECCATCACCCAGGAACARATGAGCTCGATTA
AGGTCGATCCAACGTCCAATCTTCTGCCCTCCCAAGAGCAGTTAAAGTCAGTGTCCACCCT
CATGGTAGCTGCTAAGGTTCCAGCAGCCAGTGTTACAACTGTGGCATTGGAGTTGGTTAAC
TTCTGCTATGACAATGGGTCCAGCGCGTACACCACAGTGACTGGCCCATCATCAATACCGG
AGATATCACTGGCACRATTGGCCAGCATTGTCAAAGCTTCCGGCACTTCCCTTAGGARATT
CTGCCGGTACTTCGCGCCAATAATCTGGAATCTGAGCGACGGACAARATGGCTCCTGCCAAT
TEGEAGGCCTCAGGATACAAGCCAAGCGCCARATTTGCCGCETTCGACTTCTTCGACGGEG
TGGAGAATCCGGCGGCCATGCAACCCCCTTCGGGACTAACCAGGTCGCCGACCCAGGAAGA
GCGGATTGCCAATGCCACCARCAAMCAGGTGCATCTCTTCCARGCCGCGGCACAGGACAAL
AACTTTGCCAGCAACTCCGCCTTCATCACCARAGGCCAAATTTCTEGEETCARCCCCARCCA
TCCAATTCCTTCCACCCCCCGAACACCATCACCATCACCATTAG

Séguence en acides aminés

MASTPNIAGE
SVTTVALELV
KFCRYFAPTI
FPPSGLTRSET
TPTIQFLPPF

AITQEQMSSI KVDPTSNLLP SQEQLKSVST LMVAAKVPAA
NFCYDNGSSA YTTVTGPSSI PEISLAQLAS IVKASGTSLR
WNLRTDKMAP ANWEASGYKP SAKFAAFDFF DGVENPARMQ
QEERIANATN KQVHLFQABA QDNNFASNSA FITKGQISGS
EHHHHHH
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PapMV F13L

Séquence en acides nucléigues

ATGGCATCCACACCCAACATAGCCCTGCCCGLCATCACCCAGGAACAARATGAGCTCGATTA
AGGTCCATCCAACGTCCAATCTTCTCCCCTCCCAMAGAGCAGTTAAAGTCAGTETCCACCCT
CATGETAGCTGCTAAGETTCCAGCAGCCAGTGTTACAACTGTGGCATTGGAGTTGGTTAAC
TTCTGCTATGACAATGGGTCCAGCGCGTACACCACAGTGACTGGCCCATCATCAATACCGS
AGATRATCACTGGCACAATTGGCCAGCATTGTCAAAGCTTCCGGCACTTCCCTTAGGARATT
CTGCCGGTACTTCGCGCCAATAAT CTGGAATCTGAGGACGGACAAAATGGCTCCTGCCAAT
TGGGAGGCCTCAGGATACAAGCCAAGCGCCAAATTTGCCGCETTCGACTTCTTCGACGGGE
TGGAGRATCCGGCGGCCATGCAACCCCCTTCGGGACTAACCAGGTCGCCGACCCAGGAAGA
GCGGATTGCCAATGCCACCARCAAACAGGTGCATCTCTTCCARGCCGCGGCACAGGACAAL
AACTTTGCCAGCAACTCCGCCTTCATCACCARAGGCCALATTTCTGEETCAACCCCAACCA
TCCARTTCCTTCCACCCCCCGAACACCATCACCATCACCATTAG

Séguence en acides aminés

MASTPNIALP AITQEQMSSI KVDPTSNLLF SQEQLKSVST LMVAAKVPAR
SVTTVALELYV NFCYDNGSSA YTTVTGPSS51 PEISLAQLAS IVEKASGTSLE
EFCRYFAPIT WNLRTDEMAP ANWEASGYKE SAKFAAFDEE DGVENPARMQ
PESGLTRSPT QEERIANATN KQVHLEFQAAR QDNNEASNSA FITEGQISGS
TETIQFLPFPF EHHHHHH
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PapMV F13Y

Séguence en acides nucléigues

ATGGCATCCACACCCAACATACGCCTATCCCGCCATCACCCAGGAACARATGACCTCGATTA
AGGTCGATCCAACGTCCAATCTTCTGCCCTCCCAAGAGCAGTTAARGTCAGTGTCCACCCT
CATGETAGCTGCTAAGGTTCCAGCAGCCAGTGTTACAACTGTGGCATTGGAGTTGGTTAAC
TTCTGCTATGRACARTGGETCCAGCGEGTACACCACAGTGACTGGCCCATCATCAATACCGG
AGATATCACTGGCACAATTGGUCAGCATTGTCARAGCTTCCGGCACTTCCCTTAGGARATT
CTGCCGGTACTTCGCGCCAATAATCTGGAATCTGAGGACGGACAAAATGGCTCCTGCCAAT
TGGEAGGCCTCAGGATACAAGCCAAGCGCCARATTTGCCGCETTCGACTTCTTCGACGGEG
TGGAGAATCCGGCGGCCATGCAACCCCCTTCGGGACTAACCAGGTCGCCGACCCAGGAAGA
GCGGATTGCCAATGCCACCARCAAACAGGTGCATCTCTTCCARGCCGCGGCACAGGACRAC
AACTTTGCCAGCAACTCCGCCTTCATCACCARAGGCCAAATTTCTGEETCAACCCCARCCA,
TCCAATTCCTTCCACCCCCCGAACACCATCACCATCACCATTAG

Séguence en acides aminés

MASTFNIAYFP AITQEQMSST KEVDPTSNLLE SQEQLESVST LMVAARKVEPAR
SVTTVALELYV NFCYDNGSSA YTTVTGPSSI PEISLAQLAS IVEASGTELR
KFCRYFAPIT WNLRTDEMAFP ANWEASGYKF SAKFAAFDEEF DGVENPAAMO
PPSGLTRSPT QEERIANATN KQVHLEQARA QDHNNFASNSA FITKGQISGS
TPTIQFLPFPP EHHHHHH
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PapMV E19K
Ségquence en acides nucléigues

ATGGCATCCACACCCAACATAGCCTTCCCCGCCATCACCCAGRAACAAAT GAGCTCGATTA
AGGTCGATCCRAACGTCCAATCTTCTEGCCCTCCCAAGAGCAGT TAAAGTCAGTETCCACCCT
CATGETAGCTGCTAAGGTTCCAGCAGCCAGTGTTACRACTGTGGCATTECAGTTCGTTRAC
TTCTGCTATGACAATGGGTCCAGCGEGTACACCACAGTGACTGGCCCATCATCAATACCGS
AGATATCACTGGCACAATTGGCCAGCATTGTCARAGCTTCCGECACTTCCCTTAGGARATT
CTGCCGGTACTTCGCGCCAATAATCTGGAATCTGAGGACGGACAARATGGCTCCTGCCAAT
TGGEAGGCCTCAGGATACAAGCCAAGCGCCARATTTGCCGUGTTCGACTTCTTCGACGEGEE
TGGAGAATCCGGCGGCCATGCAACCCCCTTCGGGACTAACCAGGTCGCCGACCCAGGAAGA
GCGGATTGCCAATGCCACCAACAAACAGGTGCATCTCTTCCAAGCCGCGGCACAGGACAAC
AACTTTGCCAGCAACTCCGCCTTCATCACCARAGGCCARATTTCTGGGETCAACCCCARCCA
TCCAATTCCTTCCACCCCCCGAACACCATCACCATCACCATTAG

Séguence en acldes aminés

MASTPNIAFP AITQEQMSSI EKVDPTSNLLE SQEQLESVST LMVAAKVPAR
SVTTVALELY NFCYDNGSSA YTTVTGPS5I PEISLAQLAS IVEASGTSLR
KEFCRYFAPIT WNLRETDEMAP ANWEASGYKFP SAKFAAFDFE DGVENPARMOQ
PESGLTRSPT QEERIANATN KQVHLFQARA QDNNFASNSA FITEGRISGS
TPTIQFLPPP EHHHHHH
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PapMV E19P

Séguence en acides nucléiques

ATGGCATCCACACCCAACATAGCCTTCCCCGCCATCACCCAGCCGUARATGAGCTCGATTA
AGGTCGATCCAACGTCCAATCTTCTGCCCTCCCARAGAGCAGTTARAGTCAGTGTCCACCCT
CATGETACCTGECTAACGCETTCCAGCAGCCAGTCTTACARCTETGECATTECGAGTTGETTAAC
TTCTCCTATCGACAATCCETCCAGCECETACACCACAGTGACTGGCCCATCATCAATACCEG
AGATATCACTGGCACAATTGGCCAGCATTGTCAAAGCTTCCGGCACTTCCCTTAGGARATT
CTGCCGGTACTTCGCGCCAATAATCTGEARATCTGAGGACGGACAARATGGCTCCTGCCAAT
TEECAGGCCTCAGGATACAAGCCARCCGCCARATTTECCGLGTTCGACTTCTTCGACGEGEG
TEEAGAATCCOECEECCATGCAACCCCCTTCCGEACTARCCAGGTCECCEACCCAGGARGA
GCGGATTGCCAATGCCACCAACARACAGGTGCATCTCTTCCARGCCGCGGCACAGGACAAT
AACTTTGCCAGCARCTCCGCCTTCATCACCARAGGCCAAATTTCTGGGTCARCCCCARCCA
TCCARATTCCTTCCACCCCCCGAACACCATCACCATCACCATTAG

Séguence en acides aminés

MASTPNIAFP AITQPQMSSI KVDPTSNLLP SQEQLKSVST LMVAAKVPAA
SVTTVALELYV NFCYDNGSSA YTTVTGPSSI PEISLAQLAS IVKASGTSLR
KFCRYFAPIT WNLRTDKMAP ANWEASGYKP SAKFAAFDFF DGVENPAAMQ
PPSGLTRSPT QEERIANATN KQVHLFQRAA QDNNFASNSA FITKGQISGS
TPTIOFLPPP EHHHHHH
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PapMV K97A

Séguence en acides nucléiques

ATGGCATCCACACCCAACATAGCCTTCCCCGCCATCACCCAGGAACARATGAGCTCGATTA
AGGTCGATCCAACGTCCAATCTTCTGCCCTCCCARGRGCAGTTAARGTCAGTGTCCACCCT
CATGETAGCTGCTAAGGTTCCAGCAGCCAGTGTTACAACT GTGGCATTGGAGTTGGTTARC
TTCTGCTATGACAATGGGTCCAGCGCGTACACCACAGTGACTGGCCCATCATCAATACCGG
AGATATCACTGGCACAATTGGCCAGCATTGTCGCGGCTTCCGGCACTTCCCTTAGGAAATT
CTGCCGGTACTTCGCGCCAATAATCTGGAATCTGAGGACGGACAAAATGGCTCCTGCCAAT
TGGEAGGCCTCAGGATACAAGCCAAGCGCCARATTTGCCGCETTCGACTTCTTCGACGGGG
TCGACARATCCGGCGECCATGCAACCCCCTTCCOEACTAACCAGETCECCCACCCAGGARGA
GCGEATTGCCRATEGCCACCARCAAMCAGGTGCATCTCTTCCARGCCECGGCACRGGACALC
AACTTTGCCAGCAACTCCGCCTTCATCACCAAAGGCCAAATTTCTGGGTCAACCCCARCCA
TCCARTTCCTTCCACCCCCCGAACACCATCACCATCACCATTAG

Séguence en acides aminés

MASTPNIAFE AITQEQMSSI KVDPTSENLLE SQEQLKSVST LMVAAKVEAR
SVTTVALELV NFCYDNGSSA YTTVTGPSS5I PEISLAQLAS IVAASGTSLE
KEFCRYFAPIT WNLRTDEMAFP ANWEASGYKP SAKFAAFDFF DGVENPARMQ
PESGLTRSPT QEERIANATN KOVHLFQAAR QDMNEFASNSA FITEGQISGS
TPTIQFLPPP EHHHHHH
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PapMV E128A

Séguence en acides nucléigues

ATGGCATCCACACCCAACATAGCCTTCCCCGCCATCACCCAGGAACARATGAGCTCGATTA
AGGTCGATCCAACGTCCAATCTTCTGCCCTCCCARGAGCAGTTARAGTCAGTGTCCACCCT
CATEETAGCTGCTAAGETTCCAGCAGCCAGTGTTACAACTETGGCATTGGAGTTGGTTAAC
TTCTCCTATCGACAATCOCTCCAGCGCGTACACCACACTCACTCGGCCCATCATCAATACCGG
AGATATCACTEGECACARATTCGECCAGCATTETCAAAGCTTCCGECACTTCCCTTAGGARATT
CTGCCGGTACTTCGCGCCAATAATCTGGAATCTGAGGACGGACAAAATGGCTCCTGCCAAT
TGGEECHGGECCTCAGGATACARGCCAAGCGCCARATTTGCCGUGTTCGACTTCTTCGACGGGG
TGGAGAATCCGECEECCATGCAACCCCCTTCGGGACTAACCAGGTCECCCACCCAGGARGA,
GCGGRTTGCCAATGCCACCARCAARCAGGTGCATCTCTTCCARGCCGLGGCACAGGACAAC
AACTTTGCCAGCAACTCCGCCTTCATCACCARAGGCCAAATTTCTGGGTCAACCCCARCCA
TCCAATTCCTTCCACCCCCCGAACACCATCACCATCACCATTAG

Sequence en acides aminés

MASTPNIAFP AITQEQMSSI KVDPTSNLLP SQEQLKSVST LMVAAKVPAA
SVTTVALELV NFCYDNGSSA YTTVTGPSSI PEISLAQLAS IVKASGTSLR
KEFCRYFAPIT WNLRTDEMAP ANWAASGYKP SAKFAAFDEF DGVENPAAMO
FPSGLTRSPT QEERIANATN KQVHLFOAAR QDNNFASNSA FITEGQISGS
TPTIQFLPPP EHHHHHH



Annexe 4. Carte Vecteur d’expression pET-3d

pET-3 Vector Map Nee | OR Nee |

s, /fraene 10 leader

pET-3 vectors
4.6 kb

pET-30-3d Cloning Site Regions PBR322 on
sequence shown (86-129)
[E=M) ?.-m
pET-3a ammnuf.n ATO GCT AGC ATG ACT GAT GOGA CAG CAA ATG GGT CGC GAA TCO
A S M T G G G MG R G 5
(I '&H_m'iﬂ_mﬁ?
RES e Ll
Hae | Tm-M
pET-3b mrma'cm ATO GOT AGC ATG ACT GOT GGOA CAG CAA ATG BET COE GAT CCG
A M T G G Q @M G R D F
! T7 gene 10 lendes peplids
‘;d- BI“”'
PET-3¢  GAADGAGATATACAT ATG GCT AGC ATG ACT GGT GOA CAG CAA ATG GGT COG AT Coo
M A 5 M T G G Q M G R | R
L-m | —
';n-l II-I'"-"
PET-3d  GAAGGAGATATACC ATG GCT AGC ATG ACT GOT GGA CAG CAA ATG GGT CGA ATC CEG C
IM! A 5 M T G G O Q M GJ E I R
l_.m.._.J — - S—
Mudleotide Position
Fealure pET-30 pET-3b pET-3c pET-3d
T7 prometes 1-19 1-1% 1-1% 1=19
nbosome binding site (RBS) &6=72 &i=72 &E=712 £E&=72
Hde | LpET-aq—r_] ar Hea l !pEr-adi :Inmrg L] Te-83 TE-83 TE-83 TE-R&3
T7 gene 10 sranslated leader 81=113 a1-113 81-113 B0=112
hﬂHlEanlni ote 117=122 1&-121 115=-120 114=11%
T7 termrumater 191-237 190-236 189-235 18B-234
ampicillin resstance (bla) ORF B4a0=-1697 339-1694 83B-1495 Bi7-16%4
pBRIZZ engin of replicafian 1848-2515 1847-2514 1846-2513 1845-2512

FiGURE 1 The pET-3 vecion
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Annexe 5. Prédictions de structure secondaire

Prédiction CPgo)s

AR 10 20 30 40 50 &0
Séquence MASTPNIAFPAITOEQMSSIKEVDPTSNLLPSQEQLESYVSTLMVAARKVEPAASVTTVALELY
FrOF sec  LLLLLLLLLLLLLHHHH....LLLL.LLLLLHAHHHHHHHHHH.LLLL..HHHHHHHHHHA

FSIPREF
Sable-2
Consensus
Ab
Séquence
PROF sec
FSIPRER
Sable=2
Consensus
fa¥:
Ségquence
FPROF sec
PSIFRER
Sable-2
Consensus
AR
Ségquence
FROE sec
FSIFREF

Sable-2

Consensus

9877 eTe6eTEEESETTT4224675545560BBE9008998987 3588814567 RBR9008
COCCCCCCCCCCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHC CCCHHHHHHHHAHAA
908867 T7T6TTIIEE999YI4BERETT4889599509009995599840388560959935039
CCCCCCOCCCCCCHHHHHAHCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHAHHHCCCCCHHHHAHHEHEA
THH987EBBERT7H89999769987777789969908909099997799956799599959449
CCCCCCCCCCCCCHHHHhheCCCeceoCCCCHAARHHHAHAHHHeCCCehHHARHHHARR

70 a0 90 100 110 120
HECYDNGSSAYTTVTGPSSIFEISLAQLAS IVEKASGTSLRKFCRY FAFT IWNLRTDEMAP
HHH..LLLL......LLLLLL.LLHHHHHHHHH. . . L. HHHHHHHHHHHHH. . . . . LLL.

875236665221 223566666456TH098BBBE204536BBEE0E88T7H665444205674
HHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHHRRRRC OO
GOR2THERESA44223224BEEE419999999RTA2HHA9998898809986R98 636894

SATGBERETTOTVA089BBEETTTO95999998T0A9EHE99599988999998T6TI995
HHHooCCCocoocococooooCCCCoccHHHHHHHHHh e CCCHHHHHHHHEHHHEhhHRhooCCe

130 140 150 160 170 180
ANWEASGYKPEAKFAAFDFFDGVENFARMOFFSGLTRSFTOEERTANATNEQVHLEDRAAA
...... LLLL.......oow. . LL...LLLLLL. o . LLLHHHHHAA . . . .. 0 CHHHL ..

Ol2202TEE542021001101246742255655632478808887654333334555431
HHHHHCCCCHHHHHHHHHHCCCCCCCOCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHEHHAHAAH
LSeBB6LO9ETI02013332026T76007524B8T455569793899999999978093993975
HHHHHCCCCCCCHHEEHHHCCCCCoCCCCCCcCcoooCCCCCHHHHHHHHHHHHEHHHHAHAA
HAS9BREEO06R54344444385678777TEEEE77TE90BE00999999900855THAR T4
hHHHHeCCCcocheeehhhooooCCCoocCCCoocococCCCHHHHHHAHHHHHERHHAAR R

190 201 210 220
QDHNNEFASHNSAFITHGOISGSTPTIQFLEFPFEHHHHHH
) L..LLLL «w«LLL....LLL

CCCCCCCHHHHHHCHHCCCCCCCCCOCCCCCOCCCCT
D1BES122887510010789376658B9832245689
COCCCCOCCHHHOCCCCCCOCCOCCOCCCCCCoCCOoC
GTEEGRTE44443577T7E9988644578988777777
cocCCococchhhhoococooCCCCCooocCCCoooooaCl
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1 id.lﬂ!}.ﬂl ﬂ!!ﬁilﬁ

Al 20 30 40 50 &0 T
Séguence MFPATITQEQMSSIEVDPTSHLLPSQEQLESVSTLMVAREVEAASVTTVALELVNECYDNG
FROF sec LLLLLL.HHH. . .LLLL. . . LLLLHAAAHHHHHHHH . LLLL. . HHHHHHHAHHHHH . . LL

FSTFREP
Sable-=2
Consensus
TN
Ségquence
FROF sec
FS51FREF
Sable-=2
Consensus
AR
Séaquence
FROF sec
ESIPREFP
Sable-2
Consensus
AR
Séquence
FROF sec
FSIFPREF

Sable-2

Consensus

GTBEEB46T642256T7543455000899098008987208881456788990098875235¢6
COCCCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCHHHHHHRHHHHHAHCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHC OO
QEETEOABOOT2GERBETTEHE00G9099900000000R0885600990000000090827808
CCCCCHHHHHHHCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHHRCCCO
GTEETOTO99BT 7967771 70899999999999997799967799999999998 7508080
CCCCCCHHHHRheCCCeccocCOCHHHHHHEHHHAHheCCChhHHHHHHHHHHHHHC OO

B0 50 100 110 120 130
SEAYTTIVTGPSSIFEISLAQLASIVEASGTSLEEFCRYFAPI IWNLETDEMAPANWEASS
LL...... LLLLLL. . LHHHHHHHHHA . . .L . HHHHHHHHHHHHHHH . . .LLL. . ..o . L

65221223566665445THHOAA9R63035368BBEB98ETTEE55542056740122037
CCCCCCCoCCCCCCCCCHHHHHHHAHRCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHACCCCHHHAHCS
BSA33223235BBE830999999876602880990BB0888998662B8637898468%759
CCCCCCoCCCCCCCCCCHHHHHHHHHNCCCCHHAARIHHHHAEHHHHHHCCCCCHHHHHCE
B7TTeTTTH89E9BETTH0099999ET0E 0005990909888 99999877 780058899858
CocecccccceCCCocc HHHHHHARhheCCCHHHHHHHHHHEHHHARhhCCC chhHAhe T

140 150 160 170 180 190
YTKPSAKFAAFDFFDGVEN PAAMOPPSGLTRSFTOEERIANATNKOVHLEFOAARDDNNEAS
LLL: v ivsuwssuwwus LL...LLLLLL. . LLLLHHHHHHH . . < <« .« HHHH. . ..LL. ..

BES411210011012467422556556335700688876543344445665310465333
CCHHHHHHHHHHCCCCCCCOOOOCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHEHHHHCOCCC DD
BET10201333201576687524B9755855697989005459997803000997402B8501
CCCCCHHEEEEECCCCCOOCCCCCCCCOCCCCCHHHHHHHHHHAHHAHHHHHHCCCCCCC
G9ahR4 3444444556787 7RERRETTIHY99EEG0999999999R8TTAAAATA6TREGRE
CCecchheseeeccococcCoccolCCocococCCCHHHHHHHAHHHHHRHHHHhhooCC oo

200 210 220
HESAFITHEGQISGETPTIQFLPPPEHHHHEHH
«+esele LLL.......LLL....LLL

430220451 267544000037TE632345%7TH
HEHHHHHHHHCCCCCCCOCCCCCCCOCCCCCC
FRAES1I0120TH98 7T 664889B832145689
CCHHHCOCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCT
644444677 T89988644608089887T77777
cohhheoceeelCO0lcoceClCocacaoalCl



Prédiction CPj4.25

A
Ségquence
FROF sec
PETPREP
Sable=2
Consensus
BA
Séquence
PROF sec
PSIFBEF
Sable-2
Consensus
AR
Sequence
FPROF sec
PEIPREPR
Sable-2
Consensus
L)
Séquence
FROF sec
FSTFREF

Sable=2

Consensus

20 30 40 a0 60 70
MPAITOEQMSSIKVDPTSHNLLESQEQLESVSTLMVAREVPAASVTTVALELVNECYDNGS
LLLLLHHHH...LLLL. ..LLLLHHHHHHHHHHHH . LLLL ., . HHHHHHHHHHHHH . . LLL
OBBBBSETT4325675434550889999899B98725088081356788099998B7523566
CCCCCHHHRHHCCOCCCCCCCCCHHHHHHAHHHHHRCCCCHHAHHHHHHHHHHHHHCCCO
97BEY9BYG973588B7T6REY9900090999999909098498A56899999999999827808
CCCCCHHHHHHCCCOCCCCCCCCHHHHHHHHHHRHHCCCCHHHHHHHHHHHHAHRCCCCC
JIBGEEBEY99TE99BTTTETEGDO9999999999977999567999999999987500888
CCCCCHHRHhheCCCeccecCCCHHHHHHARRRERheCCChhHHRHHHHHHHHHHRS cCCC

BED 50 100 110 120 130
SARYTTVTGPEEIPEI SLAQLAS INKASGTSLEKFCEYFAPT TWHNLET DEMAPANNENSCY
| P LLLLLL. .LHHHHHHHHH. . . L. HHHHHHHHHHHAAHH . . .LLL....... LL

H221223600A05445 TRAYBESEE6304536BEEEY9887T6650R420667401220378
COCCCCCCCCCOoCCCHHHHHHRRHHCCCCHHHHHHHEHEHHHHHHHHHCCCCHHHHRCCO
44432232247088419999998T6520086999889988990860987T4679845887598
coocceccccCoCCCCHHHHHHRHHEHCCCCHHHHHHHHHHHHHHAHHOCCCCHHHHECCC
7767 TEBEEEEH8887799990909008769908B090009938999909887 7099588998589
cocococcccceCCCCoccHHHHHHHEhheCCCHHHHHHHHHHHHHHHHhcoCCechhHHHeC O

140 150 1&0 170 1680 1490
KPSAKFAAFDEFDGVENFAAMO P PSGLTRSFTOQEERIANATHNROVHLFOAAADDNNEASH
I LL...LLLLLL. ..LLLHEHRHHHH. . . ... HHHHH. . « s LLia wu s

A5411210011012467422556556324 78868887654 33444556653104653334
CHHHHHHHHHHOCOOOOOCCCCCOCCCOCCCCCHHHHHHARHHHHHHHHHHHHCCOOOOTH
T102013332015656876468970135698089999999300749499997501885123
CCCCCEEEEERECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHEHHHEHHHHHHHCCCCCC OO
G965443444434556TETTTTHHEEETTEY9988999999999998 78BBRTERTHRTRTA
CoocococeeeeeecocococcCocecCiCoccocCCCHHHHHHHHHHHHHhHHHHhheoCCoooe

200 210 220
SAFITEGQISGSTPTIQFLPPPEHHHHHH
...... L..LlL.......LLL....LLL

30220451166544000037864234678
HHHHHCHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCO
EEBS100107E9ETRRETHO832245689
CHHECCCCOOOOOCCRCCCOCCOCCCCOT
443345767899B7544688987797°777
chhhocoocolCCCocecoCCCoocoooaCo



Prédiction CPysays

AR
Séquence
FROF sec
PSIFREF
Sable-2
Consensus
AR
Séquence
FROF sec
ESIPREF
Sable-2
Consensus
Al
Séquence
FROF =sec
FEIFREF
Sable=2
Consensus
AR
Séguence
PROF sec
PSIFBEF

Sable-2

Consensus

20 30 40 50 &l 70
MAITQEQMSSIKVDPTSHNLLPSQEQLESYST LMVAAKYVPAASVTTVALELVNFCYDNGSS
LLLLHHHHHHLLLLLLLLLLLLHHHHHHHHHHHHHLLLLHHHHHHHHHHHHHHHHLLLLL
GEEESTITE3156T543455088BE9908008 087 25BBE1A56TH89999BRBTE235665
CCCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHRHRCCCCC
GETETROOTZ26EEETTAAAD999999090%9999R49EE5REE999959399882THAAS
COCCHHHHHHCCCOCCCCCCOCHHHHHERHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHHHCCC OO
TTE4RBADETGO9987TT7THE999900009999987909947799995500009875880887
COCCHHHHHheCCCeccccCCCHHHHHHHHHHHHHcCCChHHHHHHHHHHHHHH c OO Ce

80 an 100 110 120 130
AYTTVTGPESIFEISLAQLAS IVKASGTSLEKFCRYFAPT IWNLETDEMAFANWERASGYE
LLLLLLLLLLLLLLLHHHHHHHHHHHLLLHHHHHHHHHHHHHHHHHLLLLLLHHHHLLLL
221223666005 d45THEOEREERIDL S ZeBBEE9EETTEES 45420567401 22037EE
CCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHEHHHAHACCCCHHHHHCCCC
4343232247 TEB219999998 76620009998 E9EE89598 7798 636B98560965987
CCCCcCcCCCCCCCCCCHHHHHHHHRRCCCCHHHHHHHHHHHHHHHRHCCCCHHHHRHCCCC
TETTHHBEEEEATTTO09999998TRH988999998889099998 7678904808 99R5899
cocooccocoCCCCacHHHHHARRRheCCCHHHHHHHHHHEHHHHEhecCCchHHHHoCCC

140 150 160 170 180 190
FSAKFAAFDFFDGVENPAAMOPPSGLTRSFTOEERTANATNROVHLEFOARADDNNEFASHNS
LLLLEEEHHHHLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHLLLLLLLLL
HA4111100110014674335565563357BB6B887654344445566531046533343
HHHHHHAHHACCCCOCCCCCCCCCCCCCCCCHHERHHHHHHAHHHAHHAHHHHHCCCCCCHHE
1021134421046568764699734667979E000009930RE9509097501RE851128
CCCCHEEEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHEHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCC OO
6554344443456678TTTTEEHEET77EY9EELRL9999999998 88333765798 TAT 64
coccheesseccocooCoccoCCCooococecCCCHHHHHHHHHHHHHRHEHEHhooCCoochh

200 210 220
AFITEGDISGSTPTIQFLPPPEHHHHHH
LEELLLLLLLLLLLEEELLLLLLLLLLL
022045116754401003THR3Z234578
HHHHHHHHCCCOOCCCCCCCCOOOTTCC
A751012078987644789843245689
HHHCCCCCCCOCOOOOCOCCCCOoOOCCo
444457TTHGO8TEA46THOHTTIITTT
hhheccococoCCCCooeccCCCooocoocCO



136

Prediction CP5,.

an 10 41 50 [i]0] T0 g®o
Séqguence MEEIEKVDPTSHLLPSOQOEQLESVSTLMYAAKVEARSYTTYVALELVNECYDHNGSSAYTTVTG
ERGF“SEC LLLLLLLLLLLLLLLHHHHHHEHHHHHH L LLLHHHHHHHHHHHHHHHH L LLLLLLLLLLL
9621114343455808B8999098000908725BB81246608B9900838752256652202235
FSIFREPR CCCCCCCCCCCCCCCHHHHRHHEHHHHHCCCCHHHHHAHHHHHHEHHHCCCCOCCCOCOC
964234456508 000999990000009R 9ERAEHO00099000909327EARSA332]122
Sable-2 CCECCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHCCCCCHHHHHHHHHHHEHHCCCCCCCOOCC OO
544576TTTTHTERI9999999999997 799957 799999999998V5REEETTTTHHER
Consensus CcccCCCcocococoCCCHHHHEHHHHHHHHcCCChhHHHHAHHHHHHHHccCCCoooooooo

AR 50 100 110 120 130 140
Séguence PESIPEISLAQLASIVEASGTSLRKFCRYFAPTI IWNLRTDEMAPANWEASGYKPSAKEAR
FROF sec LLLLLLLLHHHHHHAHHHHLLLHHHHHHHHHHHAHHHHHLLLLLLHHHHLLLLLLLLEEE
GHHEEA46TABOBERAE3035I6GEREE0E888T 6545420668401 220278854 20220
FSIFREF CCCCCCCCHHHHHHHHHRCCCCHHHHRHHHHHHAHHHHHHCCCCHHHHHCCCCHHHHHRA
ZOBBEB419099998T 55300099 9E8088899B876986368295692669871020123
Sable-2 CCCCCCCCHHHHHHHHHHCCCCHHHHHEHHHHHHHHHHHCCCCCHHHHHCCCCCOCCERR
GB98877799999999876990699999980999509887789956899858996554945
Consensus ceCCCCecHHHHHHHHHheCCCHHRHHHHHHHAHHHHHhecCCchhHHHeCCChhhhaee

AR 150 160 170 180 140 200
Séquence FOFFDGVENPAAMOPPSGLTRSFTOREERTANATHEOVHLEFQAAADDNNFASNSAE T TKGD
FROF sec HAHHLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLHHHHRHRHHHHHAHHAHHHHHH LLLLLLLLLEEELLLL
D0101246742255655032478B6B8BT6543344455665310465333330220450
EFSIPREF HRHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHERHHARHHRHHHHHHAHHCCCCCCCHHHAHHHEH
320156668764589711345989809994999990988094999975018851 228851002
Sable-2 EEECCCOCCCCCCCCCCCCCCCCCHRHEHHHHHHARHHHHHHHHHCCCCCCOOCHHACCCC
A444556T78TTTTEHSHETTTRY998999999999988 JTRBETS6TEHGGT6444 34576
Consensus eeecccccCocccCCCooccccCCCHHHHHHHAHHRHHhHHHHHhecCCccocochhhoooo

An 210 220
Séquence ISGETPTIQFLPPPEHHHHHH
FROF sec LLLLLLLEEELLLLLLLLLLL
16654301003 7T86323457E
PEIFPREFP HCCOCOCCCCCCCCCOCCCCT
018986654 THYE54345689
Sable-2 CCCCCCCEECCCCOCCCCCCC
TH99BB644574937777777
Consensus olCCCoceacCCloocoocccCl



AR
Séguence
PRDF;aec
FSIFREF
Sable-2
Consensus
v
Ségquencea
PROF sec
FS1FREF
Sable-2
Consensus
oo
Séguence
PRGF_SEC
PSEIFPREF
Sable-2
Consensus
AR
Eéquence
PROF =ac
PSIFREP
Sable-2

Consansus

10 20 an 40 a0 Gl
MASTPHNIAAPAITQEQMSSIKVDPTSNLLPSQEQLESYSTLMVAAKVEARSVTTVALELY
LLLLLLLLLLLLLHHHH. . . LLLLL. LLLLLHHHAHHHHHEHH . LLLL. . HHHHHHHHHHA

GEIIIITITITRERETAT4225TT6EA5560088999E90898 7158861 3567H899998
CCCCCCCCCCCCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHEHAA
GEAAGTTTTTER9B999635BETHA3HE999999999909999039RB5HAR999999999
COCCCCCCOCCCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHAAA
E7AHATEEIRREO9999876999777774089999999999999079995670999999949
CCCOCCCCCCOCCCHHHHhheCCCcococcCCCHHHHHHHEHHHHAcCCCohhHHHHHHHHAM

0 g0 g0 100 110 120
MECYOMGESAY TTVTGPSSIPEISLAQLAS IVKASGTSLEKFCRY FAPT IWNLETDEMAR
HHH. .LLLL...... LLLLLL . .LHHHHHHHHH . . . L. HHHHHHHHHHHHH.H. . .LLL.

BTHZ23566521122366660044067THA9HHHH6204530888898B77005454206674
HHHHCCCCCCCCCCCCCCCOOCCCHHHHEHHHHHC CCCHHEHHHHHHHHHHHHHHAC COC
G982 THAR544311 2124888683299 90099087T02EE89990098B89983669863 7898
HHHCCCCcooooooooooCCOOCCCHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCOC
QR TEHARRTTRTTHHH988RETE 7099999998 709988 99999RBE00999R7578995
HihocoCCCooooocococoolOCCocHHHHHHHHhheCCCHHHHHHHHHHHHHHHHhecCCo

130 140 150 160 170 180
ANWERASGYKPSAKFAAFDFFDGVENPARAMOPPSGLTREPTQEER IANATHNEOVHLECARR
cevvssbLLL, v i sss . LL. . .LLLLLL. . .LLLHHHHHHH. . . ... .HHHH. .
OL22027TBES41121001101246742255655632470086BRBRTE54334444566531
HHHHHCCCCHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCOCCOCHHHHHHHHEHHAAHHHHEAA
4hEBTE9RETI0201333201566687646E897346669898999099999999960999975
HHHHHCCCCCCCCEEEEEECCCCCOCCCCCCCCCCCCCOCHHHHHHHHHHHHHHHHHEE A
HH998589965533444433556707T7T7TEEEEETTHS9RB9999999999987888875
hhHHhecCCCocooeeaeeeccoccocococCCCococccCCCHHHHHHHHHHHHHRBHHHHHR

150 200 210 220
QDNNFASNSAFITEGDISCGETPTIQFLPPFEHHHHHH
LWL, es L, LELLL. .. ... LLL....LLL

D46533333022045126705400003786R3234578
CCCCCCCHHHHHHCHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC
OlBES12287750101078987433769655355689
COCCCCOCHHHHCCCCCCCCCOCCERECCOCCOOoo00
GTBBTETEAS4445T67499875445T8BBETTTT777T
ceCCocochhhheocooeCCCCCoeanCCCocoooaCO

137



Prédiction F13G
Py 10 210 a0 40 50 a0
Sequence MASTENIAGPAITQEQMSSIEVDPTSHLLPSOEQLESYVSTLMVAARRKVEARSVTTVALELY
PRDF_SEE LLLLLLLLLLLLLHHHAH. . . LLLLL. LLLLLHHHHHHHHHHHH . LL.LL ., . HHHHHHHHHH
GETTTT I IO 9RETRETA225675545 00888899938 998087358A8145678899950
FSIFPREP CCCCCCCCOCCCCHHHHHHCCCCCOCCCCCCHHHHHHHHHHHHECCCCHHHHHHHBAHEA
GOEBRTHHOERTOREO090T3IRE8TREEERYG09099500000099040RRA5TO09999909
Sable=2 CCCCCCCCCCCCCHHHERHCCOCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHEAHEA
TEEBATHROBBRAREOY99GTRO9BTATTTEA999999999999987999577999993999
Consensus CCCCCCCCCOCCCCHHEHhheCCCooocoCCCCHHHHHHHHHHHHHcCCChhhHHHHHHHAR
iy T0 g0 40 100 110 120
Séquence HECYDMNGEERY TTVTGPEE I PEISLAQLAS IVKRECTSLEEFCRYEAPT TWHLET DEMAER
PRDF_SEC HHH. .LLLL...... LLLLLL..LHHHHHHHHEH. . .L. HHHHHHHHHHHHH.H. . .LLL.
BT622567522122356666644076B9BRBE62045368888908877665454206674
FS1FEEFP HHHACCCCOCCOCCCCCCCCCCCCHHHHHHEHHHCCCCHHHHHHHHHHHAHHHHERCCCC
99EZ2TBAAG44422323588884199999987 761 BEE9993098RBER9EARAAEZGR9E
S5able-2 HHHCCCCCCOCCCCoCCCCCCCCCHHHHHREHHHC CCCHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCC
GOBRBRAATTETTIEAOA0H007 79999959990 7R9988009998RAS0999A757R995
Conasensus HHHeeCCCoocococoacClCCccHHHHHHHHHheCCCHHHHHHHHHHHHHHEHh e O T e
Al 130 140 150 160 170 1ED
Ségquence ANWEASGYKPSAKFAAFDFFDGYENPARMOPPSGLTRSPTOEER T ANATNEOVHLFOMANR
PHGE;SEC ...... LLLLicasoeases vesss sl o LLLLLL. . . LLLHHHHHHH. « v v v . HHH. ..
01220378854 202200010124674225565563246886BB77654334434555451
FSIFPREF HHHHHCCCCCCHHEHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHEHHEHARHAMHH
EEBOARAORTI0201333201465ABTE4600734656070809990099598R95999975
Sable-2 HHHHHCCCCCCCCEEREEERCCCCCCCCCCCOCCCCCCCCCHHHAHHHHHHHHAHHAHHHEE

Consensus
ARy
Séguence
PROF sec
FSIFREF
Sable-2

Consensus

AOG9ASE99A554 3444434556787 77T THEBEETTA998B9999999999RTRTRAG TS
hHHHHeCCCocooeeeeeeccoccCCCoooCCCoococooCCCHHHHHHHHHHHHRRHHHHR R

190 200 210 220
QDNNFASNSAFITHEGQISGSTPTIQFLPFPEHHHHHH
O I P L..LLLL......LLL....LLL

0465333320220451166554011037864234578
HCCCCCCHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCOCCO
DOEBS1ZZERTRI0010VEYE TEHEETHEBGL3L56HY9
CCCCCCCCCHHHCCCCCCCCCCCEECCCCCCCCOOTT
6887676444445 76TEO0BTS445789BTTIIITY
celCeccchhhhococcocCCClCoeecCCCocacaaCC

138



Prédiction F13L

Y-
Ségquence
FROF sec
FSIPREP
Sable-2
Consensus
v
Séquence
FROF =sec
FSITFREF
Sable-2
Consensus
AR
Ségquence
FROF sec
BPSIPREF
Sable-2
Consensus
AR
Séquence
PROF sac
PSIFREP
Sable-2

Consensus

10 20 30 40 50 &0
MASTPNIALPAITOEQMSSIKVDETSHLLESQEQLKSVSTLMVARKVEARSVTTVALELY
LLLLLLLLLLLLLHHHH. . .LLLLL. LLLLLHHHHHHAHHHHHH . LLLL. . HHHHHHHHHH
GEATT76T66BEEEETYT4225676545568088099980989973588814567H899998
CCCCCCCOCCCCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHEHHHCCCCHHHHHEHEHHARA
0883455677808 0097438ERTTAEE099900000300990984 0884589999900900
CoCCOoCCCCCCCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHCCCCCHHHHHHHHHERA
ETAHEETEBRETAND9997699987TTTE990933330995999/799057799599355999
COCCCOCCCCCCCHHHERheCCCooeCCCCCHHAHHHHHHHHHHeCCCchHHHHHHHEHRA

0 8o 90 100 110 120
HECYDHGSSAY TTV TG PESIPEISLAQLAS IVEASCGTELEEKFCRY FAPT IWNLRT DEMAP
HHH. .LLLL...... LLLLLL..LHHHHHHHHH. . . L. HHHHHHHHHHHHH . H. . . LLL.

BTHZ23667522122356000064d67EE98HHBGR204536808898BBEB665454106674
HHHHCCCCCCCCCCCCCCCCOCCCCHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCC
QA1 T TEESdI3ZZ2 1 2488BE4]1 9909000087 02BE80999BH0BEE998VE9BE6IGH9E
HHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCOC
GOHLHARRT TR THH0908BRT 66999999998 70898899999988994999R757TRA95
HHHcolOCococcoococoCCCCocHHHHHHHHHheCCCHHHHHHHHHHEHHHEARheeCCe

130 140 150 160 170 180
ANWEASGYKPSAKFAAFDFFDGVENPARMOPPSGLTRSPTOEERTANATHNEKOVHLEDARAR
..... +LLLL.v.vesvasawseoiles o LLLLLL, . . LLLHHHHHHH. .. ... .HHH. ..
0132027BE54112100110014573225565563247086BB8T654333334555431
HHHHHCCCCHHHHHHHHHACCCCCCCCCCCCCCCOCCOCCHHHHHHHHHAHHAHHRHEEE
ERABES98T10201333201566687646B9T73466698980000099099090959949575
HHHHHCCCCCCOCHHEEEEHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHRHEHHHEAR
HA99B5E9965543444333556 78777 7EEEEETTH99EREE999999995908 TAAARTS
hHHHHcCCCococchheeeshccocoCCCooccCCCocccocCCCHHHHHHHHHAHHERHHHARR

140 200 210 220
ODNNFASHNSAFITEGOISGSTPTIQFLEFFEHHHHHH
ssllsssssssssslia LLLL, +4s4..LLL,...LLL
0465333430220451267554000037863234578
HOCCCCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCOCCCT
018B512177751101078987T66588BB55355689
CCCCCCCCCHHACCCCCCCCCCCEECCCCCCCCOOCT
GTEETETE444 3457 6789987544578987777777
coCCeacchhhheceacCCCCCoeecCCCooooocCC



diction F13Y

AR
Séqguence
PROF_SEE
PSI1FREF
Sable-2
Consensus
AR
Séquence
PROF sec
PSTFREF
Sable-2
Consensus
AR
Séquence
FROF sec
FSIFREF
Sable-2
Consensus
A
Séquence
FROF szec
FSIFREF

Sable-2

Consensus

10 20 30 410 50 a0
MASTPNIAYPAITQEQMSS IKVDPTSNLLESQEQLESYSTLMVAAKVEPAASVTTVALELV
LLLLLLLLLLLLLHHHH. . . LLLL. . LLLLLHHHHHHHHHHHH . LLLL. . HHHHHHHHHH
97 TTTeTTTa898577642256754455588889909089080987 358881 35678899959
COCCCCCCCCCCCHHHHHACCOCCCCCCCCCHHHHHHAHHHHHHCCCCHHHHAHHHRHARE
O0BETEEE8AT7A989997438877767E8590990999599500000849885689900909999
CCCCCCCCCCCCCHHHHHHCCCCcoCcCCCCHHHHHHHHHHHHHC CCCHHHHHHHHEAHHH
TEBE9ETEOE886TEIETEO99A7TTTEIOE9999930039997799967 7399999999
CCCCCCCCCCCCCHRHIhheCCCoococcCCCCHHHHHHAARHERHoCCCchHHHHHHEHHHH

70 B0 90 100 110 120
HFCYDNGESSAYTTYIGPSSIPEISLAQLASIVEASGTSLRKFCRY FAFL IWNLRT DEMAR
HHH..LLLL...... LLLLLL..LHHHHHHHHH. . .L. HHHHHHHHHHHHH. H. . . LLL.

BT5225675221 2230666654467 EBE98HHBGR20453688BE9BBTTAR5454 205674
HHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHACCCCHHHHHHHARHHHARHHHHC OO
QAEITHRNSA 3422323588884 1 99999988761 888999080 9BEE9980028G2068986
HHHCCCCCOCCCCCCoCCCCCOCOCHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHMHHEHHACC OO
GBTHHAE8 7 TeYTTEE9H90A7 67999999998 7080900999998 B8 99999987 T7R995
HHHooCCCocoooooococoCCCCocHHHHHHHHHhoCCCHHHHHHHHHHHHHHHAheoCCe

130 140 150 L&l 170 180
ANWEASGYKPSAKFALAFDFFDGVENPARMOPPSGLTRSPTOEERIANATHNEOVHLEQARR
------ LLLL.+svevvevsess L. LLLLLL, . . LLLAAHAAHA. . . . . . JHHA. .

01330278854202100110124674225565563247HA6BBETA543344445660431
HHHHHCCCCHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCOCCCCCCCHHHHHHHRHHHHHAHHAAAE
SEBEE5987102013332015766875348974454697989999599999789%49939975
HHHHHCCCCCCCHHEEEERECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHARHHHHHHHHHHAARH
TEO9H58996554444 44335567877 T THBEEETTAS99BB999999999338TEBRBERT R
hHHHHcCCCoocchheeeeeccocCCCoccCCCoccocCCCHHHHHHAHHHHARRHAHAHR

190 200 210 220
ODHNFASNSAFITEGQISGSTPTIQFLPPPEHHHHHH
B I L..LLILL...... LLL....LLL

O465333320220451267554000037863234570
CCCCOCCHHHHHRCCCCOCCCCCOCCCCCCCCCoooD
0188501 28775110007E98T554 789844355689
CCCCCCCCCHHHCCCCCCCCCCCERCCCCOCCCCCCT
6TaRTET644434677TR998T544 57898777777
ccCCoococchhhhecocococCCCCCoeaecCCCoocooccCO
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Prédiction E19
AR 10 20 30 40 50 4]
Séquence MASTPNIAFFAITQEOMSSIEVDPTSHLLESQEQLESYSTLMVAREVPAASVTTVALELY
FROF sec LLLLLLLLLLLLLHHHHHHLLLLLLLLLLLLHHHHHHHHHHHHHLLLLLHHHHHHHHHHHA
QETITETE6HBEBETTTA422567554 5568888909989 0808735AAR13LE6TE99990
FPSIPREP CCCCCCCCCCCCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHE
QOFHZ3RS6TETRARY99T33EAH T TSHEE99999999999000909H4 9RE5AE0099930059
Sable-2 CCCCCCCCCCCCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHCCCCCHHHHHHHAAAHR
6EBHRES7HEBBTES999ETEO99987 7T TE993999999309909987999567899999393939
Consensus CCCCCCCCCCCCCHHHHHheCCCoocooCCCCHHHHHHAHHHHHHCCCCchHHHHHHHHAH
Ab T0 80 an 100 110 120
Ségquence NECYDNGEERYTTVTGPSSIPEISLAQLASTVERASGTSLRKFCRYFAPT IWHNLRT DEMAE
FROF sec HHHHLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLHHHHHHHHHHLLLLHHHHHHHHHHHHHHHHH L L LLL
BTa226R652212235060605446/HE9BREE6Z204536BE8H9HRTEAR5A5420667T4
PSIPREP HHHHCCCCCOCOCCCOCCCCCCCCCHHHEHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHRHHHRHHACOCC
GY9RZTHAAS433223235BBEE5 29999998 T T62B8E99980908B998609AGITROE
Sable=2 HHHCCCCCOoCOCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHAHHHHHHC OO CH
998588887766 VEBE9B8E8E886659999999987 6898899999988 9999938 770994
Consensus HHHoeCCCccoccoocooocooCCCCococHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHAHHHHHEHHH O C C o
AR 130 140 150 160 170 18D
Sequence  ANWEASGYEPSAKFAAFDEFFDGVENPAAMOPPSGLTRSPTOEERIANATHNREOVHLEQAAR
PROF sec  HHHHHLLLLLLLLEEEHHHHLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH
O133027885420220001001467322556556324T78860HBB7654333334505431
PSIPREP HEHHHCOCCCHHHHHHHHHEHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHEHEHHHHHHHHHHHEHHA
AREOT598 71020133321 14656B7046097 3406079099900 0009R 35999075
Sable-2 HHHHHCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCOCCCCCCCCCCHHAHHHHHHHHHHHARHHHM
HUOOHSHY9655334444335567VRTTTTHREBRE T TE99HE9999999999ARATRREA TS
Consensus hhHHHoCCCococceeeeeeccocCCCocooCCCoccoccCCCHHHHHHAHHHHAARHHR R
A 190 200 210 220
Séquence  QDHNFASHSAFITKGQISGSTPTIQFLPPPEHHHHHH
PROF sec LLLLLLLLLLEELLLLLLLLLLLEEELLLLLLLLLLL
0465333330220451267554000037864234678
FS1FPREF HCCCCCCHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCOCCCCCC
QL85 122887510020 TESETA33TASR54355689
Sable=2 COCCCCCCHHHMCCCOCCCCCCCCCCCCCCCCCoooe
BTHETETE4544467T67H39BB6446889877777T7Y
Consensus colCcoccocchhhhoococococCCCCCooooCCCocooooll
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Prédiction £19P

AR
Séguence
FROF sec
FSIFREF
Sable-2
Consensus
¥
Séquence
PROF sec
FSIFREF
Sable-=2
Consensus
AR
Ségquence
FROF sec
PEIFREP
Sable-2
Consensus
FA¥LY
Séquence
FROF sac
PEIFREP
Sable-2

Consensus

10 210 30 40 50 &0
MASTPHNIAFPAITOPOMSSIEVDPTSHNLLEPSOEQLESVSTLMVAAKVEAASVTTVALELY
LLLLLLLLLLLLLHHHHHHLLLLLLLLLLLLHHHHHHHHHHHHHLLLLHHHHHHHHRHHA
BT 766 TEEREA0467642256T654556BBEBE00039939873588814567BB9509]
CCCCCCCCCCCCCHHHHHACCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHERAR
08884556677 798999634BRTTRESEHA59995999999999998409885609959935094949
CCCCCCCCCCCCCHHHHHNCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHCCCCCHHHHHHHHERER
GOO89BTEERBAAAE999B7T998777778998009095999999998799955699999394949
COCCCCCCCCCCCHHHHRheCCCcoccCCCCHHHHHHHHHHHHHCCCCchHHAHHHHMHHE

0 B G0 100 110 120
HNECY DHGESAY TTVTGESSIPEI SLAQLAS INVKASGTSLEREFCRYFAPI TWNLETDEMAE
HHHHCCCCCCCCCCOCCCCCCCCCHHHHHHHAHRCCCCHHHHHAHHHHHEHHAHACCCCC
BTR236665221223560000456THH9HBEERZ04530HBBB9BRTTAHAS454 2060674
HHHHCCCCCCCCCCCCOCCCCCCCHHHHHHHHHHC CCCHHHHHHHHHHHHHHHHRRC CCC
G08177RES5433112124BBEER29999998R 762808 999BB9R8899A769RBA3AA 51
HHHCCCCCCCCCCooCCCCCCCCCHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHEHHHERRCCC OO
GETRBEBETTRTIHEESBEEETTTO99999008 7690089999993 0999998767995
HHHocCCCoeocoocoocoeCCCCacHHHHHHHHHHeCCCHHHHHHHHHHHHHHAHHCCCC o

130 140 150 1&d0 170 180
ANWEASGYKPSAKFAAFDFFDGVENPAAMOPESGLTREPTOEERTANATNEOVHLEQARAR
HHHHLLLLLLLLEEEHHHHLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHL
012202788542021000101245742255655632478B68887654333334555431
HHHHHCCCCHHHHHHHHHRCCOCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHAHHRHHHEHAR
S6R96598710201333201566687646897446669798990999999999059999745
HHHRRCCCCCCOCCEEEEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHRHEHHHHAAA
HEIIELEO9655434444345567BY 1178088/ YBI9EE999999999988 7 THEETS
hhHHHeCCCcooceeeeeecocooCCloccCCCooococCCCHHHHHHAHHARHERHHAARR

190 200 210 220
QDONNFASHEAFITEGODISGETPTIQFLEFPEHHHHHH
LLLLLLLLLLEELLLLLLLLLLLEEELLLLLLLLLLL
N0465333330220451266554010037T863234578
HCCCCCCHHHHHHCHRCCCCCCCCCCCOCCOCOCCCT
O1BER12177751001078987544789843245689
CCCCCCCCHHHHCCCOCOCCCOCCCOCCCCCCCCCCT
STEETET6454446TETHOORAGS5688988777777
ccCCococochhhheocoeCCCCCoccocCCCoocoooccCr
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Comparaison prédictions structures secondaires des différents mutants

AR 10 20 30 a0 50 B
Séquence MASTPNIAFPAITQEQMSSIKVOFPTSHLLESQEQLESVSTLMVARKVPAASYTTVALELY
CPgais CCCCCCCCCCOCCHAHAhheCCCococeCOCCHHHHHHHHHHHHHOCCCehHHHHHHAHAA
CPiaans CCCCCHHHEhheCCCececeCOCHHHHHHHHHHHEHheCCChhHHHHHHAHHA
Cpm.zm CCCCHHHHhhoCCCooccccCCCHHAMHHHHHHHEhecCCChhHHHHHHHHHH
F13A CCCCCCCCCCOCCHRHAhheCCCcccccCCCHHHHHHHHHHHHHCCCCehhHHHHHAHAR
F13G COCCCCCCCCCCCHHHEhheCCCeeeeCCCCHHHHHHHHHHRHH eCCChhh HHHHHHHHA
F13L CCCCCCCCCCCCCHHHHhheCCCoocCOCCCHHHHHHHHHHHHHeCCCehHHHHHHARHA
F13¥ CCCCCCCCCCOCCHIHEhheCCCccccCOCCHHHHHHHHHHHHHCCCCehHHHHHAARAHA
El19k COCCCCCCCCCCCHHHEEReCCCeeeeCCCCHHHHHHHHHBRHHeCCC o h R HHHHIIAN
E19p CCCCCCCCCCCCCHHHHHheCCCooceCCCCHHHHHHHHHHHBHCCCCehHHHHHARAHA
R 70 BO =Ty 100 110 120
Séquence  NFCYDNGSSAYTTVTGPSSIPEISLAQLASIVKASGTSLRKFCRYFAPT IWNLRTDKMAP
GP{..zu HHHeeCCCcccococaoooeCCCCaaeHHHHHHHHHheCCCHHHHHHHHHHHHBRHHhceCCe
CPiaas HHHcoCCCeooooooocoCCCoccHHHHHHHHhheCCCHHHHHHHARHHHHHHAhhCCC
EP|4.1|5 HHHeeCOC coecooooooeCCCCocHHHHHHHHRheCCCHHHHHHHHAHHHHHHHhe e OO e
F13A HHheelCCececoecaacCCCCecHHHHHHHHhheCCCHHHHEHHHRHHHHHHHheeCCe
F13G HHHccCCCooooococcoCCOCeeHHHHHHHHHhe CCCHHHHHHHHHARHHHARheeCC e
FI13L HHHcoOOCcococooococol00Cec HHHHHHHHHhe COCHHHHHHHHHHHHHHHHh e CC e
F13Y HHHeeCCCeeennanaacCCOCacHHHHHHHHHheCCCHHHHAHARHHBHAHAA heaCC e
E19K HHHcoCCCocooocccccoCCCCee HHHHHHHHHHeCCCHHHHHHARHHHAHHARRCCCC
E19P HHHeeCCCeocccooooocCCCCocHHHHHHHHHHECCCHHHHHHHHHHHHHHHAReCOC e
AR 130 140 150 L&0 170 180
Séquence  ANWEASGYKPSAKFAAFDFFDGVENEARMOPPSGLTRSPTQEERIANATHKOVHLFQAAR
CP.&.:]; hHHHHoCCCcccheeehhhoococoCCCooeCCCoooocoCCCHHHHHHHHHHHHARHHHHR R
CP]J.2|5 hhHHheCCCecochheeseecccoocCoococCCCooocccCCCHHHHHHHHHHHHERHHHERR
CP|4.11 5 hhHHHeCCCecccgpeeseeccoccCoooceCCCocoocCCCHHHHHAHHAHHARRHHEHR R
FI3A hhHHhCcCCCocooeeeeeecocoocncccCCConnoceCCCHHRHHHHHHAHHARHHRRRR
F13G hHHHHECC CecoreeeseeccenCCCooolCCocoocCOCCHHHHHHHARHARRRHHAARR
F13L hHHHHeCCCocchheeeehecccoCCCooelCCoonoeCCCHHHHHHHHHHHHRRHEHHE R
F13Y hHHHHCCCCcechheeeeeccocCCloocCCloococCCCHHHHHHHHHHHHRRHHARAD
E19K hhHHHCCCCocooeeeeeeccooCCCoccCCConoacCCCHHHHHHHHHHAHRRHHERAR R

E19P hhHHHCCC CocooeeeeaacoonCClooclCConooaCCCHHHHHHHHHHREHHhHEHAR R



AR 150 200 210 220
Séquence  QDNNFASHSAFITEGQISGSTPTIQFLPPFEHHHHHH

CPeas eceCCeccechhhhececcCCCoConaaCClocaanaCl
CPyaais ceCCeccechhheoocooCCOClococcClicacacaCl
CPaas coCCococcochhhococcoccCCClorcecoCCCococoooCO
F13A coCCecechhhhecooceCCCCCoeecCCCooooeall
F13G coCCeccchhhhococecfCoCCoeecClCeccacoCl
F13L coCCoccchhhhocoococCCCCCorecClCoocococonCO
F13¥Y cofCocechhhhececeCCCCCoeecCCCocccccCl
E19K ceCCecechhhheceecClCCCeocoeCClocceooCe

El19P coCCocochhhhoocooocCCCCCoocoeCCCocccooCl



