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Résumé 
Le Virus de la Mosaïque de la Papaye est un virus végétal filamenteux flexible. Son unique 

protéine structurale, la protéine de capside, est composée de 215 acides aminés. Le but de 

ce présent projet de recherche est de déterminer l'importance de l'extrémité N-terminale de 

la CP dans l'assemblage du PapMV. Des études antérieures à ce projet ont démontré que la 

délétion des cinq premiers acides aminés de la CP (CP6-215) n'affectait pas la capacité de la 

CP à se multimériser, alors qu'une délétion des vingt-six premiers acides aminés (CP27.215) 

conduisait à une incapacité de la CP à se multimériser. L'élaboration de mutants de délétion 

à l'extrémité N-terminale ainsi que leur expression dans la bactérie E. coli a permis de 

mettre en évidence l'importance de la phénylalanine retrouvée à la position 13 de la CP. 

Des mutations ponctuelles pour cet acide aminé ont permis de révéler le rôle que jouait 

l'hydrophobicité à l'extrémité N-terminale dans la multimérisation de la protéine de 

capside. 
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1.0 Introduction 
Au cours des dernières décennies, l'intérêt 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 système immunitaire, ce qui ouvre la porte 

au développement de plates-formes de vaccination versatiles dont le développement a été 

reconnu par l'organisation mondiale de la santé (www.who.oru). Le but est de générer une 

plate-forme vaccinale universelle à laquelle seraient fusionné des épitopes d'intérêt à la 

vaccination. La structure des virus végétaux possèdent des propriétés immunomodulatrices 

et peuvent être utilisés comme adjuvant capable de stimuler le système immunitaire en 

présentant à sa surface des milliers de copies d'un ou de plusieurs épitopes dérivés de 

pathogènes (Denis, Majeau et al. 2007). De plus, la rapidité de production des vaccins ainsi 

que les bons rendements obtenus à faibles coûts (Porta et Lomonossoff 1998) font de cette 

technologie une alternative aux vaccins traditionnels en permettant la vaccination à grande 

échelle dans les pays en voie de développement. Jusqu'à maintenant, plusieurs virus 

végétaux ont été étudiés à 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 et al. 2005). 

C'est en utilisant le Virus de la Mosaïque de la Papaye (PapMV), un virus flexible à 

symétrie hélicoïdale, comme plate-forme vaccinale que notre équipe tente de mettre au 

point des vaccins contre, entres autres, l'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 être établie jusqu'à maintenant, la création de ces vaccins 

demeure complexe. Jusqu'ici, nous avons obtenu du succès à présenter des épitopes 

d'intérêt en vaccination en fusionnant les peptides à l'extrémité C-terminale de la CP du 

PapMV. Cependant, il serait utile de caractériser d'autres points de fusion sur la CP afin 

d'augmenter l'efficacité de la plateforme vaccinale. 

Le 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 

http://www.who.oru
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déterminer le rôle de l'extrémité N-terminale de la PapMV CP dans sa multimérisation, 

puisqu'une délétion des vingt-six premiers acides aminés à cette extrémité résulte à une 

incapacité pour la nucléocapside à se multimériser. Pour commencer, des informations 

générales sur les virus de plante seront abordées, suivies de comparaisons entre le PapMV 

et d'autres virus apparentés à propos de leur protéine de coque et de leur assemblage. 
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1.1 Les virus végétaux 
Les virus sont des agents pathogènes 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 être 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 à ARN simple brin de polarité positive 

(Figure 1). Qu'ils soient constitués d'ADN ou d'ARN, les génomes viraux conservent tous 

les mêmes fonctions de base qui sont de coder pour les éléments essentiels à la réplication 

du virus, au mouvement de cellules en cellules et à l'assemblage en particules matures. 

750- , 1 

</> 3 t -

> 5 0 0 ->*-
O 

£ 
| 250-

O^J 1 I l I L J I ^ B _ ^ « - J 

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://www.dias.kvl.dk/plantviroloav/taxonomy.html. 

Les virus végétaux sont classés en deux grands groupes selon la symétrie de leurs capsides : 

les virus à symétrie icosaédrique et les virus à symétrie hélicoïdale. Les virus icosaédriques 

ont été longuement étudiés et leur structure a été bien caractérisée. Leurs protéines de 

capside sont reconnues pour leur repliement secondaire constitué majoritairement de 

http://www.dias.kvl.dk/plantviroloav/taxonomy.html


feuillets-bêta. Pour ce qui est des virus hélicoïdaux, les données structurales sont plus 

difficiles à obtenir. Jusqu'à maintenant, très peu d'études ont été publiées sur le sujet. 

Jusqu'ici, il a été impossible d'obtenir un échantillon homogène 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, l'échantillon protéique à étudier doit se trouver de façon 

très ordonné, cristallin et uniforme. De plus, la pureté et la concentration de l'échantillon 

sont essentielles pour parvenir à 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 complètement inutile 

pour les virus filamenteux puisqu'elle a pu être utilisée pour le virus de la mosaïque du 

tabac (TMV). En effet, ce virus peut former une solution gélosée très ordonnée où les 

hélices des virions sont alignées et qui peut diffracter les rayons X en produisant ainsi un 

patron de diffraction de fibre (Bawden 1936; Bernai 1941; Gregory 1965). Ainsi, la 

structure tertiaire de la CP du TMV a pu être déterminée (Figure 2) grâce à cette propriété 

de la protéine. 

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



5 

1.1.2 Structures de capsides étudiées par la résonance magnétique nucléaire 

La limitation à l'utilisation de la RMN concerne la taille des molécules à 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 à 

30 kDa. Plus la molécule à 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 

l'échantillon sont conditionnelles à l'obtention de bons résultats. De plus, les molécules 

doivent être stables tout au long de l'enregistrement des spectres. L'étude en RMN des 

virus filamenteux devient donc fastidieuse en raison de leur grande taille. Il faut donc 

trouver un intermédiaire de l'assemblage qui est stable, qui fait moins de 30 kDa et qui ne 

se multimérise pas en solution. Ces dernières exigences ne sont pas faciles à remplir 

lorsque l'on considère qu'une des caractéristiques essentielles des protéines de capside est 

leur grande capacité à se multimériser. C'est donc pour cette raison que très peu de 

structures de nucléocapside ont pu être déterminées grâce à cette méthode (Khorasanizadeh, 

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

1.1.3 Les virus hélicoïdaux 

Les virus hélicoïdaux peuvent être divisés en deux catégories selon la flexibilité de leurs 

capsides : on distingue les virus à bâtonnets rigides comprenant les genres tobamo-, tobra-, 

hordei- et furovirus et les virus filamenteux flexibles comprenant les genres potex-, caria-, 

clostéro-, poty- et bymovirus. C'est chez les virus à bâtonnets 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 Mosaïque du Tabac (Namba, 

Pattanayek et al. 1989; Bhyravbhatla, Watowich et al. 1998). Quant aux virus filamenteux 

flexibles, la structure tertiaire de leurs protéines de capside demeure toujours inconnue. Par 

contre, comme pour les virus à bâtonnets rigides, il a été établi 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 pathogène, les virus végétaux doivent être capables 

d'empaqueter leur génome viral. Cet auto-assemblage se déroule en trois étapes distinctes. 

Une représentation de cet assemblage chez TMV est illustrée à la Figure 3 (Culver 2002). 

La multimérisation de la protéine de capside en dimères, trimères ou disques est la première 

étape essentielle de l'assemblage. Ensuite, survient l'étape de nucléation où les multimères 

formés s'associent au génome viral par leur domaine de liaison à l'ARN ou à l'ADN 

provoquant ainsi un changement de conformation des protéines. Finalement, les particules 

virales atteignent leur maturité lors de l'étape d'élongation où l'affinité entre les multimères 

augmente à la suite de changements conformationnels. Ce processus de coopérativité se 

poursuit jusqu'à la formation de la particule complète. Ces trois étapes sont d'une grande 

importance puisque chaque étape est limitante et conduit à 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 à 

ces facteurs est propre à chaque famille virale et parfois même à chaque virus. 

lui plus de ces facteurs environnementaux, l'assemblage dépend aussi de la capacité des 

protéines de capside à interagir entre elles (interactions protéines-protéines) et avec les 

acides nucléiques (interactions ADN-protéines ou ARN-protéines). Chez les virus 

icosaédriques, l'équipe de Blink et Pleij a mis en évidence que les acides aminés les plus 

souvent impliqués dans la liaison à l'ARN sont la lysine et l'arginine, des résidus chargés 

positivement interagissant avec les charges négatives des groupements phosphate de l'ARN 

(Bink et Pleij 2002). Chez les virus en bâtonnets, les seuls domaines de liaison aux acides 

nucléiques connus sont retrouvés 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 l'assemblage chez le Virus de la Mosaïque du 
Tabac (Culver 2002). 

1.2 La famille des Flexiviridea 
Les virus végétaux faisant partie de la grande famille des Flexiviridea ont été regroupés 

ainsi car ils possèdent plusieurs caractéristiques communes (Adams, Antoniw et al. 2004). 

Comme le nom l'indique, ces virus sont flexibles et de longueurs variables (de 470 nm à 

plus de 1000 nm), mais avec un diamètre 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 3'. 

Cet ARN code pour deux à six cadres de lecture ouverts (Open reading frames-ORFs). 

Cependant, la majorité des virus en possèdent cinq ou six. 

Le premier ORF en 5' de l'ARN code pour une protéine de réplication de 150 à 250 kDa 

qui possède des motifs correspondants à une méthyl transférase, à une hélicase et à une 

ARN polymérase ARN-dépendante (Koonin et Dolja 1993). Les deuxièmes, troisièmes et 

quatrièmes ORFs codent pour les protéines impliquées dans le mouvement du virus de 

cellules en cellules dans la plante infectée. La plupart des virus possèdent le «Triple gène 

block» constitué des trois protéines de mouvement TGB1, TGB2 et TGB3, mais quelques 

virus parmi les Flexiviridea possèdent une seule protéine de mouvement appartenant à la 

superfamille des protéines '30K' (Melcher 2000). Ce sont les virus appartenant à cette 

catégorie qui ne possèdent que deux ou trois ORFs, en fonction de la position de la protéine 

de capside sur le gène (s'il fait partie du premier ORF ou s'il se trouve sur un ORF 

indépendant). Pour les virus à cinq ou six ORFs, c'est sur le cinquième ORF que se trouve 



l'information nécessaire à la transcription de la protéine de capside de poids moléculaire 

variant de 22 à 44 kDa. Finalement, le sixième ORF présent chez quelques virus est 

soupçonné de coder pour une protéine ayant des propriétés de liaison aux acides nucléiques 

(Adams, Antoniw et al. 2004). Les Flexiviridea ont été divisés en plusieurs genres selon 

des critères plus précis. On y retrouve 8 genres : les Allexivirus, les Capillovirus, les 

Carlavirus, les Foveavirus, les Potexvirus, les Trichovirus, les Vitivirus et les 

Mandarivirus. De plus, six virus n'ont pas encore été assignés à un genre. Un sommaire des 

caractéristiques typiques pour chacun des genres ou virus non assimilés à un genre faisant 

partie de la famille des Flexiviridea est présenté au Tableau 1. 

Gcnus Virion Icngih 
(nm) 

ORI *s Movement 
protein(s)a 

CP 
i k l ) ; i ) 

Potexvirus 470-580 .S TGB 22-27 
Mandarivirus 650 6 TGB 34 
Allexivirus ~8(X) 6 TGB 26-2'J 
Carlavirus 610-700 6 TGB 32-36 
Foveavirus 800+ 5 TGB 28-44 
Capillovirus 640-700 2 or 3 30K 25-27 
Vitivirus 725-785 5 30K 18-22 
Trichovirus 640-760 3 or 1 30K 21-24 

Viruscs nul assign ed lu ;i :vinr. 
lianaïui m il il inosaie virus 580 s TGB '/ 
( herry greeit rhift moule virus l(X)0+ 5 TGB 30 
( liens necrolic rusn u\<, nie virus 1000+ 5 TGB 30 
Citrus leaj Notch virus 060 .1 30K 41 
Potalo virus T 640 3 30K M 
Siifitirciiiic \triate inosaii ■-associalt'd virus 950 5 TGB 1 ; 

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

1.3 Les Potyvirus 
Les Potexvirus possèdent beaucoup de similarités avec d'autres virus filamenteux dont les 

Potyvirus. Le genre Potyvirus, genre majeur de la famille des Potyviridae, regroupe des 

virus filamenteux flexibles de 680 à 900 nm de long avec un diamètre de 11 à 15 nm 

(Urcuqui-Inchima, Haenni et 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 

file:///triate


(Urcuqui-Inchima, Haenni et al. 2001). À cause de la ressemblance dans l'organisation de 

leur génome, les Potyvirus ont été inclus dans le super-groupe des «picorna-like viruses». 

L'ARN viral possède une VPg (viral protein genome-linked) liée de façon covalente à 

l'extrémité 5' et une queue de poly(A) à l'extrémité 3'. Le génome code pour un seul et 

long cadre de lecture qui est traduit en une seule polyprotéine de 340 à 370 kDa qui sera 

clivée par la suite (Urcuqui-Inchima, Haenni et al. 2001) (Figure 4). 

PI HC-Pro Nia 

. t t tt **-*—* t 
0 - PI I HC-Pro P3 | Cl I m Nlb 

Nil Nlb CP J-*n 
6K1 0K2 

Figure 4. Organisation du génome des potyvirus. Tiré de Urcuqui-Inchima et al. (Urcuqui-
Inchima, Haenni et al. 2001 ) 

1.4 La protéine de capside des Potyvirus 
Les Potyvirus, comme les Potexvirus, possèdent une seule protéine structurale. Les CPs des 

potyvirus sont de poids moléculaires variant entre 28 et 40 kDa (Urcuqui-Inchima, Haenni 

et al. 2001). Elles peuvent être divisées en trois domaines: l'extrémité N-terminale, la 

partie centrale et l'extrémité C-terminale. La partie la mieux conservée entre les membres 

de ce groupe est la partie centrale. Les deux extrémités possèdent des séquences en acides 

aminés variables et sont exposées à la surface des particules virales. Les extrémités ainsi 

exposées sont sensibles à la dégradation par la trypsine (Urcuqui-Inchima, Haenni et al. 

2001). Quand les particules de potyvirus sont digérées par la trypsine, environ 50 acides 

aminés de l'extrémité N-terminale sont excisés (Shukla, Strike et al. 1988; Shukla et Ward 

1989; Anindya et Savithri 2003). 

Un modèle de la structure du Virus A de la Pomme de terre (PVA) a été développé à 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 : 



46% d'hélices-alpha et 16% de feuillets-bêta (Baratova, Efimov et al. 2001).Ce modèle est 

présenté à la Figure 5. 

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

1.5 L'assemblage des Potyvirus 
Chez le potyvirus Johnsongrass Mosaic Virus, des mutations effectuées aux acides aminés 

possiblement impliqués dans un pont salin proposé par Dolja (Dolja et Koonin 1991) ont 

révélé que ces résidus conservés entre les différentes familles de virus hélicoïdaux végétaux 

sont essentiels à la formation de NLPs. Des mutations ont également été introduites dans le 

gène de la CP du potyvirus Tobacco Etch Virus (TEV). Les résidus S122, RI 54 et D198 du 

TEV sont importants dans la formation de virions (Dolja, Haldeman et al. 1994; Dolja, 

Haldeman-Cahill et al. 1995). 

Anundya et al. ont récemment proposé un modèle d'assemblage pour le Pepper Vein 

Banding Virus (PVBV) à 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 modèle, présenté à la Figure 6, suggère l'implication des extrémités N et C terminales 

de la CP dans les premières étapes de l'assemblage. L'extrémité N-terminale d'une CP 

interagirait avec l'extrémité C-terminale d'une autre CP via des forces électrostatiques. Ce 

processus se poursuivrait jusqu'à l'obtention d'un intermédiaire de l'assemblage de 

coefficient de sédimentation de 16S. Ce «disque» serait indispensable à l'obtention de 



Il 

particules virales complètes. Une fois le disque formé, les extrémités N- et C-terminales 

peuvent être enlevées sans interférer dans le processus d'assemblage. 
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Figure 6. Modèle d'assemblage du Pepper Vein Banding potyvirus. (a) les extrémités N- et 
C-terminales interagissent ensemble (b) pour former un intermédiaire 16S en forme de 
disque (c) avec les extrémités exposées à la surface disponibles pour une digestion par la 
trypsine (f). Ces intermédiaires forment des NLPs à bas pH et à faible concentration 
ionique (d) et peuvent être reconvertis en intermédiaire 16S. Les extrémités N- et C-
terminales exposées à la surface peuvent aussi être digérées par la trypsine à partir des 
NLPs (e). Ces particules trypsinisées peuvent également être dissociées en intermédiaire 
16S (f). Les mutants CPAC23, CPAN53 (g) ne peuvent pas s'assembler en intermédiaire 
16S. Tiré de (Anindya et Savithri 2003). 



12 

1.6 Les Potexvirus 
Les virus du genre Potexvirus sont des virus filamenteux flexibles ayant des longueurs 

variant de 470 à 580 nm et un diamètre de 13 nm (Adams, Antoniw et al. 2004). Leur 

génome est constitué d'un ARN simple brin de polarité positive qui code pour cinq ORFs 

sur une longueur qui varie entre 5,9 et 7 kb. Les protéines de capsides codées par le 

cinquième ORF possèdent des poids moléculaires compris entre 18 et 27 kDa. Plus de 

vingt-cinq virus différents font partie du genre Polexvirus dont le virus modèle est le Virus 

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

1.6.1 Le Virus X de la Pomme de terre 

Le PVX est un virus flexible de 515 nm formé de 1300 copies de la protéine de capside 

enroulées autour de l'ARN simple brin de 6435 nucléotides (Huisman, Linthorst et al. 

1988). Cet ARN possède une coiffe à l'extrémité 5', est polyadénylée en 3' (Skryabin, 

Kraev et al. 1988) et code pour cinq ORFs : l'ORFl pour la réplicase, les ORF2, 3 et 4 

pour les protéines de mouvement et FORF5 pour la protéine de capside (Huisman, 

Linthorst et al. 1988; Skryabin, Kraev et al. 1988). 

1.6.2 Le Virus de la Mosaïque de la Papaye 

Le Virus da la Mosaïque de la Papaye (PapMV) fait partie du grand groupe des virus 

filamenteux flexibles et est membre de la famille des Flexiviridea du genre Polexvirus 

(Adams, Antoniw et al. 2004). L'hôte principal du PapMV est la papaye (Carica papaya 

membre de la famille des Caricacea), mais dix-sept autres espèces de plantes peuvent être 

également infectées (Purcifull et Heibert 1971). Les symptômes reliés à une infection au 

PapMV diffèrent selon l'hôte, mais se manifestent principalement par l'apparition d'une 

mosaïque (Figure 7A) ou de régions nécrosées sur les feuilles des plants infectés. Ce virus 

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



Figure 7. Caractérisation du PapMV. A) Mosaïque caractéristique à 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) Représentation du PapMV en cryomicroscopie électronique. Collaboration avec 
le Dr Huilin Li, BNL, Road Island, NY. 

Le génome du Virus de la Mosaïque de la Papaye est constitué de 6656 nucléotides (Sit, 

Abouhaidar et al. 1989). Comme pour le PVX, cet ARN simple brin de polarité positive 

code pour cinq protéines essentielles à la multiplication virale : une réplicase indispensable 

à la réplication du virus, trois protéines de mouvement TGBl, TGB2 et TGB3 (constituant 

le «triple gène 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 5' et 3', une coiffe à 

l'extrémité 5' ainsi qu'une queue de poly(A) à l'extrémité 3'. Les particules virales en 

forme de bâtonnets flexibles (Figure 7B) sont constituées de l'ARN viral entouré de 1400 

copies de la protéine de capside arrangées en hélice (Zhang, Todderud et 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 

à cinq nucléotides de l'ARN (Tollin, Bancroft et al. 1979). 
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Figure 8. Organisation génomique du PapMV. Légende : Cap : coiffe à l'extrémité 5', TGB 
1,2 et 3 : protéines de mouvement du «triple gène block», CP : protéine de capside, Poly A : 
queue polyadénylée à l'extrémité 3'. Tiré du mémoire de Marie-Hélène Tremblay 
(Tremblay 2005). 

1.7 La protéine de capside des Potexvirus 
L'alignement des séquences des CPs des membres du genre Potexvirus 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 révèle 

aussi que l'extrémité N-terminale est la partie la plus variable de la protéine. En effet, les 

différents potexvirus possèdent une extrémité N-terminale de longueur très variable 

(Annexe 1). 

1.7.1 La protéine de capside de PVX 

La PVX CP isolée à partir des virus purifiés se retrouve sous 2 formes majeures 

d'agrégation en solution, une forme 3-5 S et une forme 10-15 S (Kaftanova, Kiselev et al. 

1975). Lors de la préparation de virus purifiés à partir de plantes infectées, les particules 

virales du PVX sont sujettes à la dégradation par des protéases de la plante. Cette 

dégradation engendre le clivage de 19 à 21 acides aminés à l'extrémité N-terminale qui est 

présente à la surface des particules virales (Baratova, Grebenshchikov et al. 1992). 

Les résultats obtenus lors du bombardement au tritium des formes non dégradées et 

dégradées du PVX combinés à 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-bêta, ont été utilisés pour développer un modèle 

structural de la CP (Figure 9). Le bombardement au tritium des particules virales intactes 

révèle qu'environ 35 acides aminés à l'extrémité N-terminale sont situés à la surface des 
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virions. Sur les particules virales dégradées, l'extrémité C-terminale de la CP devient 

exposée au bombardement par le tritium suggérant que l'extrémité N-terminale masque 

l'extrémité C-terminale dans la protéine native (Baratova, Grebenshchikov et al. 1992). Les 

études d'activité optique de Raman suggèrent toutefois que ce modèle contient une trop 

grande quantité de feuillets-bêta biens définis aux extrémités N- et C-terminales (Blanch, 

Robinson et al. 2002). 

RNA interior 

a-a-corner 

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 possède une 

masse moléculaire estimée à 23 kDa (Verde, Malorni et al. 1989). Selon une prédiction de 

la structure secondaire, près de 50 % de la protéine serait repliée en structure d'hélice alpha 

(Tremblay 2005). Une étude récente (Tremblay, Majeau et al. 2006) a démontré que la 

protéine de capside portant une délétion sur les cinq premiers acides aminés de l'extrémité 

N-terminale (CP6-215) exprimée dans Escherichia coli était capable de s'assembler à 

l'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 

était produits sous forme de pseudovirions. Ce résultat suggère donc que la protéine de 

capside du PapMV possède une affinité pour certains des ARNs présents dans le 

cytoplasme de la bactérie. La même étude a démontré que la protéine CP6-215 et la protéine 

sauvage (PapMV CP WT) partageaient la même 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 possèdent une 

longueur dix fois plus élevée que les pseudovirionsde la protéine CP6-215 avec des longueurs 

de 500 nm et de 50 nm respectivement (Figure 10B, C et D). 
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Figure 10. Comparaison du virus PapMV WT et des NLPs de la protéine recombinante 
CP6-215. A) Spectroscopie de dichroïsme circulaire de CP6-215 NLPs en comparaison avec le 
virus PapMV WT. Photographie en microscopie électronique B) du virus sauvage (WT) C) 
de la protéine tronquée CP6-215. La barre représente 200 nm. D. Comparaison de la 
longueur des particules virales en microscopie électronique, (n = 150) 
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Une analyse de la PapMV CP réalisée par Marie-Hélène Tremblay (Tremblay 2005) 

démontre qu'elle contient quatre principaux domaines : un domaine hydrophobe compris 

entre les résidus 40 à 70, un domaine basique retrouvé entre les acides aminés 97 à 121 et 

deux domaines hydrophiles situés entre les acides aminés 110 à 140 et 155 à 200. Le 

domaine basique comprend 6 résidus chargés positivement soit trois lysines et trois 

arginines. De plus, la position relative de cinq de ces résidus est conservée dans les 

séquences de protéines de capside de cinq 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, Kl 33, K137, R161 et K198 pourraient être impliqués dans la liaison à 

l'ARN en interagissant avec les groupements phosphate chargés négativement de l'ARN. 

PapMV "QLASIVKfcSG TSIiMCFOÛfF APIIWNIRTD KTPPANWEA 
C o n s e n s u s -LAG-VKVAN -TLRRFCRY- AKVVWNIRLD KNLPANWAK 

PapMV AGYKPNAKFA AFDFFDGVEN PAAMQPPTGL flRSPTUEERr 
C o n s e n s u s AGYKEETKFA AFDFFDGVLN PAALEP-DGL I R-PTE-ER-

Figure 11. Conservation des acides aminés de la partie centrale des CPs des potexvirus 
(Tremblay, Majeau et al. 2006). D'après l'alignement des 20 CPs présentés à l'Annexe 1. 

Une analyse des acides aminés chargés les plus conservés chez les potexvirus dans la 

région comprise entre les acides aminés 97 à 168 a été effectuée (Figure 11 ) et neuf 

protéines portant diverses mutations ont été produites. Leur capacité à être exprimées dans 

E. coli, la similitude de leur structure secondaire en spectroscopie en dichroïsme circulaire 

avec la protéine sauvage, leur capacité à s'assembler en particules virales et leur affinité 

pour l'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 l'ARN 
avec CP6-215 EMSA 

K97A* Oui Non Non 
R104-K105-R108A* Oui Non Oui 
E128A Oui Oui Oui 
K133-K137A* Oui Non Non 
E148A Oui OUI Oui 
R161A* Non Non N.D. 

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

Pour quatre des six protéines présentes dans le Tableau 2, la substitution d'un, deux ou trois 

acides aminés chargés par une ou des alanines a été fatale pour la formation de virions 

(protéines marquées d'un *). Cependant, la filtration sur gel sur une colonne SuperdexIM 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 l'empêchant ainsi de prendre la bonne 

conformation (R161A), soit en modifiant son affinité pour l'ARN (K97A et K133-K137A), 

soit en modifiant sa capacité à interagir avec les autres protéines et à s'assembler en NLPs 

(R104-K105-R108A). En effet, il a été suggéré par Marie-Hélène Tremblay (Tremblay 

2005) que l'acide aminé RI04 pourrait être impliqué dans la formation d'un pont salin avec 

la D142 puisque ces acides aminés sont conservés chez plusieurs famille de virus végétaux 

filamenteux (Dolja, Boyko et al. 1991). Toutes ces modifications dans les fonctions 

primaires de la protéine de capside ont pour effet d'empêcher la formation de particules 

virales. La plupart de ces protéines étaient plutôt instables et difficiles à purifier à 

l'exception de la protéine K97A qui pouvait être purifiée en bonne quantité, demeurait 

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

Une analyse en filtration sur gel sur une colonne SuperdexIM 200 de la protéine K97A a 

permis de démontrer la présence de molécules à faible poids moléculaire (correspondant 

probablement à la forme monomérique, dimérique et trimérique de la CP), de disques 

formés d'environ 20 sous-unités de la CP et, finalement, de molécules à haut poids 
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moléculaires (correspondant probablement à des agrégats non spécifiques de la CP) (Figure 

12A) (Tremblay, Majeau et al. 2006). L'absence de NLPs a été confirmée en microscopie 

électronique (Figure 12B). De plus, l'incapacité de la protéine K97A à interagir avec 

l'ARN viral a été démontrée par des EMSA en utilisant une sonde marquée au y-32P 

correspondant au 80 premiers nucléotides de l'ARN viral du PapMV (Figure 12C). 

L'utilisation croissante de protéines (passant de 0 ng à 1500 ng) avec une quantité fixe de 

sonde marquée (165 fmol) n'a permis d'observer aucune interaction entre l'ARN et la 

protéine sous forme de disque (flèche rouge). Le complexe ARN-protéine identifié sur le 

gel serait plutôt du à une interaction entre la forme monomérique de la protéine et l'ARN 

marqué. 
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Figure 12. Caractérisation de la protéine recombinante K97A. A) Filtration sur gel de la 
protéine K97A sur la colonne Superdex'M 200 (ligne grise) en comparaison avec le profil 
obtenu avec le surnageant d'ultracentrifugation de la protéine CP6-2i5 (ligne noire). B) 
Microscopie électronique de la protéine K.97A purifiée. La barre représente 200 nm. C) 
EMSA de la protéine K97A. (Tremblay, Majeau et al. 2006) 

Pour ce qui est des deux autres protéines présentes dans le Tableau 2, les mutations El28A 

et El48A ont plutôt 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 à enlever l'imidazole utilisé pour leur purification, limitant ainsi leur étude 

(Tremblay, Majeau et al. 2006). 

Pour ce qui est de la protéine El28A, des analyses plus approfondies ont pu être effectuées 

grâce à la grande stabilité de la protéine. Une ultracentrifugation réalisée sur la protéine 

purifiée a permis d'établir que 100 % de la production se trouvait sous forme de NLPs 

(Figure 13A) (Tremblay, Majeau et al. 2006). 

L. f i I 
WT CPAN5 E128A 

C CWttjntf D 

o S î Jîll 
Prol»in-RNA 

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 (WT), de CP6-215 (CPAN5) et de E128A. 
150 NLPs ont servi à faire les calculs. EMSA de la protéine C) CP6.2|S. D) E128A 
(Tremblay, Majeau et al. 2006). 

La structure secondaire des protéines formant les particules a été comparée à celle de la 

protéine sauvage et les spectres se superposaient. Cependant, la mutation E128A semble 

avoir modifié l'affinité de la protéine de capside pour FARN viral, tel que le démontre 

FEMSA présenté à la Figure 13C et D. Puisque la protéine E128A se retrouve uniquement 

. Pi..j*hi-hN4 



sous forme de NLPs, les disques ont du être extraits à l'acide acétique tel que décrit 

auparavant (Erickson, Bancroft et al. 1976). Alors que les disques de la protéine CP6-2i5 

commencent à avoir une affinité pour l'ARN lorsque 500 ng de protéines sont présentes, il 

ne faut que 50 ng de disques de la protéine E128A pour interagir avec l'ARN marqué, soit 

une efficacité dix fois supérieure. Finalement, la longueur des particules produites a été 

calculée pour le virus sauvage (WT), pour CP6.215 et pour El28A et les valeurs ont été 

comparées (Figure 13B). Étonnamment, les particules virales formées dans E. coli pour 

E128A étaient cinq fois plus longues que celles de la protéine CP6-215 avec une longueur 

moyenne de 250 nm. Ce résultat suggère donc que la protéine mutée E128A peut plus 

efficacement supporter l'initiation et l'élongation de la particule lors de l'assemblage. 

1.8 L'assemblage des Potexvirus 
Les mécanismes d'assemblage chez les membres du genre potexvirus n'ont pas fait l'objet 

de beaucoup d'études. C'est chez le PapMV qu'on détient le plus d'informations sur le 

processus. 

1.8.1 L'assemblage 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 être obtenue (Figure 14). 

L'impact de plusieurs mutations introduites à l'intérieur de la PVX CP sur la morphologie 

des virions et sur leur caractère infectieux dans les protoplastes a été étudié par Chapman et 

al. (Chapman, Hills et al. 1992). Les résultats obtenus pour des mutants contenant des 

délétions à l'extrémité N-terminale de la PVX CP supportent le modèle structural proposé 

par Baratova et al. (Baratova, Grebenshchikov et al. 1992) qui prédit que cette extrémité 

serait exposée à la surface du virion. Cependant, des formes inhabituelles d'agrégation des 

virions dont les CP sont délétées à l'extrémité N-terminale ont été observées, ce qui 

suggère que cette extrémité participerait à 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 sous-unités pour 10 tours d'hélice. Chaque protubérance représente une sous-unité 
(Parker, Kendall et al. 2002). 

Une étude récente de Kozlovsky et al. (Kozlovsky, Karpova et al. 2003) portant sur la 

phosphorylation à l'extrémité N-terminale de la PVX CP confirme des résultats obtenus dix 

ans plus tôt. En effet, la mutation des résidus serine et thréonine à l'extrémité N-terminale 

pour des résidus alanine et glycine non phosphorylables rend les particules virales moins 

stables et plus susceptibles à une digestion par la trypsine. Également, les sous-unités de la 

CP ainsi mutées se désassemblent spontanément aux extrémités des virions (Kozlovsky, 

Karpova et al. 2003). Kozlovsky et al. suggèrent que le domaine N-terminal de la CP est 

impliqué à une des étapes de l'assemblage. Ils suggèrent aussi que ces mutations 

engendrent une diminution de la force des interactions protéine:protéine et peut-être 

ARN:protéine et causent ainsi la perte de stabilité des particules conduisant au 

désassemblage spontané observé aux extrémités des virions. 
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Figure 15. Représentation en microscopie électronique de l'assemblage à 25 °C de PapMV 
WT traité à l'acide acétique et de son ARN extrait du virus sauvage dans un tampon A) 10 
mM MES pH 6.0; B) 10 mM Tris-HCl pH 8.0. La barre représente 100 nm. Adapté de 
(Erickson et Bancroft 1978). Représentation en microscopie électronique de l'assemblage à 
25 °C de PapMV WT traité à l'acide acétique et de son ARN extrait du virus sauvage dans 
un tampon 10 mM Tris-HCl pH 8.0 dans un rapport protéine:ARN C) 1:4 et D) 1:20. 
Adapté de (Abouhaidar et Bancroft 1980). 

1.8.2 Assemblage du PapMV 
Les conditions nécessaires à l'assemblage du PapMV in vitro ont été longuement étudiées 

et des conditions optimales ont pu être déterminées : l'assemblage doit être effectué dans 

un tampon Tris-Hcl 10 mM à un pH de 8.0 et à une température de 25°C avec un rapport 

ARN:protéine de 1:20 (Erickson et Bancroft 1978; Abouhaidar et Bancroft 1980) tel que 

montré à la Figure 15. Selon une étude publiée en 1978, l'initiation de l'assemblage se fait 

à l'extrémité 5' de l'ARN viral et ne nécessite que les quarante-sept premiers nucléotides 

du génome du PapMV (Abouhaidar et Bancroft 1978). La spécificité de l'assemblage est 

essentiellement observée lors de l'initiation de l'assemblage et est fonction du pH. À un pH 

de 8.0, la protéine de capside du PapMV peut initier l'assemblage avec, outre son propre 

ARN, l'ARN viral de d'autres Potexvirus ainsi qu'avec des polyadénines et des 

polycytosines. Dans tous les cas, l'initiation se fait à l'extrémité 5' de ces ARN et nécessite 

une région riche en adénines et en cytosines, de telles régions étant considérées comme 

étant des régions sans structure secondaire. À un pH de 6.0, des assemblages non 
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spécifiques de la protéine de capside ont été observés autour d'ARN et d'ADN 

hétérologues (Abouhaidar et Bancroft 1978). 
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Figure 16. Caractérisation de la protéine recombinante CP27-215. A) Tamisage moléculaire 
de la CP27-215 (courbe noire) en comparaison avec les disques de la CP6.2i5 (courbe grise) sur 
une colonne Superdex™ 75 10/300. Le poids moléculaire du monomère a été estimé à 21,2 
kDa à l'aide des marqueurs de poids moléculaire (courbe pointillée). EMSA de la protéine 
B) CP6.2i5. C) CP27-215 (Lecours, Tremblay étal. 2006). 

Les travaux de mutations de Marie-Hélène Tremblay ont mené à la découverte d'un mutant 

de délétion qui ne se trouvait que sous la forme monomérique lorsqu'elle était exprimée 

dans E. coli (Figure 16A). La protéine CP27-215, portant une délétion des vingt-six premiers 

acides aminés à l'extrémité N-terminale, a été longuement étudiée par Katia Lecours en 

collaboration avec Marie-Hélène Tremblay en vue de l'utiliser pour des études 3D en 

RMN. 11 a été 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 CP27-215 a démontré son incapacité à interagir avec les 80 premiers 

acides nucléiques de l'ARN du PapMV (Figure 16B). 
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Figure 17. Prédiction de structure secondaire de la PapMV CP WT. Site Internet 
http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/ (McGuffin, 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). Il a été suggéré que cette hélice était peut-être impliquée dans la 

multimérisation de la CP en disques et en NLPs et que sa délétion résultait en une 

http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/
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incapacité pour la protéine d'interagir avec les autres protéines (Lecours, Tremblay et al. 

2006).Cependant, cette incapacité à former des multimères n'est probablement pas causée 

par un mauvais repliement de la protéine, tel que le suggère les études en spectroscopie de 

dichroïsme circulaire (Figure 18) (Lecours, Tremblay et al. 2006). 

Figure 18. Spectroscopie de dichroïsme circulaire de CP27-215 (monomère) en comparaison 
avec la protéine CP6-215 (disques). Tiré de Lecours et al. (Lecours, Tremblay et al. 2006) 

Malgré les informations obtenues avec ce mutant nous indiquant l'importance de 

l'extrémité N-terminale dans la multimérisation, les processus régissant l'assemblage du 

PapMV demeurent, encore aujourd'hui, méconnus. Nous supposons que les trois grandes 

étapes décrivant l'assemblage des virus de plantes présentés à 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 à quel moment ils sont 

essentiels. 
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1.9 Hypothèses et objectifs 

kA 1 1D 2D 30 
Séquence MSKSSMSTPlIIAFPAXT'QEQbdSSIKVI l'i ô 

C o n s e n s u s 

Figure 19. Séquence des 30 acides aminés présents à l'extrémité N-terminale de la PapMV 
CP ainsi que la prédiction de structure secondaire associée à ces acides aminés. Légende : 
C : non structuré; H : hélice prédite; flèche rouge : portion délétée du mutant CP27-215. 

L'objectif global de ce projet est de déterminer le rôle de l'extrémité N-terminale de la 

protéine de capside dans l'assemblage du virus de la Mosaïque de la Papaye. 

a) Le premier objectif de ce travail était d'établir un protocole standard et reproductible de 

production et de purification des protéines de capside du PapMV. 

b) Le deuxième objectif visé est de vérifier l'importance de l'hélice Q18-S23 prédite à 

l'extrémité N-terminale de la PapMV CP (Figure 19) dans l'auto-assemblage de la CP. 

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

structurales 3 D de la CP 

d) Finalement, le dernier objectif de ce travail est de vérifier que le caractère hydrophobe de 

certains résidus de l'extrémité N-terminale de la CP (Figure 19) est important pour les 

étapes d'initiation de l'assemblage. 
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2.0 Matériel et méthodes 
La composition des tampons, des milieux de culture et des réactifs pour les gels sont 

présentés à l'Annexe 2. 

2.1 Clonage 
Les formes mutantes du gène de la PapMV CP ont été clonées dans le vecteur d'expression 

pET-3d à partir du gène du mutant de délétion CP6-215 effectué précédemment par Marie-

Hélène Tremblay. La séquence de la protéine codée par ce gène est montrée à la Figure 20. 

Une alanine en position 2 (illustrée en rouge sur la Figure 20) a été ajoutée lors du clonage 

par l'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 à l'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 à 

l'Annexe 4. Les oligonucléotides utilisés afin d'introduire les mutations dans le gène ont 

été synthétisés par le Service de synthèse d'ADN du Centre de Recherche du CHUL. 

M/ STPN [AFPATTQEQ MSSIKVDPTS NLLPSQEQLK SV5TLMVAAK VPAAGVTTVA 
LELVNFCYDN GSSAYTTVTG PSSIPEISLA QLASIVKASG TSI.RKFCRYF APTIWNLRTD 
KMAFANWEA5 GYKPSAKFAA FDFFDGVENP AAMQPPSGLT RSPTQEER1A NATNKQVHLF 
QAAAQDNNFA 5NSAFITKGQ tSGSTPTIQF LPPPE HHHHHH 

Figure 20. Séquence en acides aminés de CP6-215. L'alanine additionnelle ajoutée par 
Marie-Hélène 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 chaînes (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 à l'intérieur du gène. 
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Stratégie # / 

Pour les mutations ponctuelles, l'ADN polymérase Pfu native (Stratagene, catalogue # 

600140) fut utilisée selon les conseils du fabriquant. Le principe était d'utiliser deux 

oligonucléotides avec des extrémités franches qui débutaient soit par l'acide aminé à muter, 

soit 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 à une échelle d'ADN (New England 

Bioloabs, catalogue # N3232, N3231). Lorsque la longueur du fragment correspondait à ~ 

5,2 kb, l'ADN était purifié à l'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 à l'aide de la polynucléotide kinase T4 

(New England Biolabs, catalogue # M0201) était nécessaire avant de circulariser le 

plasmide à l'aide de l'ADN ligase T4 (New England Biolabs, catalogue # M0202). La 

procédure est faite selon les directives du fabriquant. 

Stratégie # 2 

Pour les mutants de délétions, l'ADN polymérase Long Template (Roche, catalogue # 

1759060) fut utilisée lors de la réaction de polymérase en chaîne. La PCR a été réalisée 

selon les directives du fabriquant. Cette fois-ci, la stratégie était d'utiliser un premier 

oligonucléotide comprenant un site de restriction qui possède la méthionine initiatrice de la 

traduction (Ndel), suivi des nucléotides codant pour les premiers acides aminés situés après 

la délétion désirée. Le deuxième oligonucléotide 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 gène de la PapMV CP. Les deux oligonucléotides 

utilisés pointaient vers des directions opposées et le produit de la réaction comprenait le 

gène 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 

d'agarose 0,8 % et comparée à une échelle d'ADN (New England Bioloabs, catalogue # 

N3232, N3231). Lorsque la longueur du fragment correspondait à ~ 5,2 kb, l'ADN était 

purifié à l'aide du kit de purification des produits PCR (QIAgene, catalogue # 28106). Les 

extrémités du produit PCR devaient d'abord être digérées à l'aide de l'enzyme de 
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restriction Ndel (New England Biolabs, catalogue # ROUI) selon les directives du 

fabriquant. Une fois la réaction complétée, l'enzyme de restriction était inactivée 20 

minutes à 65 °C. Une étape de purification du produit PCR digéré à l'aide du kit de 

purification des produits PCR (QlAgene, catalogue # 28106) était nécessaire afin d'enlever 

l'enzyme inactivé ainsi que les nucléotides digérés afin d'éviter qu'ils interfèrent lors de la 

recircularisation du plasmide. C'est l'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 l'ADN polymérase Expand High Fidelily (Roche, catalogue # 1759078) qui fût 

utilisée pour les mutants CPH-ISO et CP27-iso- Le premier oligonucléotide utilisé était 

complémentaire aux six ou sept acides aminés suivant la délétion des treize ou vingt-six 

premiers acides aminés à l'extrémité N-terminale de la PapMV CP respectivement. Un site 

de restriction Ndel était aussi présent au début de l'oligonucléotide. Le deuxième 

oligonucléotide utilisé en sens inverse comprenait les nucléotides codant pour les acides 

aminés 176 à 180, six histidines, un codon stop et le site de restriction BamHI. Les 

fragments obtenus à la suite de la réaction de polymérase en chaîne étaient vérifiés par 

migration sur gel d'agarose 0,8 % et comparée à une échelle d'ADN (New England 

Bioloabs, catalogue # N3232, N3231). Lorsque la longueur des fragments correspondaient 

à ~ 500 pb pour CPH-ISO et ~ 460 pb pour CP27-180, l'ADN était purifié à l'aide du kit de 

purification des produits PCR (QlAgene, catalogue # 28106). Les extrémités des produits 

PCR devaient d'abord être digérés à l'aide des enzymes de restriction Ndel (New England 

Biolabs, catalogue # ROI 11) et BamHI (New England Biolabs, catalogue # ROI36) selon 

les directives du fabriquant. Une étape de purification des produits PCR digérés à l'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 

interfèrent lors de la recircularisation du plasmide. C'est l'ADN ligase T4 (New England 

Biolabs, catalogue # M0202) qui fut utilisé pour faire la ligation entre les fragments purifiés 

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

Afin d'amplifier les gènes mutés de la PapMV CP, des bactéries compétentes Escherichia 

coli DII5-a ont été utilisées. La transformation des bactéries compétentes s'effectue en 

mettant sur glace 30 minutes 200 \i\ de bactéries en présence d'environ 50 ng de plasmides, 

dans des microtubes de 1,5 ml (Ultident, catalogue # 24-SCT-150-SS-CS). Le choc 

thermique facilitant l'entré du plasmide à l'intérieur de la bactérie est fait à 42°C pendant 

90 secondes. Les bactéries sont ensuite mises sur glace pour cinq minutes. On ajoute 

ensuite 800 u.1 de milieu 2xYT (Annexe 2) et on incube les bactéries à 37 °C pendant 45 

minutes. Une fois l'incubation terminée, une brève centrifugation de 30 secondes à 15 800 

x g est effectuée afin de culotter les bactéries. L'excédent de milieu est jeté ( 800 (.il) et les 

bactéries sont resuspendues dans le 200 ul de milieu restant avant d'être étalées sur une 

gélose de 2xYT contenant de l'ampicilline 50 mg/L. Le gène de résistance à l'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 à 37 °C. 

2.1.3 Criblage des mutants 

À partir des colonies obtenues à la suite de la transformation des bactéries compétentes E. 

coli DH5a, l'extraction et la purification de l'ADN des clones sont faites en utilisant le kit 

QIAprep Spin Miniprep (QIAgen, catalogue # 27106). Les longueurs des ADNs purifiés 

sont vérifiées sur un gel d'agarose 0,8 % et comparées à une échelle d'ADN (New Eingland 

Bioloabs, catalogue # N3232, N3231). Lorsque les longueurs des fragments correspondent 

à ~ 5,2 kb, les ADNs sont soumis à une digestion enzymatique afin de vérifier la présence 

du gène de la PapMV CP. Cette digestion est effectuée à l'aide de l'enzyme de restriction 

Ndel (New England Biolabs, catalogue # ROUI) situé en 5' du gène et de l'enzyme de 

restriction BamHI (New England Biolabs, catalogue # ROI36) situé en 3' du gène. La 

longueur des fragments digérés est vérifiée sur un gel d'agarose 0,8 % en comparaison avec 

les marqueurs d'ADN (New England Bioloabs, catalogue # N3232, N3231). Finalement, 

les clones correspondants à ces critères sont séquences à l'aide d'une amorce 

complémentaire au promoteur T7 qui se trouve en amont du site de clonage multiple du 
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vecteur d'expression pET-3d. Les réactions de séquençages sont effectuées par le service 

de séquençage du centre de recherche du CHUL. 

2.1.4 Les mutants de délétions 

Les mutants de délétion qui ont été réalisés sont illustrés à la Figure 21. Tous les clones 

possèdent une séquence codant pour la queue de six histidines en 3' du gène de la PapMV 

CP. Aucun autre acide aminé n'a été ajouté dans les séquences comme ce fût le cas pour 

CP6-215 et CP27-215 avec les alanines situées après les méthionines initiales. 

GPMW 

CP«.JU 

CP13.au  

CPHOIÎ 

CPU.JU 

CP21-213 

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

Le mutant CP12-215 a été amplifié avec un site de restriction Ncol à l'extrémité 5' puisque 

cette fois-ci le site de restriction Ncol n'ajoutait pas une alanine supplémentaire au gène 

parce que l'acide aminé en position douze du gène de la PapMV CP est déjà une alanine. 

Les autres mutants portants des délétions à l'extrémité N-terminale ont été amplifiés avec 

un site de restriction Ndel à l'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 3' de la 

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

MASTPNLAFPAITO EQMSS'IKVD PTS 

MFPAITOE QMS'S'IKVDPTS 

MPAITOE OMSSIKVDPTS 

MAirOEOAISS'IKVDPTS 

RiSSKVDPTS 

CP13.au
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Nom  

CP13-215 Forward 
Reverse Ndel 

Séquence  

5' ACGTCATATGTTCCCCGCCATCACCCAG 3' 
3' GAAATTCTTCCT CTATATGTATACTGC A 

CP14-215 Forward 5' ACGTCATATGCCCGCCATCACCCAGGAA 3' 
Reverse Ndel 3' GAAATTCTTCCT CTATATGTATACTGC A 

CP15-215 Forward 5' ACGTCATATGGCCATCACCCAGGAACAAATG 3' 
Reverse Ndel 3' GAAATTCTTCCT CTATATGTATACTGC A 

CP21-215 Forward 5' ACGTCATATGAGCTCGATTAAGGTCGATCCA 31 

Reverse Ndel 31 GAAATTCTTCCT CTATATGTATACTGC A 

Tableau 3. Amorces utilisées pour les délétions du gène 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 mutants ponctuels 

Les mutants ponctuels réalisés à partir du gène de la CP6-215 sont illustrés à la Figure 22. 

Tous les clones possèdent une séquence codant pour la queue de six histidines en 3' du 

gène de la PapMV CP. De plus, puisque les mutants ont été réalisés à partir du gène de la 

CP6-215, tous les clones possèdent une alanine supplémentaire située immédiatement après 

la méthionine initiale. Tous les mutants ponctuels ont été clones avec les sites de restriction 

Ncol et BamHI. Les amorces utilisées pour les PCR sont présentées au Tableau 4. 
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6 30 215 
CPMU 1 " L ^ ~6Bls 

CP6.215 

F13A 

F13G 

F13L 

MASTPNIAFPATTQEQMSSIKVDPTS CP6.215 

F13A 

F13G 

F13L 

MASTPNIA vPAITOEOMSSIKVDPTS 

CP6.215 

F13A 

F13G 

F13L 

MASTPNIA" .PAITOEOMSSIKVriPTS 

CP6.215 

F13A 

F13G 

F13L MASTPNIA 1 PATrOEOMS'S'IKVDPTS 

F13Y MASTPNIA. PAITOEOIUN'STKVDPTS 

E19K MASTPNIAFPAITO OMS'STKVDPTS 

E19P MASTPNIAFPATTO. QMS'SIKVEPTS 

Figure 22. Schématisation des mutants ponctuels de la PapMV CP. Les lettres soulignées 
en noir représentent les acides aminés impliqués dans l'hélice 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 
Reverse 

5' GCGCCCGCCATCACCCAGGAACAA 3' 
3' CGTAGGTGTGGGTTGTATCGG 5' 

F13L Forward 
Reverse 

5' CTGCCCGCCATCACCCAGGAACAA 3' 
3' CGTAGGTGTGGGTTGTATCGG 5' 

F13G Forward 
Reverse 

5' GG7CCCGCCATCACCCAGGAACAA 3' 
3' CGTAGGTGTGGGTTGTATCGG 5' 

F13Y Forward 
Reverse 

5' TATCCCGCCATCACCCAGGAACAA 3' 
3' CGTAGGTGTGGGTTGTATCGG 5' 

E19P Forward 
Reverse 

5' CCGCAAATGAGCTCGATTAAGGTC 3' 
3' CGGAAGGGGCGGTAGTGGGTC 5' 

E19K Forward 
Reverse 

5' AMCAAATGAGCTCGATTAAGGTC 3' 
3' CGGAAGGGGCGGTAGTGGGTC 5' 

Tableau 4. Amorces utilisées pour les mutations ponctuelles dans le gène PapMV CP. Les 
nucléotides correspondants aux acides aminés mutés sont écrits en Italique. Légende : 
Forward : brin sens; reverse : brin complémentaire. 
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2.1.6 Les mutants CP_i4-ixo_et CPrjAM 
Les mutants CP^-iao et CP27-180 sont illustrés à la Figure 23. Des délétions de 13 ou 26 

acides aminés ont été réalisées à l'extrémité N-terminale de la PapMV CP en plus de la 

suppression des 35 derniers acides aminés à l'extrémité C-terminale. Ces deux clones 

possèdent quand même une séquence codant pour la queue de six histidines en 3' du gène 

de la PapMV CP. Aucun autre acide aminé n'a été ajouté dans les séquences comme ce fût 

le cas pour CP6.2is et CP27-215 avec les alanines situées après les méthionines initiales. 

215 
-6Hs 

-6Hïs 

-6Hs 

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

Les mutants CP]4.i8o et CP27-180 ont été amplifiés avec un site de restriction Ndel à 

l'extrémité 5' afin d'éviter l'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. 

Nom Séquence  

CP14-i8o Forward 51 ACGTCATATGCCCGCCATCACCCAGGAA 3' 
Reverse 3' GTCCACGTAGAGAAGGTGGTAGTGGTAGTGGTAATCATTCCTAGGCGTA 5' 

CP27-180 Forward 5' ACGTCATATGGATCCAACGTCCAATCTTCTG 3' 
Reverse 3' GTCCACGTAGAGAAGGTGGTAGTGGTAGTGGTAATCATTCCTAGGCGTA 5' 

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

6 

CPl4-180 

d?27-180 
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2.2 Production des protéines recoin binantes dans E.coli 
2.2.1 Transformation de bactéries compétentes par choc thermique 

Afin d'amplifier les gènes mutés de la PapMV CP, des bactéries compétentes Escherichia 

coli B121 (DE3) (Invitrogen, catalogue # C6000-03) ont été utilisées. La transformation des 

bactéries compétentes s'effectue en mettant sur glace 30 minutes 200 \x\ de bactéries en 

présence d'environ 50 ng de plasmides, dans des microtubes de 1,5 ml (Ultident, catalogue 

# 24-SCT-150-SS-CS). Le choc thermique facilitant l'entré du plasmide à l'intérieur de la 

bactérie est fait à 42°C pendant 90 secondes. Les bactéries sont ensuite mises sur glace 

pour cinq minutes. On ajoute ensuite 800 ul de milieu 2xYT (Annexe 2) et on incube les 

bactéries à 37 °C pendant 45 minutes. Une fois l'incubation terminée, une brève 

centrifugation de 30 secondes à 15 800 x g est effectuée afin de culotter les bactéries. 

L'excédent de milieu est jeté ( 800 \x\) et les bactéries sont resuspendues dans le 200 u,l de 

milieu restant avant d'être étalées sur une gélose de 2xYT contenant de l'ampicilline 50 

mg/L. Le gène de résistance à l'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 à 37 °C. 

2.2.2 Induction de la production de protéines 

Préparer une préculture contenant 20 ml de milieu 2xYT et 20 jutl d'ampicilline 50 mg/ml 

(50 ug/ml) et inoculer avec 3-4 colonies de bactéries provenant des transformations 

réalisées à la section 2.2.1. Incuber à 37 °C avec une agitation de 250 RPM pendant 4 

heures. Préparer une culture de 500 ml de milieu 2xYT dans un erlenmayer de 2 litres avec 

500 u.1 d'ampicilline (50 (ig/ml) et ajouter 1 ml de la préculture. Incuber à 37 °C avec une 

agitation de 250 RPM jusqu'à ce que la DO à 600 nm soit d'environ 0,6. Prélever 500 ul de 

la culture avant de l'induire avec 500 (al (1 mM) d'isopropyl-P-D-thiogalactopyranoside 

1M (IPTG) et d'ajouter 250 ul d'ampicilline (25 (ag/ml). Incuber à 22 °C avec une agitation 

de 225 RPM pour 16 heures. Prélever 500 (il de la culture après l'induction. 

Centrifuger les 500 (il de culture prélevés plus tôt 10 minutes 15 800 x g. Resuspendre les 

culots ainsi obtenus dans 100 ju.1 de tampon d'électrophorèse (Annexe 2) et ajouter 50 ul de 

tampon d'échantillon dénaturant 3X. Faire chauffer à 95 °C pour 10 minutes. Ces 
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échantillons représentent l'ensemble des protéines produites par les bactéries avant et après 

l'induction de la production de la protéine d'intérêt. L'efficacité de l'induction est vérifiée 

sur un gel tris-tricine. 

2.2.3 Lyse des cellules bactériennes 

Centrifuger la culture 15 minutes à 8 983 x g à 4 °C. Jeter les surnageants et resuspendre le 

culot dans 20 ml de tampon de lyse froid (50 mM NaH2P04, 300 mM NaCl et 10 mM 

imidazole, pH 8.0). Transférer le culot resuspendu dans un Falcon de 50 ml (Sarstedt, 

catalogue # 62.547.205). Ajouter 40 ul de PMSF 20 mM (40 uM) et 40 ul de lysosyme 100 

mg/ml (0,2 mg/ml). Incuber à -80 °C pour 30 minutes. Les culots peuvent être ainsi 

conservés plusieurs mois. Dégeler les culots sur glace. Une fois dégelés, lyser les bactéries 

en utilisant la Presse de French en faisant un seul passage à une pression de 750 PSIG. 

Faire un traitement DNAse en ajoutant 900 \x\ de DNAse 10 000 U/ml (Sigma, catalogue # 

D5025) et 1,5 ml de MgCl2 1M filtré. Laisser agiter 15 minutes à 22 °C sur une plaque 

agitatrice. Centrifuger 30 minutes à 20 442 x g à 4 °C. Centrifuger à nouveau 30 minutes à 

20 442 x g à 4 °C. Laver 3 ml de billes Ni-NTA (QIAgen, catalogue # 30230) pour 500 ml 

de culture en ajoutant 10 ml de tampon de lyse. Dans centrifugeuse de table, centrifuger 2 

minutes à 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 à 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'intérêts 
Les protéines sont purifiées à l'aide d'une colonne de polypropylène (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 NaH2P04, 300 mM NaCl et 20 mM 

imidazole, pH 8.0), 20 ml de tampon de lavage 2 (50 mM NaH2P04, 300 mM NaCl et 50 

mM imidazole, pH 8.0) et 20 ml de tampon de lavage 3 (10 mM Tris-HCl 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'être éluées par la 

gravité. Les protéines sont immédiatement dialysées une heure contre 500 ml de tampon 10 

mM tris-HCl pH 8.0 froid, suivi d'une deuxième heure contre 1000 ml du même tampon. 

Finalement, une dialyse de 16 heures contre 4 litres du même tampon vient compléter le 

processus d'élimination de l'imidazole. Les protéines dialysées doivent être ensuite 

conservées à 4°C. 

2.4 Électrophorèse des protéines et transfert de type Western 
L'efficacité de la purification des protéines est vérifiée sur gel de protéines tris-tricine SDS-

Page 10% coloré à l'aide du GelCode Bine Stain Reagent (Pierce, catalogue # 24590). Un 

marqueur de poids moléculaire, le Prestained protein marker (New England Biolabs, 

catalogue # P7708S), est utilisé afin d'estimer le poids moléculaire des protéines purifiées. 

Le transfert de protéine de type western sur une membrane de nitrocellulose est fait dans un 

appareil à transfert pendant 45 minutes à 200 mAmp. La membrane de nitrocellulose est 

bloquée pendant 30 minutes à 22 °C dans 25 ml de tampon de blocage (5 % de lait en 

poudre resuspendu dans du TBS). La membrane est ensuite incubée avec l'anticorps 

primaire (anticorps polyclonaux générés contre le PapMV) pour une dilution de 1/25000 2 

heures à température pièce dans le même 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 

l'anticorps secondaire (goat anti-rabbit IgG H&L-AP) couplé à l'alcaline phosphatase 

(GBiosciences, catalogue # 786-10AP-R44) à une dilution 1/25000 pendant 1 heure à 

température pièce. Les mêmes étapes de lavage sont reprises avant de révéler la membrane 

avec le substrat de l'alcaline phosphatase (NBT/BC1P) (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 à la lA en ajoutant 2 ml de tampon 

10 mM tris-HCl pH 8.0. L'ultracentrifugation est réalisée à 100 000 g pour 90 minutes dans 
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un rotor Beckman SW60ti. Le surnageant contenant les disques et les formes de faibles 

poids moléculaires (< 450kDa) est prélevé et conservé à 4 °C. Le culot de 

l'ultracentrifugation contenant les particules virales est resuspendu dans 300 ul de tampon 

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

2.6 Microscopie électronique 
La présence de pseudo-nucléocapsides virales est vérifiée par microscopie électronique. 

Les protéines purifiées sont diluées à 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 uJ 

d'eau, puis colorées avec 8 u,l d'acétate uranyle 2% (w/v). Les grilles sont séchées 2 heures 

dans un dessicateur avant d'être observée au microscope électronique (JEOL-1010) avec un 

voltage d'accélération de 80kV en utilisant un grossissement de 60 000 X à 120 000 X. Les 

images sont prises par le système informatique Gatan. 

2.7 Spectroscopie en dichroïsme 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 l'eau. Le spectre de dichroïsme circulaire des protéines 

à 20 °C est obtenu avec un spectrophotomètre Olis RSM 1000. L'échantillon est mis dans 

une cuvette de quartz de 1 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 

(MRW) ellipticity » selon la formule : 

[OJMRW = [0]*MRW/(10 x cxl) 

où [0]MRW est l'ellipticité molaire moyenne par résidu en degxcnfVdmol, [9] est l'ellipticité 

en degrés, MRW est la masse moléculaire moyenne des résidus de la protéine (la valeur 
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utilisée ici est 108 pour toutes les protéines), c est la concentration de l'échantillon en 

mg/mL et / est l'épaisseur de la cuvette en cm (0.1 cm). Les concentrations en protéines 

sont estimées en prenant une lecture de la DO280 dans un tampon guanidine-HCl 6M. Le 

coefficient d'extinction molaire des protéines dans ce tampon est tiré d'une analyse sur le 

site Internet: http://www.expasy.oru/tools/protparam.html. 

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

mobilité électrophorétique sur gel de polyacrylamide) 

2.8.1 Préparation de la sonde marquée au 32P 

Les EMSA sont réalisés en utilisant une sonde d'ARN simple brin. La sonde est composée 

des 80 premiers nucléotides à l'extrémité 5' dans la région non codante du génome de 

PapMV. À 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 à l'Annexe 4. On effectue ensuite une 

réaction de transcription In vitro en utilisant le kit 77 RiboMAX™ Large Scale RNA 

Production System (Promega, catalogue # PI320) selon les recommandations du 

manufacturier. L'ARN est purifié sur colonne de G-50 de séphadex Quick Spin Columns 

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

Marquage de l 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 

précipité à l'éthanol avant le marquage au y-32P. Le marquage de la sonde au y-32P est fait 

avec la polynucléotide kinase T4 (New England Biolabs, catalogue # M0201) selon les 

directions du manufacturier. La sonde est ensuite purifiée sur colonne G-50, extraite au 

phénol-chloroforme et précipitée à l'éthanol. L'ARN est ensuite resuspendu dans de l'eau 

et est dosé au spectrophotomètre. 

http://www.expasy.oru/tools/protparam
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Nom Séquence 

PapMV. 

PapMV. 

JNI. 

_INI_ 

_80F 

_80R 

Forward 

Reverse 

5'-actggaattcfaafacc;acfcacfafasraaaagaaacacaaagca-3' 

5'-actggaattcgcccgtttgattaccaagtgccttggccaaa-3' 

Tableau 6. Amorces utilisées pour amplifier la séquence d'initiation d'assemblage du 
PapMV. F : 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 ul. La réaction de liaison se fait à 22 °C pendant 60 

minutes. À la fin de la réaction, 2 uJ de bleu natif sont ajoutés à 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 à 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 Screeri) (Amersham Biosciences, catalogue # 63-0034-87). 

L'écran est ensuite lu à l'aide d'un Typhoon 9200 (Amersham Biosciences, catalogue # 63-

0055-74). 

2.9 Chromatographie par tamisage moléculaire sur FPLC 
Les protéines fraîchement purifiées et dialysées dans du tampon Tris-HCl 10 mM pH 8.0 

contenant 150 mM NaCl sont soumises à un tamisage moléculaire afin de déterminer le 

niveau de multimérisation de chaque protéine. Un appareil ÀKTA explorer™ est requis 

pour cette opération. Les colonnes SuperdexIM 75 26/60 (Amersham Biosciences, 

catalogue # 17-1070-01) et SuperdexIM 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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Superdex 75 sont : l'albumine de sérum de bovin (67 kDa), l'ovalbumine (43 kDa), la 

chymotrypsine-alpha (25 kDa) et la ribonucléase A (13,7 kDa) alors que ceux utilisés pour 

la colonne Superdex™ 200 sont : la thyroglobuline (669 kDa), la ferritine (440 kDa), la 

catalase (232 kDa) et Paldolase (158 kDa). Une régression linéaire simple du volume 

d'élution en fonction du poids moléculaire des marqueurs est faite. L'équation dérivée de la 

régression linéaire simple, de type y = mx + b, est ensuite utilisée pour déterminer le poids 

moléculaire des protéines analysées. 

2.10 Traitement à l'acide acétique 
L'obtention de disques à partir des NLPs de CP6-215, F13L et F13Y a été réalisée tel que 

décrit auparavant (Erickson, Bancroft et al. 1976). Deux volumes d'acide acétique glacial 

ont été ajoutés à un volume de NLPs et incubés une heure à 4 °C. L'ARN libéré est enlevé 

de l'échantillon par une centrifugation de 15 minutes à 10 000 g. Le surnageant fut récupéré 

et soumis à une ultracentrifugation de 2 heures à 100 000 g en utilisant un rotor Beckman 

50.2Ti 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-HCl pH 8.0 

2.11 Purification de PapMV à partir de plants infectés 
Toutes les étapes de la purification du virus doivent être faites à 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 broyât est filtré sur plusieurs 

épaisseurs de coton à fromage. Au volume recueilli, on ajoute du triton X-100 1% goutte-à-

goutte sous agitation. On laisse agiter 10 minutes. On ajoute goute-à-goutte du chloroforme 

(1/4 de volume) dans la glace. On incube ensuite 25 minutes sous agitation. On centrifuge 

20 minutes à 10 000 g. On récupère le surnageant et laisse évaporer le chloroforme sous 

agitation pendant 12 heures. Ensuite, centrifuger à 10 000 g pendant 20 minutes. On 

récupère le surnageant et on procède à une ultracentrifugation à 100 000 g pour 2,5 heures 

avec un rotor Beckman 50.2Ti. On jette le surnageant et on suspend le culot dans 6 à 12 ml 

de tampon Tris-HCl 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 



43 

minimum de tampon. On homogénéise et centrifuge 10 minutes à 20 442 x g. Le 

surnageant est ensuite transféré et on y ajoute du chloroforme (1/10 de volume), on vortexe 

et laisse décanter. On récupère ensuite le surnageant et ultracentrifuge pendant 3,5 heures à 

100 000 g sur un coussin de 30 % de sucrose dans un rotor beckman 70.1TL On jette le 

surnageant et suspend le culot dans 2 ml de tampon Tris-HCl 50 mM pH 8,0. On centrifuge 

5 minutes à 20 442 x g dans des microtubes de 1.5 ml (Ultident, catalogue # 24-SCT-150-

SS-CS), récupère le surnageant et ultracentrifuge 2,5 heures à 4°C. Le culot est finalement 

suspendu dans le plus petit volume possible de tampon Tris-HCl 50mM pH 8,0. 

2.12 Prédictions de structures secondaires 
Les prédictions de structure secondaire furent réalisées à l'aide de logiciels informatiques. 

Trois algorithmes différents furent utilisés pour chaque clone présent dans la section 2.1 : 

PROFsec (http://cubic.bioc.columbia.edu/pp), PSIPREP 

(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/psiform.html') et Sable-2 (hUp://sable.cchme.orsj,/). Les 

résultats obtenus pour les trois algorithmes pour chaque protéine sont présentés à l'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 H représente une région 

impliquée dans une structure en hélice-alpha et le E représente une région impliquée dans 

une structure en feuillet-bêta. Pour les prédictions réalisées avec les logiciels PSIPREP, 

Sable-2 et la séquence consensus : le C représente une région non structurée, le H 

représente une région impliquée dans une structure en hélice-alpha et le E représente une 

région impliquée dans une structure en feuillet-bêta. Pour les algorithmes PROFsec, 

PSIPREP et Sable-2, les niveaux de confiance des prédictions sont représentés par des 

chiffres où 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. 

http://cubic.bioc.columbia.edu/pp
http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/psiform.html'
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2.13 Échantillons RMN 
Cette section des manipulations fut réalisée par Katia Lecours. Le protocole détaillé pour la 

RMN se trouve dans les sections 2.17 à 2.19 de son mémoire (Lecours 2007). Les 

informations principales ont été résumées dans la section suivante. 

2.12.1 Préparation des échantillons pour RMN 

Des échantillons ont été préparés pour les différentes protéines monomériques à l'étude. 

Tous les échantillons furent filtrés dans des microtubes centrifugeables de 0,5 ml, Amicon 

Ultrafree -MC 0,22 u.m (Millipore), en répondant aux recommandations du fabricant. Une 

sonde cryogénique fut utilisée sur le spectromètre 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 

l'échantillon soit bien centré au centre de la bobine de l'aimant RMN. Afin de répondre à ce 

critère, des échantillons de 350 ul ont été préparés. Tous les échantillons ont été composés 

de 10 % D2O. Ceci a pour effet de bloquer le champ magnétique à une seule fréquence ce 

qui élimine les risques de fluctuation. De plus, 100 uM de DSS, servant de référence de 

déplacement chimique à 0 ppm, a été ajouté aux les échantillons. Le pH, pour chaque 

échantillon, fut mesuré à l'aide d'un pH-mètre équipé d'une électrode de 4 mm, en plus 

d'être évalué grâce au spectres RMN ÎD-'H par la position du pic d'imidazole à plus haut 

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

Protéine Marquage Volume 
(Kl) 

[protéine] 
(mM) Constitution 

CP27-215 >5N 350 0,15 
H2Û, 250 mM imidazole, pH 6,18, 
10 m M DTT, IX cocktail 
d'inhibiteurs de protéases, 0,1 % 
NaNi 

CP14.215 
,5N 350 0,15 

H20, 250 mM imidazole, pH 6,14, 
10 m M DTT, IX cocktail 
d'inhibiteurs de protéases, 0,1 % 
NaN3 

Tableau 7. Constitution des deux échantillons pour RMN de la PapMV CP. Adapté du 
mémoire de Katia Lecours (Lecours 2007). 
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2.12.2 Enregistrement des spectres RMN 
Cette étude est effectuée par RMN en solution. Le spectromètre RMN utilisé est un Varian 

INOVA 600 MHz, situé au pavillon Marchand de l'Université Laval, à Québec. Ce 

spectromètre est doté d'un champ à gradient puisé pour l'axe Z. Également, il était, au tout 

début du projet, muni d'une sonde à la température de la pièce à triple résonance. Depuis 

mars 2005, il est équipé d'une sonde cryogénique à triple résonance qui améliore 

grandement le ratio signal/bruit. Les spectres RMN ont été enregistrés à une température de 

283 K. Les paramètres d'acquisition des spectres sont présentés au Tableau 8. 

Protéine Échanti l lon N o y a u Nb de points 
complexes 

Largeurs 
spectrales 

Nb d'accumulations 
deFID 

CP27-215 
, 5 N 
0,15 m M 

'H 
,5N 

1024 
128 

12000 
1680 

1er et 5e= 176 
2e= 176 +mode TROSY 
3e=48 
4e=32 

CPl4-2|5 
l 5 N 
0.15 m M 

'H 
l5N 

1024 
64 

12000 
1680 48 

Tableau 8. Paramètres d'acquisition des 15N-HSQC enregistrés avec les deux protéines 
monomériques. Le nombre d'accumulations de FID est décrit 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 maîtrise. La description détaillée de la façon dont s'est 

déroulée l'analyse a été présentée à la section 2.19 du mémoire de Katia Lecours (Lecours 

2007). 
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3.0 Élaboration d'un protocole standard pour la 
production des PapMV CP 

3.1 Introduction 
Il a été récemment démontré qu'une délétion des cinq premiers acides aminés de la PapMV 

CP n'affecte pas sa capacité à former des pseudovirions dans E.coli (Tremblay, Majeau et 

al. 2006). Ce système d'expression de protéines utilisant la machinerie cellulaire de la 

bactérie E.coli est très efficace. En effet, pour un litre de culture bactérienne utilisée, de 40 

à 50 mg de la protéine CP6-215 peuvent être purifiées (Tremblay, Majeau et al. 2006). La 

production de protéines en utilisant les bactéries permet aussi l'auto-assemblage des 

pseudovirions dans le cytoplasme bactérien. Les protéines purifiées ont été caractérisée par 

des méthodes biochimiques et comparées à la protéine sauvage (Tremblay 2005; Tremblay, 

Majeau et al. 2006) : aucune différence structurale majeure entre les deux CPs n'a pu être 

détectée. En plus de nous fournir un bon outil pour la production de grandes quantités de 

protéines, l'expression dans E.coli permet une analyse rapide de formes mutantes et ainsi 

que de leur impact sur l'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 paramètres peuvent varier d'une production à l'autre, d'une personne à 

l'autre. Le premier objectif de ce projet était donc d'établir un protocole standard pour la 

production et la purification des protéines de capside qui serait bénéfique pour les protéines 

et qui serait identique d'une fois à l'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 à une des quatre grandes parties du 

protocole, soit la production, l'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 à la section 2.2.1 ainsi que celles précédant l'induction à l'IPTG à la 

section 2.2.2 ne diffèrent pas de celles décrites plus tôt par Marie-Hélène Tremblay 

(Tremblay 2005). Dans le but d'optimiser l'expression, un test sur le temps d'induction 

idéal fut réalisé avec la protéine CP(,_2i5. Des temps de 1, 2, 3, 4, 5 et 16 heures ont été 

testés. Le résultat est présenté à la Figure 24. 

La bande correspondante à la protéine CP6-215, 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 l'induction de l'expression de 

la protéine CP6-215. Les puits # 2 à 7 témoigne de la quantité accrue de protéines obtenues 

en fonction du temps. C'est après 16 heures d'induction que la quantité de protéines 

d'intérêt produites est à son meilleur. 

Figure 24. Profil d'expression protéique sur gel dénaturant SDS-PAGE 10 % de la CP6-215 à 
différentes durées d'induction. Légende. M : Marqueurs de poids moléculaires; puits 1-7 : 
Extraits bruts de E. coli suivant l'induction de l'expression de la CP6-215 à 22 °C pour les 
différentes durées d'induction. 1) 0 heure; 2) 1 heure; 3) 2 heures; 4) 3 heures; 5) 4 heures; 
6) 5 heures; 7) 16 heures. 

3.2.2 L'extraction des protéines (lyse bactérienne) 

Cette section concerne le protocole décrit à la section 2.2.3. Afin de réaliser la lyse 

cellulaire, deux appareils sont mis à notre disposition. La première technique, utilisée par 

Marie-Hélène Tremblay, est la sonication. Cette technique consiste à faire éclater les 
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cellules bactériennes par l'utilisation d'ultrasons en faisant de 5 à 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 à 13 000 RPM. 

La deuxième technique mise à notre disposition utilise plutôt une Presse de French. Cette 

fois-ci, la lyse bactérienne est causée par l'application d'une forte pression (750 PSIG) sur 

les cellules. Les débris cellulaires sont aussi enlevés par deux centrifugations successives 

de 20 minutes à 13 000 RPM. 

La Figure 25 montre une comparaison des deux méthodes pour une même protéine : la 

protéine CP14.215. La CP14-215 est produite uniquement sous forme monomérique (voir 

section 5.2.1). De plus, elle est sensible à la dégradation et forme facilement des agrégats 

non spécifiques lorsque soumise à un stress. La différence de profil obtenu pour les deux 

méthodes est facilement observable. Lors de l'utilisation de la sonication, plus de 75 % de 

la protéine se retrouve sous forme d'agrégats non spécifiques (courbe rouge, premier pic à 

42.89 ml). Ceci signifie que seulement 25 % de la production totale de protéines pourra être 

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 à 83.34 ml). 

L'emploi de cette deuxième technique apporte un rendement trois fois supérieur à celui 

obtenu auparavant. 
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TM Figure 25. Filtration sur gel de la protéine CP 14.215 sur la colonne Superdex 200 16/60. La 
courbe de couleur rouge représente le profil obtenu pour la protéine purifiée lorsque l'on 
utilise la sonication pour faire la lyse des cellules bactériennes. La courbe de couleur bleue 
présente le profil obtenu pour cette même protéine mais lorsque l'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 l'échantillon, nous 

avons pensé faire un traitement DNAse afin de détruire l'ADN et ainsi réduire la viscosité. 

Tel qu'attendu, l'échantillon devient beaucoup plus fluide après un traitement de 15 

minutes à 22 °C avec la DNAse. 

L'impact de l'ajout du traitement DNase fut mesuré par un simple test. La protéine CPÔ-215 

fut produite en duplicata et purifiée selon le même protocole à l'exception du traitement 

DNAse qui fut exécuté sur seulement un des deux échantillons. Une fois purifiées et 

dialysées, les protéines furent soumises à une filtration sur gel et comparées. La Figure 26 

nous présente les résultats obtenus. Les deux courbes présentées à 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 CP6-215 sans traitement DNAse et 1089,3 

mAU*ml pour CP6-215 avec traitement DNAse). 
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Figure 26. Filtration sur gel de la protéine CP6-215 sur la colonne SuperdexIM 200 16/60. La 
courbe de couleur mauve représente le profil obtenu pour la protéine sans avoir effectué le 
traitement DNAse (contrôle négatif). La courbe de couleur turquoise présente le profil 
obtenu pour cette même protéine en ayant subi le traitement DNAse tel que décrit à la 
section 2.2.3. 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. 

La différence entre les deux profils est facilement observable. Lorsque l'on ne fait pas le 

traitement DNAse, 65 % de la protéine CP6-215 se retrouvent sous une forme monomérique 

ou multimérique à faible poids moléculaire (moins de 232 kDa). Le reste de la protéine se 

trouve sous des formes multimériques à haut poids moléculaires : 30 % correspond à des 

disques de 450 kDa et 5% correspond aux multimères de plus de 670 kDa dont font partie 

les pseudovirions. Avec le traitement DNase, le pourcentage de protéines de faible poids 

moléculaires tombe à 15 %, alors que celui pour les disques augmente à 75 %. La 

proportion de protéines possédant un poids moléculaire supérieur à 670 kDa double, 

passant de 5 à 10 % de la production totale. 
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3.2.3 La purification des protéines 
Cette section concerne le protocole décrit à 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. À 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 connaître la quantité minimale d'imidazole 

nécessaire pour éluer la PapMV CP. 

Un premier test fût réalisé pour la protéine recombinante CP14.215. Nous avons diminué la 

quantité d'imidazole présente dans le tampon d'élution d'un facteur de trois. L'élution a été 

donc faite avec 300 mM d'imidazole. Après 30 minutes d'incubation avec ce tampon, les 

billes de nickel étaient à nouveau incubées avec un tampon d'élution, contenant cette fois-ci 

I M imidazole. Cette deuxième étape devait permettre de libérer toutes les protéines encore 

liées aux billes qui n'ont pas été libérées lors de la première élution. Les deux échantillons 

furent dosés au spectrophotomètre à une longueur d'onde de 280 nm. La totalité de la 

protéine avait été éluée avec 300 mM. 

II importait alors de vérifier si les résultats obtenus étaient extrapolables à la CP6-2i5. Nous 

avons donc procédé de façon identique. L'absorbance à 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 monomère CP14.215 n'étaient donc pas applicables à la protéine CP6-215. 

Afin de vérifier si les protéines éluées avec une faible quantité d'imidazole possédaient les 

mêmes caractéristiques que celles éluées avec 1M d'imidazole, un troisième test fut réalisé. 

Les deux élutions obtenues tel que décrit précédemment ont été soumises à une filtration 

sur gel sur une colonne SuperdexIM 200 16/60 et les résultats sont présenté à la Figure 27. 

La courbe de la CP6-215 éluée avec 1 M d'imidazole représente le contrôle dans cette 

expérience. L'élution de la protéine avec 300 mM a donné le profil suivant : 4 % sous 

forme de multimères de poids moléculaires supérieurs à 670 kDa, 8 % de disques de 450 

kDa et 88 % sous forme de multimères de faibles masses moléculaires. L'élution suivante 
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avec 1 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 à la colonne étaient sous une forme multimérique de haut poids moléculaire. 

L'élution avec 300 mM d'imidazole semble donc 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 à 450 kDa accrochées à la colonne. 
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Figure 27. Filtration sur gel de la protéine CP6-215 sur la colonne Superdex™ 200 16/60. La 
courbe de couleur orange représente le profil obtenu pour la protéine éluée avec 10 mM 
tris-HCl pH 8.0 et 300 mM imidazole. La courbe de couleur verte présente le profil obtenu 
pour cette même protéine éluée une seconde fois avec lOmM tris-HCl 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 à plusieurs reprises lors de la dialyse nous a conduits 

à nous poser des questions sur la pertinence de cette technique. Nous avons soumis la 

PapMV CP E19P (voire section 4.2.3) à une filtration sur gel sur une colonne SuperdexIM 

200 16/60 avant et après une dialyse de 18 heures dans du tampon 10 mM Tris-HCl pH 8.0. 

Les résultats sont présentés à la Figure 28. 
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Ï ' M 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 même protéine mais dialysée. 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 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 multimères de plus de 670 kDa, potentiellement des NLPs. Ce pourcentage 

grimpe à 98 % lorsque une dialyse d'au moins 18 heures dans du tampon 10 mM Tris-HCl 

pH 8.0 est réalisée. Ce dernier résultat a mis en évidence l'importance de ce traitement dans 

le processus de purification. 

3.3 Discussion 
La production de protéines 

La réussite de l'expression de la PapMV CP dans E. coli étant 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 CP6-2is. Des temps de une à cinq heures ont été comparés 

à celui utilisé précédemment (Tremblay, Majeau et al. 2006) de 16 heures. Une 

y-.28.B35x*
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augmentation croissante de CP6-2i5 en fonction du temps a pu être remarquée. De plus, le 

niveau d'expression des autres protéines bactériennes demeure constant tout au long des 

seize heures d'induction indiquant que l'augmentation de la production de la protéine 

d'intérêt est réelle et n'est pas due à une présence accrue de bactéries dans l'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 été utilisées en 

parallèle avec la protéine CP14.215. Cette CP monomérique est plus instable et sensible à la 

dégradation, tout comme la protéine monomérique CP27-215 étudiée par Katia Lecours 

(Lecours, Tremblay et 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 l'on utilise la sonication. 

Cette modification au protocole représente une grande économie de temps et d'argent 

puisque plus de 80 % de la CP14.215 est désormais utilisable (Figure 25). La sonication 

produit beaucoup de chaleur qui peut être dommageable pour la protéine d'intérêt. Notre 

équipe a démontré auparavant (Tremblay, Majeau et al. 2006) que le virus de la Mosaïque 

de la Papaye était particulièrement résistant à la chaleur, pouvant résister à des températures 

de plus de 80 °C. Les NLPs formés à partir de la CP6-215 pouvaient quant à eux résister à 

des températures de 60 °C. Cependant, cette résistance à la chaleur était intimement liée à 

la forme multimérique sous laquelle la protéine se trouvait. En effet, cette 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 à elle, ne produit que très peu de chaleur. Le tube en acier dans 

lequel les bactéries sont enfermées est conservé à 4 °C et les maintient à cette température 

tout au long de la procédure. Les protéases sont beaucoup moins actives à cette température 

qu'à 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 à 22 °C immédiatement après 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 CP6-215 qui se trouvait sous une forme multimérique de faible poids moléculaire 

a formé des disques ou des multimères 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 façon non spécifique autour d'ADNs hétérologues à un pH de 6.0 

(Abouhaidar et Bancroft 1978). Il est donc probable que, lors de la lyse, l'ADN bactérien 

ainsi libéré se lie de façon non spécifique aux CPs et bloque ainsi l'interaction potentielle 

entre les CPs et l'ARN. Lorsque l'ADN est dégradé, l'interaction ARN:protéine peut à 

nouveau ce faire. 

La purification des protéines 

La quantité d'imidazole nécessaire à la libération des CPs des billes de nickel fut étudiée 

pour deux protéines : CP6-215 et CP14.215. Aucune quantité minimale d'imidazole n'a pu être 

déterminée de façon à convenir à toutes les CPs. Une quantité de 300 111M d'imidazole était 

suffisante pour éluer la totalité des protéines monomériques CP14.215 alors que pour CP6.215, 

cette quantité ne suffisait pas. Le niveau de multimérisation des protéines n'est sûrement 

pas le seul facteur qui influence la libération des protéines, mais son rôle ne peut 

probablement pas être complètement exclu. 

La dialyse des protéines 

Les résultats présentés à la Figure 28 démontrent clairement l'importance de l'étape de la 

dialyse dans le processus de multimérisation des protéines. Une des raisons qui a été 

suggérée est que la dialyse permet de se départir des sels et de l'imidazole utilisés lors de la 

purification (voire section 2.3). Il a été suggéré pour plusieurs potyvirus que des 

interactions électrostatiques entre des résidus chargés positivement et des résidus chargés 

négativement hautement conservés entre les virus hélicoïdaux pourraient être impliqués 

dans le mécanisme d'assemblage des particules virales. Comme des résidus chargés sont 
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aussi présents chez les potexvirus, ces interactions pourraient aussi être impliquées dans 

l'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 à un assemblage plus efficace. 
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4.0 Implication de l'hélice Q18-S23 prédite dans 
l'assemblage du PapMV 

4.1 Introduction 
Notre équipe a récemment démontré que la délétion des cinq premiers acides aminés à 

l'extrémité N-terminale n'affectait pas la formation de pseudovirions (Tremblay, Majeau et 

al. 2006) alors qu'une délétion des 26 premiers acides aminés abolit complètement la 

formation de pseudovirions et mène à une forme monomérique de la protéine (Lecours, 

Tremblay et al. 2006). La formation de NLPs est possible grâce à la présence de deux types 

d'interactions essentielles: 1) les interactions ARN:protéines et 2) les interactions 

protéines:protéines. Lorsqu'une des deux interactions ne peut pas se faire, l'assemblage 

n'est pas possible. Dans le cas des virus filamenteux, l'assemblage se déroule en trois 

étapes (voire section 1.1). La première étape visant la multimérisafion de la protéine de 

coque en dimères, trimères ou disques requière des interactions protéines:protéines. La 

deuxième étape nécessite quant à elle des interactions ARN:protéines qui permettent le 

contact entre les multimères formés et les acides nucléiques. La dernière étape, 

l'élongation, implique les deux types d'interactions à la fois. 

L'introduction de mutations à l'intérieur du gène de la protéine de coque peut parfois 

affecter l'une ou l'autre de ces interactions, comme ce fut le cas pour CP27-215. En effet, 

l'étude de cette protéine selon plusieurs tests de caractérisation a permis de mettre en 

évidence son incapacité à se multimériser (Lecours, Tremblay et al. 2006). Il est important 

de signaler que cette incapacité à former des multimères n'est probablement pas causée par 

un mauvais repliement de la protéine, tel que le suggèrent les études en spectroscopie de 

dichroïsme circulaire (voir Figure 18). 

Non seulement cette protéine est produite uniquement sous forme monomérique dans E. 

colî, mais elle échoue aussi au test d'assemblage in vitro. Tel que montré à la Figure 16, la 

protéine CP27-215 ne possède pas d'affinité pour les 80 premiers acides nucléiques de l'ARN 

du PapMV. Cependant, il serait faux de conclure que cette délétion affecte la capacité de la 

protéine à se lier à l'ARN. Selon les trois grandes étapes de l'assemblage chez les virus 
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hélicoïdaux, qui semblent être valides pour PapMV, la première étape de multimérisation 

de la protéine de coque en disques est conditionnelle à la deuxième qui permet la liaison 

des multimères à l'acide nucléique. L'absence d'interaction entre les protéines CP27.215 et la 

sonde phosphorylée de la Figure 16 serait donc causée par l'absence de multimérisation. 

Ces dernières constatations nous permettent d'affirmer qu'il y a présence d'une région 

essentielle à la multimérisation comprise entre le sixième et le vingt-sixième acide aminé 

de la PapMV CP. En premier lieu, nous avons voulu vérifier la présence d'un élément 

structural reconnu pour être 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 à S23 (Lecours, Tremblay et al. 

2006). 

Chacun des six acides aminés impliqués dans l'hélice putative fut examiné : cette hélice 

débute avec la glutamine à la position 18 et possède les acides aminés suivants dans 

l'ordre : glutamine (Ql 8), acide glutamique (E19), glutamine (Q20), méthionine (M21), 

serine (S22) et serine (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, l'alignement des extrémités N-terminale des protéines de capside de 19 Potexvîrus 

fut utilisé pour déterminer le ou les acides aminés les plus importants (Figure 29). L'acide 

aminé le plus conservé parmi les six impliqués dans l'hélice putative est l'acide glutamique 

à la position 19 de la PapMV CP. Huit Potexvîrus sur 19 possèdent cet acide glutamique et 

trois autres possèdent un acide aspartique à cette position, ce qui implique un changement 

conservateur. Donc, onze des 19 Potexvîrus alignés possèdent un acide aminé chargé 

négativement à cette position. 
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Figure 29. Alignement de l'extrémité N-terminale des CP des Potexvirus. Les CPs de 8 
potexvirus sur 19 ont un acide glutamique à la position El9 de la PapMV CP et les CPs de 
3 autres Potexvirus ont un acide aspartique à la position El9. 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; 
WC1MV : White clover mosaic virus; AltMV: Alternanthera mosaic virus; CVX : Cactus 
virus X; P1AMV : Plantage asiatica mosaic virus; TVX : Tulip virus X; CsCMV: Cassava 
common mosaic virus; C1YMV: Clover yellow mosaic virus; HVX: Hosta virus X; LVX: 
Lily virus X; SMYEV : Strawberry mildyellow edge virus; PVX : Potato virus X; PapMV : 
Papaya mosaic virus. Adapté du mémoire de Marie-Hélène Tremblay (Tremblay 2005). 

De plus, 17 des 19 Potexvirus alignés ont un acide aminé chargé négativement situé à 

proximité de la position 19 de la PapMV CP (Figure 29, acides aminés surlignés en rouge). 

Etant donné la conservation de la charge négative à cette position, nous avons décidé de 

vérifier son importance pour l'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 l'assemblage a été vérifiée chez quelques virus 

végétaux. 

Une étude portant sur l'importance des ponts salins dans l'assemblage du Physalis moitié 

tymovirus (PhMV), un virus végétal icosaédrique de forme T=3, a été récemment réalisée 
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(Umashankar, Murthy et al. 2006). Deux ponts salins ont été découverts et leur rôle a été 

étudié par mutagenèse. Le premier pont salin étudié se fait via les acides aminés D83 et 

RI 59. L'acide aspartique de la position 83 serait exposé à la surface, alors que l'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 

l'assemblage du PhMV. Les auteurs ont donc conclu que ce pont salin apportait une 

stabilité additionnelle non essentielle à l'assemblage du virus. 

Le second pont salin à l'étude impliquait les acides aminés R68 et D150. Ces résidus se 

trouvent cachés à l'interface des sous-unités. La mutation de ces acides aminés mène à 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 à la structure des 

sous-unités ainsi qu'à l'assemblage (Umashankar, Murthy et al. 2006). De plus, ils 

suggèrent que les ponts ioniques se produisant à la surface sont moins importants pour la 

stabilité de la particule que ceux impliqués à l'interface des sous-unités. 

Une seconde étude fut menée sur le Potyvirus Pepper vein banding virus (PVBV) (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 modèle pour l'assemblage du PVBV. Ce modèle est présenté et décrit à la 

section 1.8. En résumé, ils proposent que l'extrémité N-terminale d'une CP interagirait 

avec l'extrémité C-terminale d'une deuxième CP et ainsi de suite jusqu'à l'obtention d'un 

intermédiaire de l'assemblage sous forme de disque, qui pourrait ensuite interagir avec les 

acides nucléiques pour former la particule virale mature. De plus,, ils suggèrent que les 

interactions entre les extrémités des CPs se feraient au moyen d'interactions 

électrostatiques. Ce modèle pourrait bien s'appliquer aux autres Potyvirus puisque leurs 

extrémités N- et C-terminale sont exposées à la surface et qu'elles contiennent toutes un 

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

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

PapMV ainsi que de vérifier l'implication et l'importance de l'hélice Q18-S23 prédite à 
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l'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 résultats obtenus pour 

les mutants de délétion CP15.215 et CP21-215 suivi de ceux obtenus pour les mutants ponctuels 

E19KetE19P. 

4.2 Résultats 
4.2.1 Prédictions de structures secondaires des mutants de délétion CPrs-Tjs et CPTNTJS 

Afin de vérifier l'importance de l'hélice Q18-S23 prédite par les prédictions de structure 

secondaire, deux mutants de délétions furent réalisés : CP15.215 et CP21-215. La Figure 30 

présente ces prédictions à l'extrémité N-terminale pour les deux mutants de délétion. 

La délétion des 14 premiers acides aminés ne semble pas affecter la formation de l'hélice 

Q18-S23 selon les prédictions de structure secondaire présentées à la Figure 30. Par contre, 

la délétion des 20 premiers acides aminés à l'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 rôle de Fhélice Q18-S23 dans la formation de multimères 

et dans l'assemblage. 

AA 10 20 30 40 50 60 
Séquence MASTPNIAFPAITQEQMSSIKVDPTSNLLPSQEQLKSVSTLMVAAKVPAASVTTVALELV 
CP6-2I5 CCCCCCCCCCCCCHHHHhhcCCCccccCCCCHHHHHHHHHHHHHcCCCchHHHHHHHHHH 
CP15..215 CCCHHHHHhcCCCcccccCCCHHHHHHHHHHHHHcCCChHHHHHHHHHHH 
CP21-215 CcccCCCcccccCCCHHHHHHHHHHHHHcCCChhHHHHHHHHHH 

Figure 30. Prédiction de structure secondaire à l'extrémité N-terminale pour les PapMV 
CP6-215, CP15.215 et CP21-215. Trois algorithmes différents furent utilisés pour chaque clone : 
PROFsec, PSIPREP et Sable-2 et le consensus de ces trois prédictions est présenté ici. Le C 
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 à l'Annexe 5. 
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4.2.2 Production et purification des mutants de délétion 
Les mutants CP15.215 et CP21-215 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 vérifiées 

sur un gel dénaturant SDS-PAGE (Figure 31). 
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Figure 31. Profil de purification des protéines CP15.215 et CP21-215. Gel dénaturant SDS-
PAGE pour les deux protéines. Légende : M : marqueurs de poids moléculaire; pET-3d (-) : 
lysat bactérien avant induction; Lysat CP15.215 ou CP21-215 : lysat bactérien après l'induction 
à l'IPTG 16h à 22 °C; CP 15.215 ou CP21-215 : élution des protéines avec 1 M imidazole. 

Malgré l'usage du protocole de production et purification amélioré décrit aux sections 2.2 

et 2.3, une très faible quantité de protéines CP15.215 et CP21-215 fut éluée. De plus, le niveau 

de pureté des éluats était médiocre. Lorsque qu'une dialyse afin d'enlever l'imidazole était 

effectuée avec les éluats, la majorité des protéines précipitaient et celles non précipitées 

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

délétion furent mis de côté. 

4 
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Figure 32. Comparaison de la protéine CP15.215 avant et après la dialyse sur gel dénaturant 
SDS-PAGE. Légende : M : marqueurs de poids moléculaire; CP15.215 avant : CP15.215 
élution avant la dialyse; CP 15.215 après : CP 15.215 élution après la dialyse de 16h dans 10 mM 
tris-HCl pH 8.0. 

4.2.3 Mutants ponctuels 

Puisque le rôle de l'hélice Q18-S23 n'a pu être déterminé à l'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 glutamique (E) à la position 19 

fut détectée. Deux mutants de cet acide aminé ont été réalisés dans le contexte de la CP6. 

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 à cet endroit était importante ou non. 

Le second mutant ponctuel codait pour une proline à la position 19 au lieu d'un acide 

glutamique (E19P); la proline étant reconnue comme un des acides aminés briseurs 

d'hélices. 

4.2.4 Prédictions de structure secondaire pour E19K et E19P 

Afin de vérifier l'impact de ces deux mutations sur la présence de l'hélice putative Q18-

S23, des prédictions de structure secondaire furent réalisées pour les deux mutants 

ponctuels et comparées à celle obtenue pour la CP6-215. Les résultats sont présentés à la 

Figure 33. 
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A A 10 20 30 40 50 60 
Séquence MASTPNIAFPAITQEQMSSIKVDPTSNLLPSQEQLKSVSTLMVAAKVPAASVTTVALELV 
CPÔ-215 CCCCCCCCCCCCCHHHHhhcCCCccccCCCCHHHHHHHHHHHHHcCCCchHHHHHHHHHH 
E19K CCCCCCCCCCCCCHHHHHhcCCCccccCCCCHHHHHHHHHHHHHcCCCchHHHHHHHHHH 
E19P CCCCCCCCCCCCCHHHHHhcCCCccccCCCCHHHHHHHHHHHHHcCCCchHHHHHHHHHH 

Figure 33. Prédiction de structure secondaire à l'extrémité N-terminale pour les PapMV 
CP6-215, 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 C 
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 à l'Annexe 5. 

Les résultats obtenus pour les prédictions de structure secondaire furent surprenants. Tout 

d'abord, le changement de la charge négative à la position 19 pour une charge positive ne 

semble pas avoir d'impact sur la formation de l'hélice putative. Ensuite, l'emploi de la 

proline à cette même 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 mutants 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 vérifiées sur un gel dénaturant 

SDS-PAGE (Figure 34). De bonnes quantités de protéines E19K et E19P peuvent être 

produites et purifiées sans problème. De plus, ces protéines peuvent aussi être dialysées 16 

heures dans du tampon 10 mM de Tris-HCl 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 après l'induction à l'IPTG 
16h à 22 °C; E19K ou E19P : protéines dialysées à la suite d'une élution des protéines avec 
1 M imidazole. 

4.2.6 Tamisage moléculaire de E19K et E19P 

Afin de connaître le profil de multimérisation des protéines purifiées, E19K et E19P furent 

soumises à du tamisage moléculaire sur une colonne Superdex™ 200 16/60 et comparée 

avec la protéine CP6-215. Le profil de multimérisation obtenu par tamisage moléculaire pour 

E19K ressemble beaucoup à celui obtenu pour la protéine de comparaison CP6-215 (Figure 

35A). Par contre, la quantité de protéines se trouvant sous une forme multimérique 

inférieure à 232 kDa est supérieure pour la protéine E19K, diminuant ainsi la quantité de 

disques et de multimères de plus de 670 kDa formés. Pour ce qui est de E19P, le profil 

obtenu est complètement différent : la majorité des protéines soumises au tamisage 

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

4.2.7 Microscopie électronique de E19K et E19P 

Afin de vérifier si les mutations introduites pour l'acide aminé 19 affectaient la capacité des 

protéines à former des NLPs, des grilles de microscopie furent réalisées tel que décrit à la 

section 2.6 pour les protéines E19K et E19P. Les résultats sont présentés à 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 

36D). 
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Figure 35. Tamisage moléculaire sur colonne SuperdexrM 200 16/60 A) de la protéine 
E19K. (courbe rouge) ou B) de la protéine E19P (courbe verte) en comparaison avec la 
protéine CP6-215 (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 : multimères de poids moléculaire supérieur à 670 kDa; 
disques : disques de 20 sous-unités de la CP de 450 kDa; LMWF : forme monomérique ou 
multimérique inférieure à 232 kDa. 

E19K E19P 

Figure 36. Microscopie électronique des protéines A) CP6-215; B) E19K, C) E19P. La barre 
représente 200 nm. D) Moyenne des longueurs des particules virales de CP6-215, de E19K. et 
de El 9P. 200 NLPs ont servi à faire les calculs. 

Étonnamment, la longueur moyenne des NLPs pour E19K et E19P était deux fois et six fois 

supérieure à celle obtenue pour la CP6-2i5 avec des valeurs de 100 nm, 300 nm et 50 nm 

respectivement. 
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4.3 Discussion 
Quatre mutants furent produits au cours de cette partie du projet de recherche. Tous avaient 

pour but de déterminer l'importance pour la multimérisation de l'hélice Q18-S23 prédite 

qui pourrait être impliquée dès les premières étapes de l'assemblage du PapMV. Les deux 

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

Les mutants ponctuels 

C'est donc dans l'optique de vérifier la présence d'un pont salin chez le PapMV que des 

mutants ponctuels furent produits. La première mutation qui a été effectuée était E19K où 

la charge négative apportée par l'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 à la position 19 (Figure 29, ScaVX et LVX). Ce mutant devait 

nous permettre de savoir si la charge négative à l'extrémité N-terminale est essentielle à la 

multimérisation en participant à des interactions électrostatiques. Cependant, les résultats 

obtenus pour E19K semblent plutôt infirmer l'hypothèse selon laquelle l'acide glutamique 

à la position 19 de la PapMV CP serait impliqué dans un pont ionique essentiel à la 

multimérisation. Malgré cette mutation, les protéines de capside conservent leur capacité à 

se multimériser en formant des disques et des NLPs. Par contre, tel qu'illustré à la Figure 

35A, la mutation semble tout de même légèrement affecter la capacité de la CP à se 

multimériser puisque qu'une plus faible proportion de CPs se trouvent sous forme 

multimérique supérieure à 450 kDa en comparaison avec la CP6-215. Par contre, les NLPs, 

une fois formées, étaient en moyenne deux fois plus longues que celles obtenues avec la 

CP6-215 (Figure 36D). Il serait donc possible que l'acide aminé El9 soit impliqué dans un 

pont ionique apportant une stabilité supplémentaire aux multimères mais non essentielle à 

la formation de particules tout comme c'est le cas pour le pont ionique D83-R159 du 

PhMV. 

Ensuite, nous avons voulu vérifier l'importance de l'hélice Q18-S23 prédite en remplaçant 

l'acide glutamique de la position 19 par une proline (E19P). Les prolines sont des acides 

aminés incompatibles avec les structures en hélice-alpha. En effet, elles sont souvent 

présentes au début ou à la fin de ces hélices. Chez les prolines, tel qu'illustré à la Figure 37, 
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la chaîne latérale est reliée à la chaîne principale se qui créé ainsi une torsion de la chaîne 

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 

à l'intérieur de l'hélice putative Q18-S23, nous pensions pouvoir la détruire et ainsi 

observer son impact. 

Figure 37. Représentation schématique de la proline. Légende : C : carbone; H : hydrogène; 
N : azote; O : oxygène. Tiré de http://upload.wikimedia.0rg/wikipedia/fr/8/8e/Proline.jpg. 

Contrairement à nos attentes et selon les prédictions de structure secondaire présentées à la 

Figure 33, l'ajout de la proline à la position 19 ne semble pas affecter la formation de la 

petite hélice prédite. Nous avons cependant produit quand même ce mutant dans E.coli afin 

d'observer sa capacité à former des pseudovirions. Plus de 98 % de la protéine EU9P se 

trouvaient sous forme de multimères de plus de 670 kDa (Figure 35B). De plus, la longueur 

moyenne des particules de E19P observées en microscopie électronique était six fois 

supérieure à celle obtenue pour CP6-215, avec des valeurs de 300 et 50 nm respectivement 

(Figure 36D). Jusqu'à 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 l'affinité des sous-unités de la CP entre elles se 

traduisant ainsi par une meilleure capacité à former des NLPs. 

En conclusion, les deux mutants ponctuels, tout comme ceux de délétion, n'ont pas permis 

d'établir l'importance de l'hélice Q18-S23 prédite. Des mutations supplémentaires dans 

cette région seraient nécessaires pour répondre à cette question. Il serait intéressant de 

produire des mutants ponctuels ou légèrement délétés qui aboliraient l'hélice prédite. 

http://upload.wikimedia.0rg/wikipedia/fr/8/8e/Proline.jpg
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5.0 Etude de l'implication de l'extrémité N-terminale 
dans la formation de NLPs 

5.1 Introduction 
Récemment, notre équipe a réussi à isoler une forme tronquée de la protéine de coque du 

PapMV (CP27-215) qui se trouve exclusivement sous forme monomérique (Lecours, 

Tremblay et al. 2006). Des études en résonance magnétique nucléaire ont été débutées avec 

cette protéine. Ces études ont été ralenties à cause de la sensibilité de la protéine à la 

dégradation (Lecours 2007). Il a été mesuré par des analyses en spectroscopie de masse, 

que 35 acides aminés situés à l'extrémité C-terminale de la CP27-215 sont clivés pendant 

l'acquisition des spectres RMN (Lecours 2007). Le résultat de ce clivage commence à 

«contaminer» les spectres RMN après seulement deux ou trois jours de collecte de données 

RMN. Ce problème de stabilité de la protéine monomérique CP27-215 persiste malgré l'ajout 

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

Pour pallier à ce problème, il est important d'identifier une autre forme monomérique stable 

de la protéine de capside. Les résultats obtenus au cours de la section précédente nous 

suggèrent que l'hélice-alpha prédite pour les acides aminés 18 à 23 n'est pas impliquée 

dans la multimérisation à l'extrémité N-terminale. Les protéines tronquées CP15.215 et CP21-

215 sont sensibles à la dégradation et sont difficiles à étudier. Nous nous intéressons à 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 où chaque sous-section présente un mutant de délétion différent : 1) 

CP14.215;2)CP,3-215et3)CP,4-180. 
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5.2 Résultats 
5.2.1 Mutant de délétion CP'U-TJS 

Le clonage et la production la protéine tronquée CP 14.215 ont été réalisés tel que décrit aux 

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

SDS-PAGE (Figure 38). 

La purification de la protéine CP14.215 s'est effectuée selon le protocole décrit à la section 

2.3. La protéine purifiée et dialyse a été vérifiée sur gel dénaturant SDS-PAGE (Figure 39). 

On peut remarquer à la Figure 39 qu'une partie de la protéine purifiée et dialysée a été 

dégradée (bandes indiquées par une flèche rouge). Une première bande correspondant à une 

protéine dégradée est apparente à environ 25 kDa et une seconde à moins de 6,5 kDa. 

Comme la protéine CP14.215 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. 

Figure 38. Vérification de l'induction de la CP14.215 sur gel SDS-PAGE. Légende : M : 
marqueurs de poids moléculaire; pET-3d (-) : lysat bactérien avant induction; Lysat CP14-
215: lysat bactérien après l'induction à l'IPTG 16 heures à 22 °C. 
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Figure 39. Gel dénaturant SDS-PAGE présentant la protéine CP14.215 purifiée et dialysée. 
Légende : M : marqueurs de poids moléculaire; CP14.215 : CP14.215 purifiée et dialysée. Les 
flèches rouges identifient les bandes de dégradation. 

Microscopie électronique 

Afin de vérifier la capacité de ce mutant à former des NLPs, des grilles de microscopie 

électronique furent réalisées avec la protéine CP 14.215 dialysée colorées à l'uranyle acétate 2 

%. La présence de NLPs n'a pu être détectée sur aucune des trois grilles préparées (données 

non présentées ici). 

Tamisage moléculaire 

Afin de connaître le profil de multimérisation de la protéine CP14-215, un tamisage 

moléculaire fut utilisé. Puisque que la protéine semblait incapable de former des NLPs, la 

colonne SuperdexIM 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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,'I'M Figure 40. Tamisage moléculaire sur colonne Superdex 75 26/60 de la protéine CP|4.2i5 
(courbe turquoise) en comparaison avec le monomère CP27.215 (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 CP14.215, tout comme la CP27-215, est produite exclusivement sous forme 

monomérique. Aucun disque de 450 kDa ne fût détecté. En effet, si une portion de la 

protéine avait été présente sous forme de disques, un pic d'absorbance aurait été visible aux 

environs de 108 ml puisque ce volume correspond au volume d'exclusion de la colonne. De 

plus, cette protéine est incapable de former des dimères en solution puisque, sur cette 

colonne, les formes dimérique et monomérique sont facilement séparables. Il est normal 

que la protéine CP14.215 soit éluée avant la CP27-215 puisqu'elle possède 13 acides aminés de 

plus, ce qui fait augmenter son poids moléculaire. 

Liaison à l'ARN 

La capacité de la protéine CP14.215 à se lier à l'ARN a été comparée à celle obtenue pour la 

protéine CP27.215. Il a été publié récemment que la protéine monomérique CP27-215 était 

incapable d'interagir in vitro avec des acides nucléiques (Lecours, Tremblay et al. 2006) 

(voire section 1.7.1). L'utilisation croissante de protéines (passant de 0 ng à 1500 ng) avec 
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une quantité fixe (165 fmol) de sonde (correspondant aux 80 premiers nucléotides de 

TARN viral du PapMV) marquée au y-32P n'a permis d'observer aucune interaction entre 

l'ARN et la protéine CP14.21J (Figure 41). Les résultats obtenus en EMSA pour CP27-215 sont 

donc applicables à CP14.215. 

o o 0 0 0 0 0 0 0 0 g o i o o m o m o i o 
O O 

0 0 0 0 0 0 0 o 
0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 m 

o m r- r- (N oj m r--.— .— 

Probe 
Probe 

CP2 7 .2 1 5 (ng) CP,4-2i5 (ng) 

Figure 41. EMSA de la protéine CPH.2]5 en comparaison avec celui de la protéine 
monomérique CP27-215. Des quantités croissantes de protéines ont été incubées avec une 
quantité constante de sonde d'ARN marquée au y-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 lié aux protéines. 

,5N-HSQC des PapMV CP,4.215 et CP27-215 
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 CP27-215 (Lecours 2007). 

Ces conditions sont décrites à la section 2.13. Des échantillons RMN possédant les 

conditions optimisées pour la CP27-215 ont été préparés. À l'aide de ces échantillons, des 

spectres 2D 15N-HSQC TROSY furent enregistrés à la première journée de leur préparation 

et deux semaines plus tard. Les paramètres d'acquisition ont été décrits préalablement dans 

la section 2.12. Pour CP27-215, 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 après deux semaines. Cette croissance du nombre de pics détectés 

en fonction du temps est un signe de dégradation de la protéine. 
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Les résultats obtenus avec la protéine CP14.215 sont comparables à ceux de CP27.215, mais 

avec un nombre de pics plus élevés qui correspondent aux treize acides aminés 

supplémentaires. La superposition des spectres enregistrés pour les deux protéines est 

présentée à la Figure 42. Il importe de mentionner que tous les pics correspondant aux 

régions structurées pour la CP27.215 sont aussi présents pour CP 14.215 et qu'ils sont situés aux 

mêmes déplacements chimiques indiquant que la structure est très semblable pour les deux 

protéines. Finalement, le spectre obtenu pour CP14.215 après deux semaines montre des 

signes de dégradation similaires à CP27.215. 
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Figure 42. 15N-HSQC de la PapMV CP27-215 (en rouge) et CP14-215 (en bleu) suivant les 
paramètres détaillés à la section 2.13. Tiré du mémoire de Katia Lecours (Lecours 2007). 

5.2.2 Mutant de délétion CPu^, 

Les résultats obtenus à la section précédente indiquent que la suppression des treize 

premiers acides aminés à l'extrémité N-terminale conduit à une forme monomérique 

instable. Nous avons donc vérifié les aptitudes de multimérisation d'une forme mutante de 

la PapMV CP comportant un acide aminé de plus à l'extrémité N-terminale (CP13.215). Le 
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clonage, la production et la purification de ce mutant ont été réalisés tel que décrit aux 

sections 2.1.1 (stratégie # 2) à 2.3. Les protéines induites et celles éluées ont été vérifiées 

sur gel dénaturant SDS-PAGE (Figure 43). 
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Figure 43. Vérification de l'induction et de l'élution de la CP14-215 sur gel SDS-PAGE. 
Légende : M : marqueurs de poids moléculaire; pET-3d (-) : lysat bactérien avant 
induction; Lysat CP14.215: lysat bactérien après l'induction à l'IPTG 16 heures à 22 °C; 
CP13-215 : CP13.215 purifiée et dialysée. 

Immédiatement après l'élution et la dialyse de la protéine CP13.215, on peut remarquer 

qu'une faible proportion de la protéine se trouve sous des formes dégradées (Figure 44, 

ligne CP13-215). La dégradation observée pour CP13.215 n'est pas comparable à celle obtenue 

pour le monomère CP14-215 (Figure 39). En effet, il semblerait que la dégradation observée 

pour CP13.215 ait affectée une plus faible quantité de protéines que pour CP14.215. De plus, la 

dégradation de CP13.215 semble survenir de façon plus variable, puisqu'au moins trois 

bandes mineures de dégradation peuvent être détectées entre les marqueurs de poids 

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

Figure 39. 
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Microscopie électronique 
Afin de vérifier la capacité de ce mutant à former des NLPs, des grilles de microscopie 

électronique furent réalisées avec la protéine CP13.215 dialysée et colorées à l'uranyle 

acétate 2 % (Figure 44). 
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Figure 44. Comparaison de la microscopie électronique des protéines A) CP6-2i5 et B) CP12-
215. La barre représente 200 nm. C) Moyenne des longueurs des particules virales de CP6.215 
et de CPi2-2i5- 250 NLPs ont servi à faire les calculs. 

Les NLPs observées pour CP13.215 sont de longueurs similaires à celles obtenues pour CP6-

215. 250 NLPs par mutant furent mesurées afin d'établir la longueur moyenne des NLPs 

formées à partir des deux protéines et des valeurs moyennes d'environ 50 nm ont été 

obtenues pour les deux mutants. Aucune différence particulière entre les NLPs n'a pu être 

observée en microscopie électronique. 

Tamisage moléculaire 

Afin de connaître le profil de multimérisation de la protéine CP13.215, un tamisage 

moléculaire fut utilisé. Puisque que la protéine possède la capacité de former des NLPs, la 



77 

colonne SuperdexIM 200 16/60 fut utilisée afin de vérifier la présence de disques de 450 

kDa et de multimères de poids moléculaires inférieurs à 232 kDa (Figure 45). 
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Figure 45. Tamisage moléculaire sur colonne SuperdexIM 200 16/60 de la protéine CP 13.215 
(courbe bleue) en comparaison avec la CP6-215 (courbe rouge). 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 : multimères de poids moléculaire 
supérieur à 670 kDa; disques : disques de 20 sous-unités de la CP de 450 kDa; LMWF : 
forme monomérique ou multimérique inférieure à 232 kDa. 

La protéine CP 13.215 a été séparée sur la colonne en trois populations distinctes, tout comme 

la protéine de référence CP6-215 : multimères de plus de 670 kDa, multimères d'environ 450 

kDa et finalement multimères de moins de 232 kDa. Malgré le fait que la délétion des 

douze premiers acides aminés n'empêche pas l'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 à 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 à 232 kDa est nettement 

supérieure pour la protéine CP13.215. 
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Liaison à l'ARN 
Afin de vérifier si la proportion réduite en NLPs de CP13.215 par rapport à CP5.215 est due à 

une affinité plus faible pour les acides nucléiques, un EMSA fut réalisé. Nous avons 

comparé l'affinité des protéines se trouvant dans le surnageant de l'ultracentrifugation, 

contenant les disques (multimère de 20 sous-unités) et les formes multimériques de poids 

moléculaires moindre, pour les deux protéines. Des quantités croissantes de CP 13.215 et CP6-

215 (servant de référence) ont été incubées avec 165 fmol d'une sonde d'ARN marqué au 7-
32P. Les complexes ont été déposés sur un gel de polyacrylamide en condition native. Le 

signal radioactif a été révélé utilisant un écran au phosphore et un «phosphoimager» 

(Typhoon). Les résultats obtenus pour les deux protéines sont présentés à la Figure 46. 

Aucune différence significative n'a pu être décelée entre les profils des deux protéines pour 

des quantités de protéines supérieures à 50 ng. Ces résultats suggèrent donc que la liaison 

de la protéine de capside à l'ARN n'est pas affectée par la délétion des douze premiers 

acides aminés. 
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Figure 46. EMSA A) de la protéine CP 13.215 en comparaison avec celui B) de la protéine de 
référence CPf,.2i5- Des quantités croissantes de protéines ont été incubées avec une quantité 
constante de sonde d'ARN marquée au y-32P. 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 ; ProteimRNA complex : protéines liées aux acides 
nucléiques marqués. 
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Spectroscopie en dichroïsme circulaire 
Afin de vérifier la structure secondaire de CP13.215, les NLPs récupérées dans le culot de 

l'ultracentrifugation (voire section 2.5) furent soumises à un test en spectroscopie de 

dichroïsme circulaire (Figure 47). 
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Figure 47. Comparaison du spectre CD des NLPs de la protéine CP13.215 (courbe bleue) à 
celui des NLPs de la protéine CP(,_2i5 (courbe orange). 

On peut remarquer que les deux spectres CD sont très similaires. Les deux courbes 

présentent un minimum à 207 nm et un autre à 222 nm. Cependant, le pic à 207 nm du 

spectre CD de la protéine CP13.215 semble moins prononcé que celui obtenu pour la protéine 

de comparaison. Par contre, les prédictions de la structure secondaire pour les deux 

protéines ne révèlent aucune différence significative de structure secondaire entre elles 

(Annexe 5). 

5.2.3 Mutant tronqué CPu-ixo 

L'utilisation de la protéine CP14.215 en RMN par Katia Lecours présente aussi des 

problèmes de dégradation semblable à ceux obtenu pour la protéine CP27-215. Une analyse 



80 

en spectroscopie de masse effectuée par Katia Lecours sur la forme dégradée de la CP27-215 

a permis d'identifier l'emplacement exact du clivage (Lecours 2007). En effet, le clivage 

aurait lieu à l'extrémité C-terminale de la protéine et enlèverait les 35 derniers résidus. La 

forme CP14.180 a donc été clonée et la protéine a été exprimée. Le clonage de ce mutant est 

décrit à la section 2.1.1 à la stratégie # 3. Ce clone fut exprimé dans E. coli et purifié 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 CPH-ISO sur gel dénaturant SDS-PAGE. 
A) Vérification de l'induction de la CPH-ISO- Légende : M : marqueurs de poids 
moléculaire; pET-3d (-) : lysat bactérien avant induction; Lysat CPH-ISO: lysat bactérien 
après l'induction à l'IPTG 16 heures à 22 °C. B) Vérification de l'expression de la protéine 
CP14.180 purifiée et dialysée. Légende : M : marqueurs de poids moléculaire; CP14.180 : CP14. 
180 purifiée et dialysée. 

La protéine CP14.180 a été purifiée et dialysée sans causer de la dégradation, tel qu'il fut 

observé pour la protéine CP14-215 (Figure 39). De plus, le niveau de pureté du double mutant 

purifié est supérieur à celui observé pour CP 14.215. Cette protéine se retrouve à une masse 

moléculaire de 25 kDa lorsque soumis à un gel SDS-PAGE, ce qui correspond à la forme 

dégradée de CP 14.215 (Figure 39). 
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Microscopie électronique 
Malgré le fait que la protéine CP 14.215 soit incapable de former des NLPs, nous avons voulu 

vérifier quand même que cette incapacité était aussi présente chez le double mutant CP14. 

180- Des grilles de microscopie électronique furent réalisées avec la protéine CP14.180 

dialysée et furent colorées à l'uranyle acétate 2 %. La présence de NLPs n'a pu être 

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

Tamisage moléculaire 

Afin de connaître le profil de multimérisation de la protéine CP14.180, un tamisage 

moléculaire fut réalisé. Puisque que la protéine est sûrement produite uniquement sous 

forme monomérique, la colonne Superdex1 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 à 4 °C pendant 4 semaines avant d'être soumise au tamisage 

moléculaire. Puisque nous avions enlevé les extrémités qui devaient être clivées lors de 

l'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 à la Figure 49 que le pic d'élution de la colonne est très large, 

s'étendant 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 suggère donc que la protéine CP14.180 se trouve sous 

deux formes différentes de poids moléculaires légèrement différents. Donc, la protéine 

serait donc encore sensible au clivage lorsque entreposée quelque temps. 
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(courbe mauve). 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. 

Comme les deux populations protéiques de CPH-ISO sont éluées à des volumes très 

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 CP27-215 par Katia Lecours (Lecours 

2007). Nous avons donc décidé de refaire la même procédure mais avec le double mutant 

de délétion CP27-180, en supposant que la dégradation observée pour CPH.ISO se produit à 

l'extrémité N-terminale. Les analyses en spectroscopie de masse réalisées avec la CP27-215 

montrent que la dégradation survient à un endroit précis à l'extrémité C-terminale. Nous 

pouvons donc penser que la dégradation observée pour CPo-iso est due aux treize acides 

aminés supplémentaires à l'extrémité N-terminale. Le protocole de clonage de ce nouveau 

mutant est décrit à la section 2.1.1, stratégie # 3. Cependant, des problèmes de clonage sont 

survenus à ce moment et le clone sans mutation non désirée n'a pu qu'être obtenu que tout 

récemment. Le temps nous étant compté, la nouvelle protéine CP27-180 n'a pas pu être 

exprimée dans E. coli. 
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5.3 Discussion 
Les mutants de délétion CP13-215 et CP14.215 

Cette section du projet fut très importante puisqu'elle a permis d'identifier plus précisément 

la région impliquée dans la multimérisation à l'extrémité N-terminale. Nous avons pu 

identifier exactement le nombre d'acides aminés essentiels à l'extrémité N-terminale pour 

permettre la multimérisation. Les douze premiers acides aminés ne sont pas nécessaires à la 

multimérisation, car ils peuvent être enlevés sans pour autant empêcher la formation de 

disques et de NLPs. Cependant, il est possible qu'ils jouent un rôle dans la multimérisation 

et dans l'assemblage puisque la comparaison des profils de multimérisation des protéines 

CP6-215 et CP|3_2i5 relève une différence d'efficacité de multimérisation (Figure 45). 

La proportion de multimères de poids moléculaires inférieurs à 232 kDa est nettement plus 

importante pour CP 13.215, alors que celle des multimères 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 être expliquée par la diminution de 

l'affinité des disques pour les acides nucléiques comme en témoigne la Figure 46. Cela 

suggère donc que les douze premiers acides aminés pourraient être impliqués dans les 

interactions protéines:protéines donc, à la première étape de l'assemblage qui conduit à 

l'obtention de disques ainsi qu'à la dernière étape d'élongation qui mène à la formation de 

particules virales matures. Les NLPs formés sont très semblables à celles de la protéine de 

référence CP6-215 (Figure 44). La raison de la réduction de l'efficacité de l'assemblage pour 

la protéine CP13-215 demeure toujours inconnue. 

Lorsque les treize premiers acides aminés à l'extrémité N-terminale sont enlevés, la 

protéine de capside perd sa capacité à se multimériser. Le tamisage moléculaire de la CP14. 

215 (Figure 40) démontre bien que la totalité de la protéine est produite sous forme 

monomérique. Tout comme CP27-215, la CP14.215 est incapable de se lier aux acides 

nucléiques correspondant aux 80 premiers nucléotides de l'ARN du PapMV (Figure 41). 

Cependant, cette CP est très sensible à la dégradation, car une certaine proportion de la 

protéine fraîchement purifiée et dialysée se retrouve sous une forme dégradée. Il a été 
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suggéré que cette dégradation se déroulait de façon similaire à celle observée pour CP27-215 

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

Afin de vérifier l'impact des 13 acides aminés supplémentaires sur la structure de la 

protéine monomérique, des spectres RMN furent enregistrés pour la CP14.215. Selon les 

prédictions de structure secondaire, une différence devrait être observée entre les spectres 

RMN des protéines CP14-215 et CP27-215, puisque une hélice-alpha de six acides aminés est 

prédite pour les résidus 18 à 22 et que ces résidus sont absents pour la CP27-215 (Annexe 5). 

La comparaison des spectres RMN des deux protéines semble plutôt infirmer cette 

hypothèse. On remarque qu'il y a plus de pics présents au centre du spectre, ce qui 

correspond à une région non structurée (Lecours 2007). Tous les pics correspondant aux 

régions structurées pour la CP14-215 sont aussi présents pour la CP27-215. De plus, ces pics 

sont aux mêmes déplacements chimiques ce qui indique que la structure est très semblable 

pour les deux protéines. Ces résultats nous amènent à supposer que les acides aminés 13 à 

26 ne seraient pas structurés contrairement à ce qui est suggéré par les prédictions de 

structure secondaire pour les résidus Q18 à S23. Évidemment, les résultats préliminaires en 

RMN sont plus fiables que ceux obtenus pour les prédictions de structure secondaire, qui ne 

sont fiables qu'à 75 %. 

Les doubles mutants de délation CP14.180 et CP27-1S0 
Étant donné la sensibilité à la dégradation des protéines monomériques CP14.215 et CP27-215, 

le double mutant CP14.180 semblait bien prometteur. Cependant, après un entreposage de la 

protéine pour un mois à 4 °C, nous avons pu observer à 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 à l'aide d'une 

colonne Superdex1M 75 26/60. En raison de ce résultat, les recherches sur ce mutant furent 

arrêtées et une méthode alternative fut recherchée. 

Puisque les résultats obtenus par Katia Lecours avec la forme dégradée de CP27.215 

semblent indiquer que la dégradation a lieu à l'extrémité C-terminale (Lecours 2007), nous 

avons donc décidé de produire une protéine tronquée des 26 acides aminés en N-terminal et 



85 

de 35 acides aminés en C-terminal. En raison de nombreux problèmes rencontrés au cours 

du clonage du gène du double mutant, la protéine CP27-180 n'a pas pu être exprimée dans E. 

coli. Plusieurs résultats obtenus par Katia Lecours (Lecours 2007) nous portent à croire que 

cette nouvelle protéine sera résistante à la dégradation. Si tel est le cas, cette protéine 

pourra être utilisée plus facilement que CP27-215 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 à 185 ainsi qu'une hélice-

alpha de 9 acides aminés prédite pour les résidus 192 à 200 sont présents dans les 35 

résidus en C-terminal. Une délétion dans cette région risque de diminuer la quantité 

d'hélices-alpha, si l'on considère que les prédictions de structure secondaire sont justes. 

Conclusion et perspectives 

À la lumière des résultats obtenus aux sections 5.2.1 et 5.2.2, il apparaît évident que la FI3 

de la PapMV CP est essentielle à la multimérisation. Nous devons nous demander si c'est 

la phénylalanine à cette position qui est importante ou si c'est le nombre d'acides aminés à 

l'extrémité N-terminale qui est important. Il a été suggéré pour le Pepper Vein Banding 

potyvirus que le processus d'assemblage nécessitait un minimum d'environ 33 résidus à 

l'extrémité N-terminale exposés à la surface de la protéine (Anindya et Savithri 2003). 

Un alignement des extrémités N-terminales de 19 Potexvirus fut réalisé et s'est avéré 

informatif (Figure 50). Les CPs de 6 des 19 Potexvirus possèdent une phénylalanine à la 

position FI3 de la PapMV CP et 2 autres CPs possèdent une phénylalanine immédiatement 

avant ou immédiatement après la FI3 de la PapMV CP. De plus, 6 autres Potexvirus ont un 

acide aminé hautement hydrophobe (W, Y, V et L) pour l'acide aminé qui précède la FI3 

de la PapMV CP. La phénylalanine faisant aussi partie des acides aminés hautement 

hydrophobes, 14 CPs alignées sur 19 possèdent un acide aminé hydrophobe dans 

l'environnement immédiat de la F13. L'hydrophobicité semi-conservée à l'extrémité N-

terminale des CPs des Potexvirus pourrait donc jouer un rôle important dans l'assemblage 

des NLPs. La section 6.0 présente les résultats obtenus pour des mutations affectant la FI3 

de la PapMV CP. 
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Figure 50. Alignement de l'extrémité N-terminale des CPs des Polexvirus. Les CPs de 6 
potexvirus sur 19 ont une phénylalanine à la position FI3 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: Bamhoo mosaic virus; FoMV: Foxiail mosaic virus; CymMV: 
Cymhidium mosaic virus; PAMV : Potato aucuba mosaic virus; NMV: Narcissus mosaic 
virus; ScaVX : Scallion virus X; PepMV : Pepino mosaic virus; WCIMV : White clover 
mosaic virus; AltMV: Aliernanthera mosaic virus; CVX : Cactus virus X; P1AMV : 
Plantago asiatica mosaic virus; TVX : Tulip virus X; CsCMV: Cassava common mosaic 
virus; C1YMV: Clover yellow mosaic virus; HVX: Hosta virus X; LVX: Lily virus X; 
SMYEV : Strawberry mild yellow edge virus; PVX : Potato virus X; PapMV : Papaya 
mosaic virus. Adapté du mémoire de Marie-Hélène Tremblay (Tremblay 2005). 



87 

6.0 Importance de l'hydrophobicité à l'extrémité N-
terminale 

6.1 Introduction 
La protéine de capside du PapMV, un Potexvirus, possède un domaine central similaire aux 

autres Potexvirus (Annexe 1 ), mais possède aussi des caractéristiques communes avec des 

Potyvirus. Par exemple, il a été démontré par des études biochimiques et immunochimiques 

que les extrémités N- et C-terminales des CPs des Potyvirus et des Potexvirus étaient 

localisées à la surface (Allison, Dougherty et al. 1985; Koenig et Torrance 1986; Shukla, 

Strike et al. 1988). Cependant, très peu d'informations sur leur possible rôle sont 

disponibles. Anindya et Savithri (Anindya et Savithri 2003) ont suggéré que les deux 

extrémités de la PVBV CP, un Potyvirus, étaient impliquées dans une interaction 

protéines:protéines au tout début du processus d'assemblage. Ils suggèrent aussi que leur 

modèle d'assemblage pourrait aussi s'appliquer aux autres Potyvirus puisque leurs 

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

Chez les Potexvirus, la présence de ces extrémités à la surface du PapMV a été confirmée 

récemment (Tremblay 2005). Notre équipe a aussi récemment prouvé qu'une partie de 

l'extrémité N-terminale était essentielle à l'assemblage de la CP en particule virale mature 

(Lecours, Tremblay et al. 2006). Les résultats obtenus au cours de la section précédente de 

ce travail suggèrent l'importance de l'hydrophobicité de l'acide aminé FI3 pour 

l'assemblage. Sans cet acide aminé, la formation de particules est impossible. L'implication 

de cet acide aminé dans les toutes premières étapes de l'assemblage semble la meilleure 

hypothèse, puisque la délétion des treize premiers acides aminés mène à une protéine 

monomérique incapable d'interagir entre elles. 

Le but de cette section est de vérifier l'importance de l'hydrophobicité retrouvée à 

l'extrémité N-terminale de la PapMV CP ainsi que chez quelques autres Potexvirus (Figure 

50) dans les processus d'assemblage. 



XX 

6.2 Résultats 
Afin de tester l'importance de l'hydrophobicité présente à l'extrémité N-terminale de la 

PapMV CP, plusieurs mutations ponctuelles furent réalisées. Étant donné que c'est la FI3 

qui semble importante pour l'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. 

CP(.2H 

OP..™ 

F13Y 

F13L 

F13A 

F13G 

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

6.2.1 Expression et purification des mutants FI3 

Les quatre protéines ont été exprimées dans E. coli et purifiées selon le protocole décrit aux 

sections 2.2 à 2.3. La Figure 52 présente la vérification de l'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 à la dégradation 

en raison de la légère bande apparaissant à une hauteur de 25 kDa sur le gel. La protéine 

F13G semble toutefois beaucoup plus sensible à la dégradation en raison de l'intensité de 

cette bande à 25 kDa. Le niveau de pureté de la F13G semble inférieur à celui des trois 

autres CPs. Les protéines F13L et F13Y, quant à elles, ne semblent pas être sensibles à la 

dégradation. 

MASTPNIAFPATTQEQMSSIKVDPTS 

MASTPNIAYPAITQEQMSSIIKVDPTS 

MASTPNIALPAlTQEQMSSIKVXiPTS 

MASTPNlAAPArTQEQMSSEKVDPTS 

MASTPNtAGPAITQEQMSSIKVDPTS 
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Figure 52. Vérification de l'induction des CPs F13A, F13G, F13L et F13Y sur gel SDS-
PAGE. Légende : M : marqueurs de poids moléculaire; pET-3d (-) : lysat bactérien avant 
induction; Lysat FI 3: lysat bactérien après l'induction à l'IPTG 16 heures à 22 °C. 
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Figure 53. Gel dénaturant SDS-PAGE présentant les protéines F13A, F13G, F13L et F13Y 
purifiées et dialysées. Légende : M : marqueurs de poids moléculaire; FI3 : mutant FI3 
purifiée et dialysée. 

6.2.2 Tamisage moléculaire 

Afin de connaître le profil de multimérisation des quatre mutants de la FI3, un tamisage 

moléculaire au moyen d'une colonne Supexdex'M 200 16/60 fut réalisé avec les protéines 
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purifiées et dialysées. La Figure 54 présente les résultats obtenus en comparaison avec la 

protéine de référence CP6-215. 
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,TM Figure 54. Tamisage moléculaire sur colonne Superdex 200 16/60 des mutants FI3. A) 
Comparaison de profils de multimérisation des protéines F13A (courbe mauve), F13G 
(courbe turquoise) et CP6-215 (courbe rose). B) Comparaison de profils de multimérisation 
des protéines F13L (courbe verte), F13Y (courbe bleue) et CP6-2is (courbe rouge). 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 : 
multimères de poids moléculaire supérieur à 670 kDa; disques : disques de 20 sous-unités 
de la CP de 450 kDa; LMWF : forme monomérique ou multimérique inférieure à 232 kDa. 

Des résultats plutôt surprenants ont été obtenus pour les quatre protéines à l'étude. Il 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 CP6-215. De plus, les quatre 

formes mutantes de la CP contiennent un certain pourcentage de protéines se trouvant sous 

une forme multimérique supérieure à 670 kDa. 

Pour F13A, la majorité de la protéine se trouve sous une forme monomérique ou 

multimérique inférieure à 232 kDa. Le restant de la CP se trouve dans le premier pic 

d'élution à 42,1 ml et comprend toute les formes de la CP multimérisée ayant un poids 

moléculaire supérieur à 670 kDa. 
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Le profil est quelque peu différent dans le cas de la F13G. Une très faible proportion de la 

CP se trouve à un poids moléculaire inférieur à 232 kDa, alors que la majorité de cette 

protéine est éluée à 40,3 ml. Il est intéressant de noter ici que ce pic d'élution est plus large 

pour cette protéine que pour F13A et CP6-215. 

Pour ce qui est des protéines F13L et F13Y, leur profil de purification est très semblable. 

La presque totalité des CPs est éluées sous une forme multimérique de poids moléculaire 

supérieur à 670 kDa à 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 à 232 kDa. 

On peut remarquer que ces protéines sont éluées quelques millilitres après les protéines 

correspondantes pour CP6-215. 

6.2.3 Microscopie électronique 

Afin de vérifier la présence de NLPs dans les protéines purifiées, le sommet des pics élues 

aux environs de 41 ml de chacune des protéines fut récolté et déposé sur des grilles de 

microscopie électronique. Les grilles ont été colorées à l'uranyle acétate 2%. Les photos de 

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

On peut remarquer en regardant les photos de microscopie électronique que les NLPs des 

protéines F13L et F13Y semblent en moyenne plus longues que celles formées par la 

protéine CP6.2i5. 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 CP6-215, F13L et F13Y. Il semblerait donc que ces deux mutants 

soient plus efficaces à 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 plutôt 

sous une forme d'agrégats non spécifiques. Pour la protéine F13G, aucune NLP ne fut 

observée. La totalité des protéines se trouvait sous une forme d'agrégats non spécifiques. 

Étant donné que le mutant FI 3G ne formait ni NLP, ni disque et que la portion de protéines 



92 

se trouvant sous une forme multimérique de faible poids moléculaire était hautement 

sensible à la dégradation, cette protéine fut retirée du reste de l'étude. 

CP6 .215 F13L F13Y 

Figure 55. Comparaison de la microscopie électronique des protéines A) CPÔ-215; B) F13L; 
C) F13Y; D) F13A et E) F13G. La barre représente 200 nm. F) Moyenne des longueurs des 
particules virales de CP6-215, F13L et F13Y. 250 NLPs ont servi à faire les calculs. 

6.2.4 Liaison à l'ARN 

Afin de confirmer l'incapacité de la protéine F13A à interagir avec les 80 premiers 

nucléotides de TARN 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 à 35 000 RPM fut réalisée et c'est uniquement le 

surnageant qui fut incubé avec la sonde marquée. Aucune interaction entre les protéines et 

la sonde ne fut détectée. Ces résultats suggèrent que la protéine FI3A se trouve sous une 

forme monomérique ou multimérique incapable d'interagir avec les acides nucléiques. 
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Figure 56. EMSA A) de la protéine monomérique CP27-215 en comparaison avec celui B) de 
la protéineFDA. Des quantités croissantes de protéines ont été incubées avec une quantité 
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 F13Y afin de savoir si 

leur efficacité accrue à 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 et al. 2006)). Nous avons procédé à un traitement à l'acide acétique tel 

qu'il a été décrit précédemment (section 2.10) (Erickson, Bancroft et al. 1976) afin 

d'obtenir des disques de 450 kDa à partir des NLPs. Le même traitement fut réalisé pour 

CP6-215. Les disques ainsi obtenus pour les trois protéines furent incubés avec la sonde 

marquée au y- P et les différentes réactions furent soumises à une migration 

électrophorétique. Les résultats sont présentés à la Figure 57. 

Étonnamment, les deux protéines mutantes pour la FI3 possédaient une affinité réduite 

voire nulle pour les acides nucléiques, alors que la CPÔ-215 conservait sa forte affinité pour 

eux. Deux raisons de cet échec furent suggérées : 1- les protéines F13L et F13Y traitées à 

l'acide acétique ne forment pas de disques ou bien forment des disques possédant une 

structure inadéquate et 2- ces protéines possèdent 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 CP6-215 en comparaison avec ceux des protéines B) 
F13L et C) F13Y. Les disques des différentes protéines furent obtenus par un traitement à 
l'acide acétique (Erickson, Bancroft et 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 liées aux acides nucléiques marqués. 
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6.2.5 Microscopie électronique 

Afin de vérifier laquelle des hypothèses formulées est la bonne, les disques extrait à l'acide 

acétique des trois protéines furent déposés sur une grille de microscopie électronique, 

colorés à l'uranyle acétate et observés au microscope électronique (Figure 58). La présence 

de disques fut décelée pour les trois protéines CP6-215, F13L et F13Y. 



9.S 

A B C 

Figure 58. Microscopie électronique des disques extraits à l'acide acétique des protéines A) 
CP6.2i5, B) F13L et C) F13Y. La barre représente 20 nm. 

6.2.6 Spectroscopie en dichroïsme circulaire 

Afin de vérifier si la structure secondaire des disques de F13L et F13Y traités à l'acide 

acétique est affectée, un spectre CD fut enregistré pour chacune des deux protéines (Figure 

59B et C). Les spectres CD obtenus sont comparables à celui de la protéine native (Figure 

59A). En raison de la très faible quantité de disques extraits à l'acide acétique pour les 

protéines F13L et F13Y, il n'est pas possible de superposer les trois spectres CD. Une 

nouvelle expérience avec des protéines plus concentrées devrait être réalisée. Il semble 

donc que la diminution d'affinité pour les acides nucléiques observée à la Figure 57 ne peut 

pas être expliquée totalement par un problème de structure des disques. 

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

Des densités optiques furent prises à 260 nm et 280 nm pour les NLPs de F13L et FI3Y 

afin de vérifier leur contenu en acides nucléiques. Le rapport DO 280/260 fut calculé et 

comparé à celui des virions de PapMV sauvages ainsi qu'à celui des NLPS de la CP6.2i5. 

L'expérience fut répétée trois fois à partir de protéines purifiées à différents moments. Le 

Tableau 9 présente la moyenne des rapports obtenus pour les quatre particules virales. Les 

valeurs obtenues pour les NLPs de FI3L et de FI3Y sont comparables à celle obtenue pour 

le virus sauvage et sont inférieures à celle des NLPs de CPÔ-215. Ce résultat suggère donc 

que la proportion d'ARN contenue dans les NLPs par rapport au nombre de protéines 

absorbant à 280 nm pour les mutants F13L et F13Y est plus semblable à celle retrouvée 

pour le virus sauvage que pour celle des NLPs de CP6-215 produite dans E. coli. Il y a donc 

présence d'ARN encapsidé dans les NLPs de F13L et de F13Y. 
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Figure 59. Spectre CD des NLPs traitées à l'acide acétique pour les protéines A) CP6-215; 
B)F13LetC)F13Y. 
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Virus et NLPs 
PapMV CPe-215 F13L n:!Y 

rapport 280/260 0,75 1,1 0,8 0,75 

Tableau 9. Comparaison des rapports d'absorbance obtenus en divisant l'absorbance à 280 
nm par celle à 260 nm pour les particules virales de PapMV sauvage et les NLPs de CP6-215, 
F13LetF13Y. 

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

À la lumière des résultats obtenus dans la section précédente, une troisième hypothèse fut 

formulée : la présence d'ARN contaminant interagissant avec les sites de liaison à l'ARN 

des disques de F13L et de FI3Y extraits à l'acide acétique peut expliquer la diminution 

d'affinité des protéines F13L et F13Y pour les acides nucléiques. Cette hypothèse fut 

vérifiée avec les rapports 280/260 obtenus de la même façon que décrit précédemment, 

mais avec les disques des quatre mêmes protéines provenant du traitement à l'acide 

acétique. Les rapports obtenus pour les disques de F13L et FI3Y sont nettement inférieurs 

à ceux des deux autres protéines (Tableau 10). Ce résultat signifie donc qu'il y a présence 

d'acides nucléiques absorbant à 260 nm en plus grande quantité avec les disques des 

protéines F13L et F13Y qu'avec ceux de la protéine sauvage et de la CP6-2is. 

Disques extraits 
PapMV CP6.215 F13L F13Y 

Rapport 280/260 1,5 1,55 0,95 0,9 

Tableau 10. Comparaison des rapports d'absorbance obtenus en divisant l'absorbance à 280 
nm par celle à 260 nm pour les disques traités à l'acide acétique à partir des virions de 
PapMV sauvage et des NLPs de CP6.2i5, F13L et FI3Y. 
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6.3 Discussion 
Au cours de cette partie du projet, l'importance de l'hydrophobicité retrouvée à la position 

13 de la PapMV CP fut vérifiée par la production de quatre formes mutantes de la CP : 

FI3A, F13G, F13L et F13Y. Chacune des quatre constructions précédentes comporte un 

acide aminé d'hydrophobicité différente à la place de la phénylalanine à la position 13. Le 

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

Tout d'abord, il est important de connaître les caractéristiques de la phénylalanine (abrégée 

Phe ou F). Cet acide aminé aromatique non polaire se caractérise par la présence d'un 

noyau benzène dans sa chaîne latérale (Figure 60A), lui conférant ainsi une chaîne latérale 

hydrophobe. La phénylalanine est souvent retrouvée dans le cœur hydrophobe des 

protéines. Elle est parfois impliquée dans les interactions protéines:protéines en 

interagissant avec d'autres acides aminés aromatiques par l'empilement de leur noyau 

benzène (Branden et Tooze 1996). 

A B 

C D 

Figure 60. Représentation schématique de A) la Phénylalanine; B) la Tyrosine; C) la 
Leucine et D) l'Alanine. Légende : C : carbone; H : hydrogène; N : azote; O : oxygène. Tiré 
de http://fr.wikipedia.oru/wiki. 

L'acide aminé le plus près chimiquement de la phénylalanine est la tyrosine (abrégée Tyr 

ou Y). La chaîne latérale de la tyrosine est identique à celle de la phénylalanine à 

l'exception de son groupement OH présent sur l'un des carbones participant à l'anneau 

benzène (Figure 60B). Ce groupement OH lui confère la possibilité d'acquérir une charge 

http://fr.wikipedia.oru/wiki
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au bout de la chaîne latérale faisant de la tyrosine un acide aminé aromatique polaire. Elle 

peut aussi participer à des interactions protéines:protéines par empilement (Branden et 

Tooze 1996). Un des variants de la PapMV CP réalisés au cours de cette partie du projet 

possède la FI3 mutée pour une Y. Cette mutation avait pour but de vérifier l'importance 

des interactions protéiques par empilement et de vérifier la conséquence de l'introduction 

potentielle d'une charge à l'extrémité N-terminale tout en conservant le noyau hydrophobe 

delaFO. 

Les résultats obtenus pour FI3Y furent inattendus. La purification de cette protéine 

produite dans E. coli presque exclusivement sous forme de NLPs fut surprenante car la 

protéine de référence CP6-215 en est incapable. De plus, les NLPs de la FI3Y sont en 

moyenne quatre fois plus longues que celle de la CP6-215 en demeurant toutefois trois fois 

plus courte que le virus sauvage. Jusqu'à aujourd'hui, nous ne pouvons expliquer 

entièrement ce résultat. Les séquences en acides aminés des protéines FI3 Y et CP6-215 étant 

identique à l'exception du treizième acide aminé, les différences de profils observées entre 

les deux CPs ne peuvent s'expliquer que par la mutation effectuée. Il est possible que 

l'ajout du groupement OH au noyau benzène de la chaîne latérale de la FI3 soit 

responsable de l'efficacité accrue de l'assemblage de la protéine. Il serait intéressant de 

faire un nouveau mutant ponctuel pour la FI3 en introduisant cette fois-ci un acide aminé 

chargé négativement (un acide aspartique ou un acide glutamique) à 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 possède une longue chaîne latérale 

constituée uniquement de CFL- et de CH3 (Figure 60C). La leucine est connue pour son 

hydrophobicité qui joue souvent un rôle dans les interactions protéines:protéines en formant 

un «leucine zipper» (Figure 61). Ce motif structural est retrouvé dans les interactions entre 

deux hélices-alpha parallèles («coiled-coil»). La caractéristique majeure de cette structure 

est la prédominance de la leucine à la position d de l'hélice. C'est-à-dire que la leucine est 

souvent présente à tous les 7 acides aminés participants à l'hélice (Branden et Tooze 1996). 



Figure 61. Représentation schématique du motif structural appelé «Leucine zipper». Tiré de 
http://en.wikipedia.org/wiki/Leucine zipper. 

En raison de l'hydrophobicité de sa chaîne latérale, une leucine fut introduite dans la 

séquence de la PapMV CP à la place de la FI3. 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 CP6-215 mais en étant plus courts que ceux 

observés pour F13Y. Comme pour FI3Y, nous ne pouvons expliquer la raison de cette 

efficacité d'assemblage accrue. 

La troisième mutation effectuée fut de changer la FI 3 pour une alanine. L'alanine (abrégée 

Ala ou A) est un acide aminé hydrophobe retrouvé un peu partout dans les protéines. Sa 

courte chaîne latérale est constituée uniquement d'un groupement méthyle (CH3) (Figure 

60D). Le remplacement de la FI3 dans la PapMV CP par une alanine s'est caractérisé par 

une diminution de l'efficacité de la multimérisation. La plupart de la protéine F13A se 

trouve sous une forme multimérique de faible poids moléculaire et très peu de NLPs furent 

observées parmi les multimères de poids moléculaires supérieurs à 670 kDa. Cependant, la 

proportion de NLPs par rapport à celle des agrégats non spécifiques n'a pas pu être 

déterminée. Ces résultats viennent appuyer l'hypothèse selon laquelle l'hydrophobicité de 

la FI 3 serait importante pour la multimérisation. De plus, en raison de la grande quantité de 

monomères ou multimères de faible poids moléculaires, il est probable que 

http://en.wikipedia.org/wiki/Leucine


l'hydrophobicité de l'extrémité N-terminale joue un rôle seulement dans les premières 

étapes de l'assemblage. La présence de NLPs dans l'échantillon appuie la supposition 

qu'une fois que les CPs sont correctement multimérisées, l'assemblage se fait de façon 

efficace. 

La dernière substitution d'acides aminés réalisée au cours de cette section fut de remplacer 

la FI3 par une glycine (abrégée Gly ou G). La glycine est l'acide aminé le plus simple des 

20 acides aminés. Elle possède uniquement un hydrogène en guise de chaîne latérale. Le 

but de la mutation F13G était de confirmer les résultats obtenus avec la F13A avec un acide 

aminé encore moins hydrophobe que l'alanine. La forte tendance de la protéine à s'agréger 

de façon non spécifique ainsi que l'instabilité de la faible proportion de la CP non agrégée 

confirme l'hypothèse de l'importance de l'hydrophobicité pour la multimérisation. 

À la lumière des résultats obtenus au cours de cette partie du projet, il ne fait aucun doute 

que l'hydrophobicité présente à la position 13 de la PapMV CP est importante pour la 

multimérisation de la CP et l'assemblage en particules matures. 



7.0 Conclusion 
Tout au long de ce projet de recherche, des informations pertinentes concernant 

l'implication de l'extrémité N-terminale de la PapMV CP dans la multimérisation et 

l'assemblage ont été mises à jour. En premier lieu, l'élaboration d'un protocole standard de 

production et de purification des CPs exprimées dans E. 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 à 

la multimérisation à l'extrémité 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 l'hypothèse de l'implication essentielle de la petite hélice 

Q18-S22 dans la multimérisation. Son existence est aussi remise en doute à la lumière des 

résultats obtenus. Les mutants ponctuels E19P et E19K ont permis de démontrer l'absence 

d'un pont ionique essentiel à la multiméristaion à l'extrémité N-terminale. Cependant, il est 

possible que ce pont existe vraiment, mais qu'il serve plutôt à stabiliser la structure. 

L'existence d'un pont ionique essentiel à l'assemblage impliquant deux acides aminés 

chargés situés ailleurs dans la CP n'est pas exclue : l'hypothèse du pont ionique impliquant 

une arginine et un acide aspartique hautement conservé chez les virus filamenteux flexibles 

postulée par Dolja et al. en 1991 demeure toujours valide (Dolja, Boyko et al. 1991). 

Des travaux réalisés sur les formes tronquées CP13.215 et CP13-180 ont permis de créer un 

double mutant de délétion qui, selon les résultats préliminaires, devrait être plus stable et 

résistant à la dégradation. L'obtention d'un tel mutant permet d'avoir de meilleurs résultats 

en RMN, ce qui peut mener à la découverte de la structure tridimensionnelle de la première 

CP de virus filamenteux flexibles. 

Finalement, l'étude entourant l'acide aminé F13 de la PapMV CP a permis de mettre à jour 

l'importance de l'hydrophobicité à cette position. Une diminution du caractère hydrophobe 



de l'acide aminé à cette position résulte en une difficulté, voire en une incapacité à 

s'assembler de façon efficace. 

Il est maintenant évident que l'extrémité N-terminale joue un rôle dans les toutes premières 

étapes de l'assemblage du PapMV. Lorsque que l'hydrophobicité autour de la position 13 

est grandement réduite ou absente, aucune multimérisation efficace ne peut être effectuée. 

L'extrémité N-terminale est donc essentielle à la dimérisation de la protéine de coque. Le 

même 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 

modèle d'assemblage pour ce virus fut alors proposé (Figure 62) (Anindya et Savithri 

2003). Ce modèle soutient que l'extrémité N-terminale d'une CP interagirait avec 

l'extrémité C-terminale d'une autre CP via des forces électrostatiques. Ce processus se 

poursuivrait jusqu'à l'obtention d'un intermédiaire de l'assemblage de coefficient de 

sédimentation de 16S. Ce «disque» serait indispensable à l'obtention de particules virales 

complètes. Une fois le disque formé, les extrémités N- et C-terminales peuvent être 

enlevées sans interférer dans le processus d'assemblage. 

Il est possible que ce modèle d'assemblage soit applicable, du moins en partie, à 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-Hélène Tremblay, les 35 derniers acides aminés à 

l'extrémité C-terminale ne sont pas nécessaires à la formation d'intermédiaires 

d'assemblage et de disques. Cependant, ces acides aminés sont essentiels à la formation de 

NLPs (Tremblay 2005). Un travail similaire à celui qui a été fait pour l'extrémité N-

terminale, impliquant la création de plusieurs mutants de délétions et ponctuels, serait 

nécessaire pour valider l'hypothèse de l'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 l'assemblage présent à l'extrémité C-terminale. 
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Figure 62. Modèle d'assemblage du Pepper Vein Banding potyvirus. (a) les extrémités N-
et C-terminales interagissent ensemble (b) pour former un intermédiaire 16S en forme de 
disque (c) avec les extrémités exposées à la surface disponibles pour une digestion par la 
trypsine (f). Ces intermédiaires forment des NLPs à bas pH et à faible concentration 
ionique (d) et peuvent être reconvertis en intermédiaire 16S. Les extrémités N- et C-
terminales exposées à la surface peuvent aussi être digérées par la trypsine à partir des 
NLPs (e). Ces particules trypsinisées peuvent également être dissociées en intermédiaire 
16S (f). Les mutants CPAC23, CPAN53 (g) ne peuvent pas s'assembler en intermédiaire 
16S. Tiré de (Anindya et Savithri 2003). 

La longueur variable des NLPs qui sont produites dans E. coli est problématique. Cette 

variabilité serait probablement due à la différence de longueur des ARNs bactériens 

encapsidés. La nature de ces ARNs bactériens demeure toujours inconnue jusqu'à ce jour. 

La coexpression de la PapMV CP et d'un ARN comportant le signal d'encapsidation de 

l'ARN viral de PapMV, devrait permettre l'obtention de NLPs formées de l'ARN viral et 

de la PapMV CP. En effet, il est possible de supposer que l'ARN viral sera encapsidé 

préférablement à l'ARN bactérien. De plus, la coexpression de la CP et de l'ARN viral 

devrait permettre de produire des NLPs de longueur similaire, puisque tous les ARNs 

encapsidés auront la même longueur. 



Finalement, il reste encore beaucoup de travail à faire avant de pouvoir déterminer 

comment se déroule l'assemblage du PapMV, quels domaines de sa CP sont impliqués et à 

quel moment. Une meilleure compréhension des processus régissant l'assemblage du 

PapMV serait très utile à notre équipe pour l'élaboration de nouveau vaccin utilisant 

comme plateforme vaccinale le PapMV. En effet, la capacité de contrôler la proportion de 

NLPs produites par rapport aux autres formes permettrait de diminuer les coûts de 

production tout en augmentant l'efficacité des recherches. Les mutants F13L et F13Y, 

produits à presque 100 % sous forme de NLPs, sont présentement à l'étude afin de vérifier 

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

Name : 
Name : 
Name : 
Name : 
Name : 
Name : 
Name : 
Name : 
Name : 
Name : 
Name : 
Name : 
Name : 
Name : 
Name : 
Name : 
Name : 
Name : 
Name : 

BAMBOO_MOSAIC_VIRUS_CP Len: 
FOXTAIL_MOSAIC_VIRUS Len: 
CYMBIDIUM MOSAIC VIRUS Len: 

276 Check: 2224 Weight: 1.00 
276 Check: 1995 Weight: 1.00 
276 Check: 2111 Weight: 1.00 

POTATO_AUCUBA_MOSAIC_VIRUS Len: 276 Check: 8389 Weight: 1.00 
NARCISSUS_MOSAIC_VIRUS_CP Len: 276 Check: 9662 Weight: 1.00 
SCALLION_VIRUS_X Len: 276 Check: 7794 Weight: 1.00 
PEPINO_MOSAIC_VIRUS_CP Len: 276 Check: 7733 Weight: 1.00 
WHITE_CLOVER_MOSAIC_VIRUS_ Len: 276 Check: 8132 Weight: 1.00 
Altranathera_Potex Len: 276 Check: 800 Weight: 1.00 
Cactus_virus_X_CP Len: 276 Check: 9357 Weight: 1.00 
PLANTAGO_ASIATICA_MOSAIC_POTEXVIRUS Len: 276 Check: 2033 Weight: 1.00 
TULIP_VIRUS_X Len: 276 Check: 1230 Weight: 1.00 
CASSAVA_COMMON_MOSAIC_VIRUS Len: 276 Check: 4587 Weight: 1.00 
CLOVER_YELLOW_MOSAIC_VIRUS Len: 276 Check: 6966 Weight: 1.00 
HOSTA_VIRUS_X__CP Len: 276 Check: 2065 Weight: 1.00 
LILY_VIRUS_X_CP Len: 27 6 Check: 3398 Weight: 1.00 
STRAWBERRY_MILD_YELLOW_EDGE-ASSOCIATED Len: 276 Check: 7751 Weight: 3.00 
POTATO_VIRUS_XjCP Len: 276 Check: 127 Weight: 1.00 
PapMV_CLONE-Pet_MH Len: 276 Check: 9963 Weight: 1.00 

// 
1 50 

BAMBOO_MOSAI MS GTGTGTGRGT GTGVGGTGGT GGTGGGGTGR GQQAAPQPWE 
FOXTAIL_MOSA ~ ~~ MATQN ADVTDATDYK 
CYMBIDIUM_MO --MGEPTPTP AATYSAADPT 
POTATO_AUCUB MVDSKKTETP QVVDASKKAE NSKTSQAGRI QFLSAP KQFSASDVR 
NARCISSUS_MO ~~~~ --MA TPSTQTTDPK PANADLSDPN 
SCALLION_VIR ~~~ MDKLDAG QPQRKQAEPV P..ADLSDPT 
PEPINO_MOSAI ~~ ~~MPD TTPVAATSSA PPTAKDAGAK .APSDFSNPN 
WHITE_CLOVER ~ ~ MATTTAT 
Altranathera -MSTP....F 
Cactus_virus MST TGVQSSQSSG PRSTPQSGPF 
PLANTAGO_ASI MALN 
TULIP_VIRUS_ MALN 
CASSAVA_COMM MATPTS TTPTTATITQ AATTPLSALS 
CLOVER_YELLO ~ -MTDTKKTLF 
HOSTA__VIRUS_ MASDAPT PPAAPSPVTF 
LILY_VIRUS_X ~ ~~ MTT 
STRAWBERRY_M MGDQPR PPVPPAPGSN PLPMGSTPPV LPGRTPNPNA NVANQVGDPF 
POTATO_VIRUS MSAP ASTTQATGST TSTTTKTAGA TPATASGLFT 
PapMV__CLONE- ~ MASTPNIA.F 

Consensus — V A- —P-GATGST TPTTTPT-P- PA-TP-SDPF 

BAMBOO_MOSAI 
FOXTAIL_MOSA 
CYMBIDIUM_MO 
POTATO^AUCUB 
NARCISSUSJMO 
SCALLION_VIR 
PEPINO_MOSAI 
WHITE_CLOVER 
Altranathera 
Cactus_virus 
PLANTAGO_ASI 
TULIP_VIRUS_ 
CASSAVA COMM 

51 
TKFTKDDLAA 
KPPAETEQKA 
SAPKLADLAA 
SSPSLADLDE 
RAPSLEDLKK 
RAPSLKELQA 
TAPSLSDLKK 
TPPSLTDIRA 
PQVTQEQMDA 
QTLSSSQLAA 
TAPTADALAA 
TAPNPEALAA 
TAPTDEELSR 

IEPKPASANV 
LTIQPRSNKA 
IKYSPVTSSI 
IAYEVRTTSI 
IKYESTTTAV 
VKYVSTTTSV 
VKYVSTVTSV 
LKYTSSTVSV 
FTPHTTSNLL 
LSLGVTSSLL 
MAFPVSSPSV 
MTLEVSSPAV 
LDLKPASNLV 

PNTKQWISIQ 
PSDEELVRII 
ATPEEIKAIT 
ASPAEIEAVC 
ATPAEIQLLG 
ATPDEIKQLG 
ATPAEIEALG 
ASPAEIEAIT 
PSPEQLTTIA 
PSPAELVSIS 
PTAQELDTIT 
PTPAELDTIA 
ASADALSAIA 

AGLIKA.GAT 
NAAQKR.GLT 
QLWVNNLGLP 
QLWIRNTEIP 
DLF.KKLGLD 
ELF.QKLGVD 
KIF.TAMGLA 
KTW.AETFKI 
SLL.VAAKVP 
QAL.TTLOAS 
SGL.TTLGVP 
AGL.TTLGVP 
ADW.ASLKVP 

100 
DANFMKVLLG 
PAAFVQAAIV 
ADTVGTAAI. 
ADKVALIAI. 
ANSVAP.AMW 
GSSIGP.AMW 
ANETGP.AMW 
PNDVLPLACW 
AASTTTIAL. 
ATNLTPLSL. 
TDSLLSHAL. 
ADSLISHAL. 
TAQLMRHAL. 



CLOVER_YELLO SAPTDEQLDT 
HOSTA_VIRUS_ TAPTQEQLTS 
LILY_VIRUS_X FVPDAKTWAD 
STRAWBERRY_M RVLTPEELAA 
POTATO VIRUS .IPDGDFFST 
PapMV CLONE- PAITQEQMSS 

Consensus TAPTLEDLAA 
101 

BAMBOO_MOSAI .LSLEAFDRG 
FOXTAIL_MOSA .FTM...DKG 
CYMBIDIUM_MO DLARAYADVG 
POTATO_AUCUB DMARAYADVG 
NARCISSUSJMO DLARAYADVQ 
SCALLIONJVIR DLARAYADVQ 
PEPINO_MOSAI DLARAYADVQ 
WHITEJCLOVER DLARAFADVG 
Altranathera ELVNFCYDNG 
Cactus^virus EIVNYCFDNG 
PLANTAGO_ASI ALVNACFDAG 
TULIP_VIRUS_ ALVNACFDAG 
CASSAVA_COMM DLVNFCFDSG 
CLOVER^YELLO KIAWFCYHSG 
HOSTA_VIRUS_ ALCMACYHSG 
LILY_VIRUS_X QLAMRCSDGH 
STRAWBERRY_M DLAFHCYDIG 
POTATO_VIRUS DLVRHCADVG 
PapMV_CLONE- ELVNFCYDNG 

Consensus DLARACADVG 

!.l 
BAMBOO_MOSAI AKPTFAIRQS 
FOXTAILJMOSA TKPAYANRRV 
CYMBIDIUMJYIO AKVVWNLMLA 
POTATO_AUCUB AKIVWNLMLH 
NARCISSUSJVIO AKVVWNLLLD 
SCALLION_VIR AKVVWNMMID 
PEPINO_MOSAI AKVVWNILLD 
WHITE_CLOVER ANVVWNIMLD 
Altranathera APIIWNLRTD 
Cactus_virus AKIIWNYRVS 
PLANTAGO_ASI AKIIWNARLA 
TULIP_VIRUS_ AKLIWNARLS 
CASSAVA_COMM AKIIWNARVK 
CLOVER_YELLO AKVIWNYALR 
HOSTA_VIRUS_ APIIWNYAIE 
LILY_VIRUS__X AKFVWNWRLS 
STRAWBERRY_M APSVWNKAVR 
POTATO VIRUS ÀPVVWNWMLT 
PapMV CLONE- APIIWNLRTD 

Consensus AK-VWNLRLD 

201 
BAMBOO_MOSAI YDAPSEIDRM 
FOXTAILJVIOSA YDEPTPEDRQ 
CYMBIDIUM_MO QRRPTDRERA 
POTATO AUCUB VRHPTDKERA 

LTLTIESNLV PSISELEAIA 
LALPIISTRL PSPDVLNQIS 
TAYTAQSESV ATAEELQSIA 
.PISAASNKV ATREQILGIV 
ARAVVASDAV ATNEDLSEIE 
IKVDPTSNLL PSQEQLKSVS 
LKY--TSNSV A-PEELEAIA 

SSEATTWDG. ..ITEGVEHR 
ATDSTIFTG. ..KYNTFPMK 
ASKSATLLGF CPTKPDVRRA 
ASRKAVLLDA PTLAPTVARS 
ASRSAVLSGT TPSNPAITRQ 
SSRSAMLAGT TPSNPAITRQ 
SSKSAQLIGA TPSNPALSRR 
ASSKSELTGD SAALAGVSRK 
SSAYTVVVGP SS.LAEVSLS 
SSPETVFKGD ST.V..LQMP 
SSSFVTLSGP SP.TPTISLA 
SSQFTTISGP SP.TPTITLA 
SSKYTTVEGS SP.TPTIPRA 
SSESVQVQGN ST.SDKIPLY 
SSGSTLIPGL AP.GTTVNYT 
ASSLTVLSGN CTVAPTVTLK 
SSPSAQPVGP SPF..GCSRM 
SSAQTEMIDT GPYSNGISRA 
SSAYTTVTGP SS.IPEISLA 
SS-STTLSGP SPSTPTISRA 
KNLPPANFAK KNVPSQYKWC 
ANQPPARWTN ENVPKANKWA 
TNDPPANWAK AGFQEDTRFA 
KNEPPANWAK IGFKEDYKFA 
SNVPPAGWAK QGLPDDCKFA 
SNVPPAGWVK HGLPEDCKFA 
SNIPPANWAK LGYQEDTKFA 
TKTPPASWSK LGYKEESKFA 
K.TPPANWEA NGFKPTEKFA 
KNLPPAAWEA WAYKPEQKFA 
RNLPPAGFAR ANIKFEHRWA 
RNRPPAGFAR AYVKTGQKWA 
ANIPPAGYAN AHIKPEQAFA 
KNQPPANWAS QNYKEADRFA 
HKIPPANWAA MGYKENTKYA 
HDLPPANWAD SQFPAEARFA 
DNRPPGNWSN LQFTPETKFA 
NNSPPANWQA QGFKPEHKFA 
K.MAPANWEA SGYKPSAKFA 
KNLPPANWAK AG-KEETKFA 

ASATFKTIQI KIANDQKGFN 
VNEIFKKDNL SQAASRNQL. 
AHSIGKYGAL ARQRIQ.NGG 
AHGVVKWASL SRERLQ.EGT 

KDW.KTLGLQ EADFTANAI. 
VKW.QELGVP TASISSTAI. 
TLW.EGIGIP AANFFDVAF. 
AD.LNALGFV GDP..ALGLF 
AVW.KDMKVP TDTMAQAAW. 
TLM.VAAKVP AASVTTVAL. 
ALWIKALGVP AASVTP-ALW 

150 
AAANAIKEAN CPIHKVTYYL 
SLALRCKDAG VPVHKLCYFY 
ALAGRSLWPT SPPASFCAYY 
RLAQLKAGAG ISPRQFCSYY 
ALARQFYVIN ITPRQFCMYF 
ALARQFYIVN ITPRQFCMYF 
ALAAQFDRIN ITPRQFCMYF 
QLA.QAIKIH CTIRQFCMYF 
QVANIVKASG TSLRKFCRFF 
SPKSPCHHPI TTLRQFCRYF 
QIAGVVKVT. TTLRKFCRFY 
QLAGVVKVS. TTLRKFCRFY 
ALAGAV RKH. TTLRQFCRYY 
QLAGVVRQH. STLRRFCRYF 
SLAAAVK.SL ATLREFARYF 
AAAGLVKA.V LPLRQFCRYY 
QVAAVVR.NH CTLRQLCMFY 
RLAAAIKE.V CT LRQFCMKY 
QLASIVKASG TSLRKFCRYF 
-LAG-VK-S- TTLRQFCRY-

200 
AFDAFDGLYD PTCL.ASELP 
AKDTKDAU",D PYVV. PSSVP 
AFDFFDAVDS TAALEPAE.W 
AFDFFDAVDS PAALEPSQ.W 
GFDFFEGVLS PAALDPADGL 
GFVFFEGVLS PSSLDPADGL 
AFDFFDGVTN PASLQPADGL 
GFDFFDGVNH PAALMPADGL 
AFDFFDGVEN PAAMQPPGGL 
AFDFFDGVLN EAALNPIDGL 
GFDFFDGLLN PAALEPPGGL 
GFDFFDGLLN PAALEPLGGL 
GFDFFDGVMN VAALEPSGGL 
AFDFFEGVSS SAALSPPGGL 
AFDTFDSILN PAALQPTGGL 
AFDFFDGVTN SAAPQPPDGL 
AFDFFDGVLN PASQEVP..L 
AFDFFNGVTN PAAIMPKEGL 
AFDFFDGVEN PAAMQPPSGL 
AFDFFDGVLN PAALEPP-GL 

250 
L.NYNPNVTQ ARLPNA.... 
L.GTQASITR GRLNGA.... 
LITNIAEVNQ GPSWSTNTLN 
SITTVAELNK GHLGGYNNLP 
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NARCISSUS_MO 
SCALLION_VIR 
PEPINO_MOSAI 
WHITE_CLOVER 
Altranathera 
Cactus_virus 
PLANTAGO_ASI 
TULIP_VIRUS_ 
CASSAVA_COMM 
CLOVER_YELLO 
HOSTA_VIRUS_ 
LILY__VIRUS__X 
STRAWBERRY_M 
POTATO_VIRUS 
PapMV^CLONE-

Consensus 

IRPPSQREIQ 
IRHPSQREIQ 
IRQPNEKELA 
IRGPSEAELL 
VRAPSQAERI 
VRVPNEAERL 
SRTPTPDEVT 
TREPTPDEIT 
VREPTPQEII 
IREPSPNERM 
IRQPTEEELL 
IRPPTELELS 
WRQPTPQEIY 
IRPPSEAEMN 
TRSPTQEERI 
IREPTEAER-

AHSTAKYGAL 
AHSTAKYGAL 
AHSVAKYGAL 
AHQTAKQVAL 
ANATNKQVNL 
ANQTNRNVHL 
ANETARSLNL 
ANETARSLGL 
AAETARSLNL 
ANETNKNVHL 
AHQANSALHI 
AAQTAKFAAL 
ASATHKDVAT 
AAQTAAFVKI 
ANATNKQVHL 
A—TAKYVAL 

ARQRYRMETS 
ARQRIQ.NGN 
ARQKI.STGN 
HRDAKRRGTN 
FQAAAQDN.N 
FESNAQKN.R 
FEARASYS.N 
FESRANSN.N 
FEAQSKGN.N 
YQTASRGS.N 
FDSLR..N.D 
..ARVRGS.G 
YRAASKAHDR 
TKARAQSN.D 
FQAAAQDN.N 
FRARAQ-NGN 

FPPWLKSLT. 
FVSNLAEVTH 
YITTLGEVTR 
VVNSV.EITN 
FASNSAFITK 
ALTTSALVTK 
LASTSTQFTR 
LATTSTQFTR 
LATNATQVTR 
LATTSTVATK 
FASTDGRVTR 
FVTTAAEITH 
.ISNSTLLTK 
FASLDAAVTR 
FASNSAFITK 
-ATTSAEVTR 

VGSAV 
GRAGGVNSMY 
GHMGGANTMY 
GRSDPIGPLI 
GQL..SSNSP 
GLQ. 
GQL. 
GQL. 
GRL. 
GAY. 
GHI. 

.GSESP 

.SNTAP 
, SNTSP 
.SSSEP 
,STNAS 
,TSNVN 

GRAEVSRT.. 
G..ASRSTPP 
GRITGTTTAE 
GQI..SGSTP 
GRLGGSNTAP 

BAMBOO_MOSAI 
FOXTAIL_MOSA 
CYMBIDIUM_MO 
POTATO_AUCUB 
NARCISSUS_MO 
SCALLION_VIR 
PEPINO_MOSAI 
WHITE_CLOVER 
Altranathera 
Cactus_virus 
PLANTAGO_ASI 
TULIP_VIRUS_ 
CASSAVA_COMM 
CLOVER_YELLO 
HOSTA_VIRUS_ 
LILY_VIRUS_X 
STRAWBERRY_M 
POTATO_VIRUS 
PapMV_CLONE-

Consensus 

251 276 
PLPALPEPTS D 
..PALPNNGQ YFIEAPQ ~~ 
ALPAP ~~ 
ALMAPPS 
STPCTPLKHL QNCNRNTSKL KLVCGL 
AIEAPPEL--
AIDAPPEL— 
TYPQ ~~ 
TIQYLPPPE-
RIQFLPGPE-
QVQFLPAPSD 
TVQFLPSPED ~ 
QVQFLTGVDE ~~ 
NAGFPYHRPE 
SLNYLPAPEG SS 
..MLLSPP--
ALLPGP 
AVVTLPPP— ~ 
TIQFLPPPEH HHHHH 
A-Q-LPPPE-
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Annexe 2. Milieux et tampons utilisés 
Clonage : 

■ Geld'agarose0,8%(l L) : 

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

■ Bleu à ADN 3X : 

40% glycérol 
0,25% bleu de bromophénol 

■ Milieu LB (1 L) : 
10g de peptone 
5g d'extrait de levure 
lOgdeNaCl 
900 ml d'eau 
Le pH 7,0 

Production de protéines : 

■ Milieu 2XYT (1 L) : 
16g de peptone 
10g d'extrait de levure 
5g de NaCl 
800 ml d'eau distillée 
Le pH 7,0 

■ Milieu agar 2XYT avec ampicilline : 

Milieu 2XYT liquide 
20g d'agar 
ampicilline 50 (a.g/ml * 

* l'ampicilline est ajoutée après l'auclavage, lorsque le milieu est tiède 

Putification de protéines : 

■ Tampon de lyse (Lysis Buffer) : 50 mM Nat^PC^ 
300 mM NaCl 
10 mM imidazole 
pH8,0 
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■ Tampon de lavage 1 : 

■ Tampon de lavage 2 : 

■ Tampon de lavage 3 : 

■ Tampon d'élution : 

■ Tampon d'élution : 

Gels Shifts (EMSA) : 

■ Tampon de liaison : 

■ Tampon TBE 5 X (pour 1 L) : 

■ Tampon bleu natif 3X : 

■ Gel de polyacrylamide natif 5( 

50 mM NaH2P04 
300 mM NaCl 
20 mM imidazole 
pH8,0 

50 mM NaH2P04 
300 mM NaCl 
50 mM imidazole 
pH8,0 

lOmMTris-HCl 
50 mM imidazole 
pH8,0 

lOmMTris-HCl 
1 M imidazole 
pH8,0 

lOmMTris-HCl 
300 mM imidazole 
pH8,0 

lOmMTris-HCl 
4 % glycérol 
1 mM MgCl2 
0,5 mM EDTA 
0,5 mM DTT 
20 mM NaCl 
pH8,0 

54 g base Tris 
27,5 g d'acide borique 
4,65 g EDTA 
pH8,3 

50 % glycérol 
0,3 % bleu de bromophénol 
TBE 0,5X 

-o (pour 10 ml) : 

1 ml de tampon TBE 5X 
1,25 ml de mélange d'acrylamide pour gel natif* 



7,75 ml d'eau 
50 ul de persulfate d'ammonium 10 % 
lOuldeTEMED 

*Solution de mélange d'acrylamide pour gel natif : 38,7 % d'acrylamide 
1,3 % de bisacrylamide 

Préparation de gels de polyacrylamide tris-tricine (2 gels): 

■ Gel d'empilement : 0,5 ml de mélange d'acrylamide** 
1,55 ml de tampon de gel*** 
4,2 ml d'eau 
125 ul de persulfate d'ammonium 10 % 
12uldeTEMED 

■ Gel de séparation 10% : 3,05 ml de mélange d'acrylamide** 
5 ml de tampon de gel*** 
1,6 ml de glycérol 
5,35 ml d'eau 
125 ul de persulfate d'ammonium 10 % 
12uldeTEMED 

** Solution de mélange d'acrylamide : 49,5 % d'acrylamide 
3 % de bisacrylamide 

*** Solution de tampon de gel : 3 M Tris-HCl pH 8,45 
0,3 % SDS 

■ Bleu dénaturant à protéine 3X : 

6% SDS 
50% glycérol 
0,2M p-mercaptoéthanol 
0,3% bleu de bromophénol 

■ Solution de décoloration pour gel de protéine : 

360 ml 99% éthanol 
360 ml d'eau 
80 ml d'acide acétique glacial 
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Annexe 3. Séquences des clones 
PapMV CP(6 -21 S) 

Séquence en acides nucléiques 

ATGGCATCCACACCCAACATAGCCTTCCCCGCCATCACCCAGGAACAAATGAGCTCGATTA 
AGGTCGATCCAACGTCCAATCTTCTGCCCTCCCAAGAGCAGTTAAAGTCAGTGTCCACCCT 
CATGGTAGCTGCTAAGGTTCCAGCAGCCAGTGTTACAACTGTGGCATTGGAGTTGGTTAAC 
TTCTGCTATGACAATGGGTCCAGCGCGTACACCACAGTGACTGGCCCATCATCAATACCGG 
AGATATCACTGGCACAATTGGCCAGCATTGTCAAAGCTTCCGGCACTTCCCTTAGGAAATT 
CTGCCGGTACTTCGCGCCAATAATCTGGAATCTGAGGACGGACAAAATGGCTCCTGCCAAT 
TGGGAGGCCTCAGGATACAAGCCAAGCGCCAAATTTGCCGCGTTCGACTTCTTCGACGGGG 
TGGAGAATCCGGCGGCCATGCAACCCCCTTCGGGACTAACCAGGTCGCCGACCCAGGAAGA 
GCGGATTGCCAATGCCACCAACAAACAGGTGCATCTCTTCCAAGCCGCGGCACAGGACAAC 
AACTTTGCCAGCAACTCCGCCTTCATCACCAAAGGCCAAATTTCTGGGTCAACCCCAACCA 
TCCAATTCCTTCCACCCCCCGAACACCATCACCATCACCATTAG 

Séquence en acides aminés 

MASTPNIAFP AITQEQMSSI KVDPTSNLLP SQEQLKSVST LMVAAKVPAA 
SVTTVALELV NFCYDNGSSA YTTVTGPSSI PEISLAQLAS IVKASGTSLR 
KFCRYFAPII WNLRTDKMAP ANWEASGYKP SAKFAAFDFF DGVENPAAMQ 
PPSGLTRSPT QEERIANATN KQVHLFQAAA QDNNFASNSA FITKGQISGS 
TPTIQFLPPP EHHHHHH 



l i t ) 

PapMV CP(i3.2i5) 

Séquence en acides nucléiques 

ATGTTCCCCGCCATCACCCAGGAACAAATGAGCTCGATTAAGGTCGATCCAACGTCCAATC 
TTCTGCCCTCCCAAGAGCAGTTAAAGTCAGTGTCCACCCTCATGGTAGCTGCTAAGGTTCC 
AGCAGCCAGTGTTACAACTGTGGCATTGGAGTTGGTTAACTTCTGCTATGACAATGGGTCC 
AGCGCGTACACCACAGTGACTGGCCCATCATCAATACCGGAGATATCACTGGCACAATTGG 
CCAGCATTGTCAAAGCTTCCGGCACTTCCCTTAGGAAATTCTGCCGGTACTTCGCGCCAAT 
AATCTGGAATCTGAGGACGGACAAAATGGCTCCTGCCAATTGGGAGGCCTCAGGATACAAG 
CCAAGCGCCAAATTTGCCGCGTTCGACTTCTTCGACGGGGTGGAGAATCCGGCGGCCATGC 
AACCCCCTTCGGGACTAACCAGGTCGCCGACCCAGGAAGAGCGGATTGCCAATGCCACCAA 
CAAACAGGTGCATCTCTTCCAAGCCGCGGCACAGGACAACAACTTTGCCAGCAACTCCGCC 
TTCATCACCAAAGGCCAAATTTCTGGGTCAACCCCAACCATCCAATTCCTTCCACCCCCCG 
AACACCATCACCATCACCATTAG 

Séquence en acides aminés 

MFPAITQEQM SSIKVDPTSN LLPSQEQLKS 
ELVNFCYDNG SSAYTTVTGP SSIPEISLAQ 
PIIWNLRTDK MAPANWEASG YKPSAKFAAF 
SPTQEERIAN ATNKQVHLFQ AAAQDNNFAS 
PPPEHHHHHH 

VSTLMVAAKV 
LASIVKASGT 
DFFDGVENPA 
NSAFITKGQI 

PAASVTTVAL 
SLRKFCRYFA 
AMQPPSGLTR 
SGSTPTIQFL 



PapMV CP(1 4-215) 
117 

Séquence en acides nucléiques 

ATGCCCGCCATCACCCAGGAACAAATGAGCTCGATTAAGGTCGATCCAACGTCCAATCTTC 
TGCCCTCCCAAGAGCAGTTAAAGTCAGTGTCCACCCTCATGGTAGCTGCTAAGGTTCCAGC 
AGCCAGTGTTACAACTGTGGCATTGGAGTTGGTTAACTTCTGCTATGACAATGGGTCCAGC 
GCGTACACCACAGTGACTGGCCCATCATCAATACCGGAGATATCACTGGCACAATTGGCCA 
GCATTGTCAAAGCTTCCGGCACTTCCCTTAGGAAATTCTGCCGGTACTTCGCGCCAATAAT 
CTGGAATCTGAGGACGGACAAAATGGCTCCTGCCAATTGGGAGGCCTCAGGATACAAGCCA 
AGCGCCAAATTTGCCGCGTTCGACTTCTTCGACGGGGTGGAGAATCCGGCGGCCATGCAAC 
CCCCTTCGGGACTAACCAGGTCGCCGACCCAGGAAGAGCGGATTGCCAATGCCACCAACAA 
ACAGGTGCATCTCTTCCAAGCCGCGGCACAGGACAACAACTTTGCCAGCAACTCCGCCTTC 
ATCACCAAAGGCCAAATTTCTGGGTCAACCCCAACCATCCAATTCCTTCCACCCCCCGAAC 
ACCATCACCATCACCATTAG 

Séquence en acides aminés 

MPAITQEQMS SIKVDPTSNL LPSQEQLKSV STLMVAAKVP AASVTTVALE 
LVNFCYDNGS SAYTTVTGPS SIPEISLAQL ASIVKASGTS LRKFCRYFAP 
IIWNLRTDKM APANWEASGY KPSAKFAAFD FFDGVENPAA MQPPSGLTRS 
PTQEERIANA TNKQVHLFQA AAQDNNFASN SAFITKGQIS GSTPTIQFLP 
PPEHHHHHH 



PapMV CP(,5-2i5) 

118 

Séquence en acides nucléiques 

ATGGCCATCACCCAGGAACAAATGAGCTCGATTAAGGTCGATCCAACGTCCAATCTTCTGC 
CCTCCCAAGAGCAGTTAAAGTCAGTGTCCACCCTCATGGTAGCTGCTAAGGTTCCAGCAGC 
CAGTGTTACAACTGTGGCATTGGAGTTGGTTAACTTCTGCTATGACAATGGGTCCAGCGCG 
TACACCACAGTGACTGGCCCATCATCAATACCGGAGATATCACTGGCACAATTGGCCAGCA 
TTGTCAAAGCTTCCGGCACTTCCCTTAGGAAATTCTGCCGGTACTTCGCGCCAATAATCTG 
GAATCTGAGGACGGACAAAATGGCTCCTGCCAATTGGGAGGCCTCAGGATACAAGCCAAGC 
GCCAAATTTGCCGCGTTCGACTTCTTCGACGGGGTGGAGAATCCGGCGGCCATGCAACCCC 
CTTCGGGACTAACCAGGTCGCCGACCCAGGAAGAGCGGATTGCCAATGCCACCAACAAACA 
GGTGCATCTCTTCCAAGCCGCGGCACAGGACAACAACTTTGCCAGCAACTCCGCCTTCATC 
ACCAAAGGCCAAATTTCTGGGTCAACCCCAACCATCCAATTCCTTCCACCCCCCGAACACC 
ATCACCATCACCATTAG 

Séquence en acides aminés 

MAITQEQMSS IKVDPTSNLL PSQEQLKSVS TLMVAAKVPA ASVTTVALEL 
VNFCYDNGSS AYTTVTGPSS IPEISLAQLA SIVKASGTSL RKFCRYFAPI 
IWNLRTDKMA PANWEASGYK PSAKFAAFDF FDGVENPAAM QPPSGLTRSP 
TQEERIANAT NKQVHLFQAA AQDNNFASNS AFITKGQISG STPTIQFLPP 
PEHHHHHH 



PapMV CP(2i.2is) 

119 

Séquence en acides nucléiques 

ATGAGCTCGATTAAGGTCGATCCAACGTCCAATCTTCTGCCCTCCCAAGAGCAGTTAAAGT 
CAGTGTCCACCCTCATGGTAGCTGCTAAGGTTCCAGCAGCCAGTGTTACAACTGTGGCATT 
GGAGTTGGTTAACTTCTGCTATGACAATGGGTCCAGCGCGTACACCACGGTGACTGGCCCA 
TCATCAATACCGGAGATATCACTGGCACAATTGGCCAGCATTGTCAAAGCTTCCGGCACTT 
CCCTTAGGAAATTCTGCCGGTACTTCGCGCCAATAATCTGGAATCTGAGGACGGACAAAAT 
GGCTCCTGCCAATTGGGAGGCCTCAGGATACAAGCCAAGCGCCAAATTTGCCGCGTTCGAC 
TTCTTCGACGGGGTGGAGAATCCGGCGGCCATGCAACCCCCTTCGGGACTAACCAGGTCGC 
CGACCCAGGAAGAGCGGATTGCCAATGCCACCAACAAACAGGTGCATCTCTTCCAAGCCGC 
GGCACAGGACAACAACTTTGCCAGCAACTCCGCCTTCATCACCAAAGGCCAAATTTCTGGG 
TCAACCCCAACCATCCAATTCCTTCCACCCCCCGAACACCATCACCATCACCATTAG 

Séquence en acides aminés 

MSSIKVDPTS NLLPSQEQLK SVSTLMVAAK VPAASVTTVA LELVNFCYDN 
GSSAYTTVTG PSSIPEISLA QLASIVKASG TSLRKFCRYF APIIWNLRTD 
KMAPANWEAS GYKPSAKFAA FDFFDGVENP AAMQPPSGLT RSPTQEERIA 
NATNKQVHLF QAAAQDNNFA SNSAFITKGQ ISGSTPTIQF LPPPEHHHHH 
H 



P a p M V CP(27.215) 

120 

Séquence en acides nucléiques 

ATGGCCGATCCAACGTCCAATCTTCTGCCCTCCCAAGAGCAGTTAAAGTCAGTGTCCACCC 
TCATGGTAGCTGCTAAGGTTCCAGCAGCCAGTGTTACAACTGTGGCATTGGAGTTGGTTAA 
CTTCTGCTATGACAATGGGTCCAGCGCGTACACCACGGTGACTGGCCCATCATCAATACCG 
GAGATATCACTGGCACAATTGGCCAGCATTGTCAAAGCTTCCGGCACTTCCCTTAGGAAAT 
TCTGCCGGTACTTCGCGCCAATAATCTGGAATCTGAGGACGGACAAAATGGCTCCTGCCAA 
TTGGGAGGCCTCAGGATACAAGCCAAGCGCCAAATTTGCCGCGTTCGACTTCTTCGACGGG 
GTGGAGAATCCGGCGGCCATGCAACCCCCTTCGGGACTAACCAGGTCGCCGACCCAGGAAG 
AGCGGATTGCCAATGCCACCAACAAACAGGTGCATCTCTTCCAAGCCGCGGCACAGGACAA 
CAACTTTGCCAGCAACTCCGCCTTCATCACCAAAGGCCAAATTTCTGGGTCAACCCCAACC 
ATCCAATTCCTTCCACCCCCCGAACACCATCACCATCACCATTAG 

Séquence en acides aminés 

MADPTSNLLP SQEQLKSVST LMVAAKVPAA SVTTVALELV NFCYDNGSSA 
YTTVTGPSSI PEISLAQLAS IVKASGTSLR KFCRYFAPII WNLRTDKMAP 
ANWEASGYKP SAKFAAFDFF DGVENPAAMQ PPSGLTRSPT QEERIANATN 
KQVHLFQAAA QDNNFASNSA FITKGQISGS TPTIQFLPPP EHHHHHH 



PapMV CP(,4-iM) 

121 

Séquence en acides nucléiques 

ATGCCCGCCATCACCCAGGAACAAATGAGCTCGATTAAGGTCGATCCAACGTCCAATCTTC 
TGCCCTCCCAAGAGCAGTTAAAGTCAGTGTCCACCCTCATGGTAGCTGCTAAGGTTCCAGC 
AGCCAGTGTTACAACTGTGGCATTGGAGTTGGTTAACTTCTGCTATGACAATGGGTCCAGC 
GCGTACACCACAGTGACTGGCCCATCATCAATACCGGAGATATCACTGGCACAATTGGCCA 
GCATTGTCAAAGCTTCCGGCACTTCCCTTAGGAAATTCTGCCGGTACTTCGCGCCAATAAT 
CTGGAATCTGAGGACGGACAAAATGGCTCCTGCCAATTGGGAGGCCTCAGGATACAAGCCA 
AGCGCCAAATTTGCCGCGTTCGACTTCTTCGACGGGGTGGAGAATCCGGCGGCCATGCAAC 
CCCCTTCGGGACTAACCAGGTCGCCGACCCAGGAAGAGCGGATTGCCAATGCCACCAACAA 
ACAGGTGCATCTCTTCCACCATCACCATCACCATTAG 

Séquence en acides aminés 

MPAITQEQMS SIKVDPTSNL LPSQEQLKSV STLMVAAKVP AASVTTVALE 
LVNFCYDNGS SAYTTVTGPS SIPEISLAQL ASIVKASGTS LRKFCRYFAP 
IIWNLRTDKM APANWEASGY KPSAKFAAFD FFDGVENPAA MQPPSGLTRS 
PTQEERIANA TNKQVHLFHH HHHH 



PapMV CP27-18O 

122 

Séquence en nucléotides 

ATGGATCCAACGTCCAATCTTCTGCCCTCCCAAGAGCAGTTAAAGTCAGTGTCCACCCTCA 
TGGTAGCTGCTAAGGTTCCAGCAGCCAGTGTTACAACTGTGGCATTGGAGTTGGTTAACTT 
CTGCTATGACAATGGGTCCAGCGCGTACACCACAGTGACTGGCCCATCATCAATACCGGAG 
ATATCACTGGCACAATTGGCCAGCATTGTCAAAGCTTCCGGCACTTCCCTTAGGAAATTCT 
GCCGGTACTTCGCGCCAATAATCTGGAATCTGAGGACGGACAAAATGGCTCCTGCCAATTG 
GGAGGCCTCAGGATACAAGCCAAGCGCCAAATTTGCCGCGTTCGACTTCTTCGACGGGGTG 
GAGAATCCGGCGGCCATGCAACCCCCTTCGGGACTAACCAGGTCGCCGACCCAGGAAGAGC 
GGATTGCCAATGCCACCAACAAACAGGTGCATCTCTTCCACCATCACCATCACCATTAG 

Séquence en acides aminés 

MDPTSNLLPSQEQLKSVSTLMVAAKVPAASVTTVALELVNFCYDNGSSAYTTVTGPSSIPE 
ISLAQLASIVKASGTSLRKFCRYFAPIIWNLRTDKMAPANWEASGYKPSAKFAAFDFFDGV 
ENPAAMQPPSGLTRSPTQEERIANATNKQVHLFHHHHHH 



PapMV F13A 

123 

Séquence en acides nucléiques 

ATGGCATCCACACCCAACATAGCCGCGCCCGCCATCACCCAGGAACAAATGAGCTCGATTA 
AGGTCGATCCAACGTCCAATCTTCTGCCCTCCCAAGAGCAGTTAAAGTCAGTGTCCACCCT 
CATGGTAGCTGCTAAGGTTCCAGCAGCCAGTGTTACAACTGTGGCATTGGAGTTGGTTAAC 
TTCTGCTATGACAATGGGTCCAGCGCGTACACCACAGTGACTGGCCCATCATCAATACCGG 
AGATATCACTGGCACAATTGGCCAGCATTGTCAAAGCTTCCGGCACTTCCCTTAGGAAATT 
CTGCCGGTACTTCGCGCCAATAATCTGGAATCTGAGGACGGACAAAATGGCTCCTGCCAAT 
TGGGAGGCCTCAGGATACAAGCCAAGCGCCAAATTTGCCGCGTTCGACTTCTTCGACGGGG 
TGGAGAATCCGGCGGCCATGCAACCCCCTTCGGGACTAACCAGGTCGCCGACCCAGGAAGA 
GCGGATTGCCAATGCCACCAACAAACAGGTGCATCTCTTCCAAGCCGCGGCACAGGACAAC 
AACTTTGCCAGCAACTCCGCCTTCATCACCAAAGGCCAAATTTCTGGGTCAACCCCAACCA 
TCCAATTCCTTCCACCCCCCGAACACCATCACCATCACCATTAG 

Séquence en acides aminés 

MASTPNIAAP AITQEQMSSI KVDPTSNLLP SQEQLKSVST LMVAAKVPAA 
SVTTVALELV NFCYDNGSSA YTTVTGPSSI PEISLAQLAS IVKASGTSLR 
KFCRYFAPII WNLRTDKMAP ANWEASGYKP SAKFAAFDFF DGVENPAAMQ 
PPSGLTRSPT QEERIANATN KQVHLFQAAA QDNNFASNSA FITKGQISGS 
TPTIQFLPPP EHHHHHH 



PapMV F13G 

124 

Séquence en acides nucléiques 

ATGGCATCCACACCCAACATAGCCGGTCCCGCCATCACCCAGGAACAAATGAGCTCGATTA 
AGGTCGATCCAACGTCCAATCTTCTGCCCTCCCAAGAGCAGTTAAAGTCAGTGTCCACCCT 
CATGGTAGCTGCTAAGGTTCCAGCAGCCAGTGTTACAACTGTGGCATTGGAGTTGGTTAAC 
TTCTGCTATGACAATGGGTCCAGCGCGTACACCACAGTGACTGGCCCATCATCAATACCGG 
AGATATCACTGGCACAATTGGCCAGCATTGTCAAAGCTTCCGGCACTTCCCTTAGGAAATT 
CTGCCGGTACTTCGCGCCAATAATCTGGAATCTGAGGACGGACAAAATGGCTCCTGCCAAT 
TGGGAGGCCTCAGGATACAAGCCAAGCGCCAAATTTGCCGCGTTCGACTTCTTCGACGGGG 
TGGAGAATCCGGCGGCCATGCAACCCCCTTCGGGACTAACCAGGTCGCCGACCCAGGAAGA 
GCGGATTGCCAATGCCACCAACAAACAGGTGCATCTCTTCCAAGCCGCGGCACAGGACAAC 
AACTTTGCCAGCAACTCCGCCTTCATCACCAAAGGCCAAATTTCTGGGTCAACCCCAACCA 
TCCAATTCCTTCCACCCCCCGAACACCATCACCATCACCATTAG 

Séquence en acides aminés 

MASTPNIAGP AITQEQMSSI KVDPTSNLLP SQEQLKSVST LMVAAKVPAA 
SVTTVALELV NFCYDNGSSA YTTVTGPSSI PEISLAQLAS IVKASGTSLR 
KFCRYFAPII WNLRTDKMAP ANWEASGYKP SAKFAAFDFF DGVENPAAMQ 
PPSGLTRSPT QEERIANATN KQVHLFQAAA QDNNFASNSA FITKGQISGS 
TPTIQFLPPP EHHHHHH 



PapMV F13L 

125 

Séquence en acides nucléiques 

ATGGCATCCACACCCAACATAGCCCTGCCCGCCATCACCCAGGAACAAATGAGCTCGATTA 
AGGTCGATCCAACGTCCAATCTTCTGCCCTCCCAAGAGCAGTTAAAGTCAGTGTCCACCCT 
CATGGTAGCTGCTAAGGTTCCAGCAGCCAGTGTTACAACTGTGGCATTGGAGTTGGTTAAC 
TTCTGCTATGACAATGGGTCCAGCGCGTACACCACAGTGACTGGCCCATCATCAATACCGG 
AGATATCACTGGCACAATTGGCCAGCATTGTCAAAGCTTCCGGCACTTCCCTTAGGAAATT 
CTGCCGGTACTTCGCGCCAATAATCTGGAATCTGAGGACGGACAAAATGGCTCCTGCCAAT 
TGGGAGGCCTCAGGATACAAGCCAAGCGCCAAATTTGCCGCGTTCGACTTCTTCGACGGGG 
TGGAGAATCCGGCGGCCATGCAACCCCCTTCGGGACTAACCAGGTCGCCGACCCAGGAAGA 
GCGGATTGCCAATGCCACCAACAAACAGGTGCATCTCTTCCAAGCCGCGGCACAGGACAAC 
AACTTTGCCAGCAACTCCGCCTTCATCACCAAAGGCCAAATTTCTGGGTCAACCCCAACCA 
TCCAATTCCTTCCACCCCCCGAACACCATCACCATCACCATTAG 

Séquence en acides aminés 

MASTPNIALP AITQEQMSSI KVDPTSNLLP SQEQLKSVST LMVAAKVPAA 
SVTTVALELV NFCYDNGSSA YTTVTGPSSI PEISLAQLAS IVKASGTSLR 
KFCRYFAPII WNLRTDKMAP ANWEASGYKP SAKFAAFDFF DGVENPAAMQ 
PPSGLTRSPT QEERIANATN KQVHLFQAAA QDNNFASNSA FITKGQISGS 
TPTIQFLPPP EHHHHHH 



PapMV F13Y 

126 

Séquence en acides nucléiques 

ATGGCATCCACACCCAACATAGCCTATCCCGCCATCACCCAGGAACAAATGAGCTCGATTA 
AGGTCGATCCAACGTCCAATCTTCTGCCCTCCCAAGAGCAGTTAAAGTCAGTGTCCACCCT 
CATGGTAGCTGCTAAGGTTCCAGCAGCCAGTGTTACAACTGTGGCATTGGAGTTGGTTAAC 
TTCTGCTATGACAATGGGTCCAGCGCGTACACCACAGTGACTGGCCCATCATCAATACCGG 
AGATATCACTGGCACAATTGGCCAGCATTGTCAAAGCTTCCGGCACTTCCCTTAGGAAATT 
CTGCCGGTACTTCGCGCCAATAATCTGGAATCTGAGGACGGACAAAATGGCTCCTGCCAAT 
TGGGAGGCCTCAGGATACAAGCCAAGCGCCAAATTTGCCGCGTTCGACTTCTTCGACGGGG 
TGGAGAATCCGGCGGCCATGCAACCCCCTTCGGGACTAACCAGGTCGCCGACCCAGGAAGA 
GCGGATTGCCAATGCCACCAACAAACAGGTGCATCTCTTCCAAGCCGCGGCACAGGACAAC 
AACTTTGCCAGCAACTCCGCCTTCATCACCAAAGGCCAAATTTCTGGGTCAACCCCAACCA 
TCCAATTCCTTCCACCCCCCGAACACCATCACCATCACCATTAG 

Séquence en acides aminés 

MASTPNIAYP AITQEQMSSI KVDPTSNLLP SQEQLKSVST LMVAAKVPAA 
SVTTVALELV NFCYDNGSSA YTTVTGPSSI PEISLAQLAS IVKASGTSLR 
KFCRYFAPII WNLRTDKMAP ANWEASGYKP SAKFAAFDFF DGVENPAAMQ 
PPSGLTRSPT QEERIANATN KQVHLFQAAA QDNNFASNSA FITKGQISGS 
TPTIQFLPPP EHHHHHH 



127 

PapMV E19K 

Séquence en acides nucléiques 

ATGGCATCCACACCCAACATAGCCTTCCCCGCCATCACCCAGAAACAAATGAGCTCGATTA 
AGGTCGATCCAACGTCCAATCTTCTGCCCTCCCAAGAGCAGTTAAAGTCAGTGTCCACCCT 
CATGGTAGCTGCTAAGGTTCCAGCAGCCAGTGTTACAACTGTGGCATTGGAGTTGGTTAAC 
TTCTGCTATGACAATGGGTCCAGCGCGTACACCACAGTGACTGGCCCATCATCAATACCGG 
AGATATCACTGGCACAATTGGCCAGCATTGTCAAAGCTTCCGGCACTTCCCTTAGGAAATT 
CTGCCGGTACTTCGCGCCAATAATCTGGAATCTGAGGACGGACAAAATGGCTCCTGCCAAT 
TGGGAGGCCTCAGGATACAAGCCAAGCGCCAAATTTGCCGCGTTCGACTTCTTCGACGGGG 
TGGAGAATCCGGCGGCCATGCAACCCCCTTCGGGACTAACCAGGTCGCCGACCCAGGAAGA 
GCGGATTGCCAATGCCACCAACAAACAGGTGCATCTCTTCCAAGCCGCGGCACAGGACAAC 
AACTTTGCCAGCAACTCCGCCTTCATCACCAAAGGCCAAATTTCTGGGTCAACCCCAACCA 
TCCAATTCCTTCCACCCCCCGAACACCATCACCATCACCATTAG 

Séquence en acides aminés 

MASTPNIAFP AITQKQMSSI KVDPTSNLLP SQEQLKSVST LMVAAKVPAA 
SVTTVALELV NFCYDNGSSA YTTVTGPSSI PEISLAQLAS IVKASGTSLR 
KFCRYFAPII WNLRTDKMAP ANWEASGYKP SAKFAAFDFF DGVENPAAMQ 
PPSGLTRSPT QEERIANATN KQVHLFQAAA QDNNFASNSA FITKGQISGS 
TPTIQFLPPP EHHHHHH 



128 

PapMVE19P 

Séquence en acides nucléiques 

ATGGCATCCACACCCAACATAGCCTTCCCCGCCATCACCCAGCCGCAAATGAGCTCGATTA 
AGGTCGATCCAACGTCCAATCTTCTGCCCTCCCAAGAGCAGTTAAAGTCAGTGTCCACCCT 
CATGGTAGCTGCTAAGGTTCCAGCAGCCAGTGTTACAACTGTGGCATTGGAGTTGGTTAAC 
TTCTGCTATGACAATGGGTCCAGCGCGTACACCACAGTGACTGGCCCATCATCAATACCGG 
AGATATCACTGGCACAATTGGCCAGCATTGTCAAAGCTTCCGGCACTTCCCTTAGGAAATT 
CTGCCGGTACTTCGCGCCAATAATCTGGAATCTGAGGACGGACAAAATGGCTCCTGCCAAT 
TGGGAGGCCTCAGGATACAAGCCAAGCGCCAAATTTGCCGCGTTCGACTTCTTCGACGGGG 
TGGAGAATCCGGCGGCCATGCAACCCCCTTCGGGACTAACCAGGTCGCCGACCCAGGAAGA 
GCGGATTGCCAATGCCACCAACAAACAGGTGCATCTCTTCCAAGCCGCGGCACAGGACAAC 
AACTTTGCCAGCAACTCCGCCTTCATCACCAAAGGCCAAATTTCTGGGTCAACCCCAACCA 
TCCAATTCCTTCCACCCCCCGAACACCATCACCATCACCATTAG 

Séquence en acides aminés 

MASTPNIAFP AITQPQMSSI KVDPTSNLLP SQEQLKSVST LMVAAKVPAA 
SVTTVALELV NFCYDNGSSA YTTVTGPSSI PEISLAQLAS IVKASGTSLR 
KFCRYFAPII WNLRTDKMAP ANWEASGYKP SAKFAAFDFF DGVENPAAMQ 
PPSGLTRSPT QEERIANATN KQVHLFQAAA QDNNFASNSA FITKGQISGS 
TPTIQFLPPP EHHHHHH 



129 
PapMV K97A 
Séquence en acides nucléiques 

ATGGCATCCACACCCAACATAGCCTTCCCCGCCATCACCCAGGAACAAATGAGCTCGATTA 
AGGTCGATCCAACGTCCAATCTTCTGCCCTCCCAAGAGCAGTTAAAGTCAGTGTCCACCCT 
CATGGTAGCTGCTAAGGTTCCAGCAGCCAGTGTTACAACTGTGGCATTGGAGTTGGTTAAC 
TTCTGCTATGACAATGGGTCCAGCGCGTACACCACAGTGACTGGCCCATCATCAATACCGG 
AGATATCACTGGCACAATTGGCCAGCATTGTCGCGGCTTCCGGCACTTCCCTTAGGAAATT 
CTGCCGGTACTTCGCGCCAATAATCTGGAATCTGAGGACGGACAAAATGGCTCCTGCCAAT 
TGGGAGGCCTCAGGATACAAGCCAAGCGCCAAATTTGCCGCGTTCGACTTCTTCGACGGGG 
TGGAGAATCCGGCGGCCATGCAACCCCCTTCGGGACTAACCAGGTCGCCGACCCAGGAAGA 
GCGGATTGCCAATGCCACCAACAAACAGGTGCATCTCTTCCAAGCCGCGGCACAGGACAAC 
AACTTTGCCAGCAACTCCGCCTTCATCACCAAAGGCCAAATTTCTGGGTCAACCCCAACCA 
TCCAATTCCTTCCACCCCCCGAACACCATCACCATCACCATTAG 

Séquence en acides aminés 

MASTPNIAFP AITQEQMSSI KVDPTSNLLP SQEQLKSVST LMVAAKVPAA 
SVTTVALELV NFCYDNGSSA YTTVTGPSSI PEISLAQLAS IVAASGTSLR 
KFCRYFAPII WNLRTDKMAP ANWEASGYKP SAKFAAFDFF DGVENPAAMQ 
PPSGLTRSPT QEERIANATN KQVHLFQAAA QDNNFASNSA FITKGQISGS 
TPTIQFLPPP EHHHHHH 



130 
PapMV E128A 

Séquence en acides nucléiques 

ATGGCATCCACACCCAACATAGCCTTCCCCGCCATCACCCAGGAACAAATGAGCTCGATTA 
AGGTCGATCCAACGTCCAATCTTCTGCCCTCCCAAGAGCAGTTAAAGTCAGTGTCCACCCT 
CATGGTAGCTGCTAAGGTTCCAGCAGCCAGTGTTACAACTGTGGCATTGGAGTTGGTTAAC 
TTCTGCTATGACAATGGGTCCAGCGCGTACACCACAGTGACTGGCCCATCATCAATACCGG 
AGATATCACTGGCACAATTGGCCAGCATTGTCAAAGCTTCCGGCACTTCCCTTAGGAAATT 
CTGCCGGTACTTCGCGCCAATAATCTGGAATCTGAGGACGGACAAAATGGCTCCTGCCAAT 
TGGGCGGCCTCAGGATACAAGCCAAGCGCCAAATTTGCCGCGTTCGACTTCTTCGACGGGG 
TGGAGAATCCGGCGGCCATGCAACCCCCTTCGGGACTAACCAGGTCGCCGACCCAGGAAGA 
GCGGATTGCCAATGCCACCAACAAACAGGTGCATCTCTTCCAAGCCGCGGCACAGGACAAC 
AACTTTGCCAGCAACTCCGCCTTCATCACCAAAGGCCAAATTTCTGGGTCAACCCCAACCA 
TCCAATTCCTTCCACCCCCCGAACACCATCACCATCACCATTAG 

Séquence en acides aminés 

MASTPNIAFP AITQEQMSSI KVDPTSNLLP SQEQLKSVST LMVAAKVPAA 
SVTTVALELV NFCYDNGSSA YTTVTGPSSI PEISLAQLAS IVKASGTSLR 
KFCRYFAPII WNLRTDKMAP ANWAASGYKP SAKFAAFDFF DGVENPAAMQ 
PPSGLTRSPT QEERIANATN KQVHLFQAAA QDNNFASNSA FITKGQISGS 
TPTIQFLPPP EHHHHHH 



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

pET-3 Vector Map 
RBS 

PT7 

Nd« I OR Neo I 
gène 10 leader 

BamHI 
T T 7 

pET-3a-3d Cloning Site Régions 
séquence shown (66-122) 

pBR322 on 

ampicillin 

l-Jde S : n " 

p E T - 3 o GAAGGAGATATACAT ATG GCT AGC ATG ACT GGT GQA CAG CAA ATG GGT CGC GGA TCC 
! ! j fc A S M T G G Q Q M G, R G S 

RBS T7 gène 10 leader peptide 

l ie. 
I pET-3b QAAQQAGATATACAT ATG GCT AQC ATG ACT GQT GQA CAG CAA ATQ GQT CQG QAT CCG 

-RÏT 
& A S M T G G Q Q M G j R D 

T7 gène 10 leader peptide 

Mdi I BamH I 

p E T - 3 c QAAGGAGATATACAT ATG GCT AGC ATG ACT GGT GGA CAG CAA ATG GQT CQG ATC CGQ 
M A S M T G G Q Q M G . R I R 

RBS T7 gène 10 leader peptide 

Hco I B-omH 
I I 

p E T - 3 d GAAGGAGATATACC ATG GCT AGC ATG ACT GGT GGA CAG CAA ATG GGT CGG ATC CGG C 
, i Jfl, A S M T G G Q Q M G, R I R 

RBS T7 gène 1 ô leader pepNde 

Feature 
Nucleotide Position 

Feature pET-3a pET-3b pET-3c pET-3d 

T7 promoter 1-19 1-19 1-19 1-19 

nsosome cinding site (RBS) 66-72 66-72 66-72 66-72 

Nde 1 (pET-3a-c) or Nco 1 (pET-3d) cloning site 78-83 78-83 78-83 78-83 

T7 gène 10 translated leader 81-113 81-113 31-113 30-112 

BamH 1 cloning site 117-122 116-121 115-120 114-119 

T7 terminator 191-237 190-236 189-235 188-234 

ompicillin résistance (Wo) ORF 840-1697 839-1696 838-1695 837-1694 

pBR322 ongin of replication 1848-2515 1847-2514 1846-2513 1845-2512 

FIGURE 1 The pET-3 vectors 



Annexe 5. Prédictions de structure secondaire 
Prédiction CP^is 

A/\ 10 20 30 40 50 60 
Séquence MASTPNIAFPAITQEQMSSIKVDPTSNLLPSQEQLKSVSTLMVAAKVPAASVTTVALELV 
PROF_sec LLLLLLLLLLLLLHHHH....LLLL.LLLLLHHHHHHHHHHHH.LLLL..HHHHHHHHHH 

98777 67 6 67 888577742246755455688889998 998 98735888145 67 8899998 
PSIPREP CCCCCCCCCCCCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHH 

9 98 8 67 7 67 7778899 97 34888774889999999999999998 4 98 85 68 999999999 
Sable-2 CCCCCCCCCCCCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHCCCCCHHHHHHHHHHH 

788 9878888878899997 6998777778998 999999999997 79995 67 999999999 
Consensus CCCCCCCCCCCCCHHHHhhcCCCccccCCCCHHHHHHHHHHHHHcCCCchHHHHHHHHHH 
AA 70 80 90 100 110 120 
Séquence NFCYDNGSSAYTTVTGPSSIPEISLAQLASIVKASGTSLRKFCRYFAPIIWNLRTDKMAP 
PROF_sec HHH . . LLLL LLLLLL . LLHHHHHHHHH . . . L. HHHHHHHHHHHHH LLL . 

8752366652212235666664 567 88 98 888 62 0453 68888 98878665444205 67 4 
PSIPREP HHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCC 

998278885444223224888841999999987 6288899988 98 88998 6698 63 68 98 
Sable-2 HHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCC 

987 68 88877677888988887779999999 98 7 68 988999999889999987678995 
Consensus HHHccCCCccccccccccCCCCccHHHHHHHHHhcCCCHHHHHHHHHHHHhhHHhccCCc 

AA 130 140 150 160 170 180 
Séquence ANWEASGYKPSAKFAAFDFFDGVENPAAMQPPSGLTRSPTQEERIANATNKQVHLFQAAA 
PROF_sec LLLL LL . . . LLLLLL . . . LLLHHHHHHH HHH . . . 

01220278854202100110124 6742255655632478868887654333334555431 
PSIPREP HHHHHCCCCHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH 

5 68 8 65 987102013332 02 67 66875248874555697 98 99999999 97 8 93 99997 5 
Sable-2 HHHHHCCCCCCCHHEEHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH 

8899858996554344444355 67 8777788887778998899999999998 85788874 
Consensus hHHHHcCCCcccheeehhhccccCCCcccCCCcccccCCCHHHHHHHHHHHHHhHHHHHh 

AA 190 200 210 220 
Séquence QDNNFASNSAFITKGQISGSTPTIQFLPPPEHHHHHH 
PROF^sec . . LL L . . LLLL LLL.... LLL 

04 6533332 02204512 67 5540000378 63234578 
PSIPREP CCCCCCCHHHHHHCHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC 

0188512288751001078 9876658898 32245689 
Sable-2 CCCCCCCCCHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC 

67 88667 64 4443577789988644 57 8 988777777 
Consensus ccCCcccchhhhcccccCCCCCccccCCCccccccCC 



Prédiction CPn-215 

AA 20 30 40 50 60 70 
Séquence MFPAITQEQMSSIKVDPTSNLLPSQEQLKSVSTLMVAAKVPAASVTTVALELVNFCYDNG 
PR0F_sec LLLLLL.HHH...LLLL...LLLLHHHHHHHHHHHH.LLLL..HHHHHHHHHHHHH..LL 

97 88884 67 64225 67 54345588889998 998 98 725888145 67 88999988752356 
PSIPREP CCCCCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHCCC 

98 878 9889972688877588999999999999999849885 68 999999999998 2788 
Sable-2 CCCCCHHHHHHHCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHHHCCCC 

67 887 67 99 98 77998 7777788999999999999977999 67 7999999999987 5888 
Consensus CCCCCCHHHHhhcCCCcccccCCCHHHHHHHHHHHHhcCCChhHHHHHHHHHHHHHccCC 

AA 80 90 100 110 120 130 
Séquence SSAYTTVTGPSSIPEISLAQLASIVKASGTSLRKFCRYFAPIIWNLRTDKMAPANWE'.ASG 
PROF__sec LL LLLLLL . . LHHHHHHHHH . . . L . HHHHHHHHHHHHHHH . . . LLL L 

65221223566665445788 98 8 98 63035 368888 98877665554205 67 40122037 
PSIPREP CCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHCC 

854332232358888309999998766288899988 9888998 6698 6378984 68 97 59 
Sable-2 CCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCHHHHHCC 

877 67 7788 98 98 87 67 8999999987 68 98 89999 98 8899999877789958899858 
Consensus CccccccccccCCCcccHHHHHHHHhhcCCCHHHHHHHHHHHHHHHHhhCCCchhHHhcC 

AA 140 150 160 170 180 190 
Séquence YKPSAKFAAFDFFDGVENPAAMQPPSGLTRSPTQEERIANATNKQVHLFQAAAQDNNFAS 
PROF__sec LLL LL . . . LLLLLL . . LLLLHHHHHHH HHHH . . . . LL . . . 

8854112100110124 67 4225565 5633578868887 65 433444456653104 65333 
PSIPREP CCHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCC 

87102 013332 01576687 52 48975555697 98 9999999997 8 93 99997 4 02 88501 
Sable-2 CCCCCHHEEEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCC 

996554344444455678777788887778998 89999999999877888875 67 88666 
Consensus CCccchheeeeecccccCccccCCCcccccCCCHHHHHHHHHHHHHhHHHHhhccCCccc 

AA 200 210 220 
Séquence NSAFITKGQISGSTPTIQFLPPPEHHHHHH 
PROF_sec L . . LLL LLL.... LLL 

43 02204512675440000378632 34578 
PSIPREP HHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC 

3888 51012 07 8 987 664 8 8 9832145 68 9 
Sable-2 CCHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC 

644444 67 7789 98 8644688 98 8777777 
Consensus cchhhcccccCCCCCccccCCCccccccCC 



Prédiçtion_ÇPi4-2i5 

AA 20 30 40 50 60 70 
Séquence MPAITQEQMSSIKVDPTSNLLPSQEQLKSVSTLMVAAKVPAASVTTVALELVNFCYDNGS 
PROF_sec LLLLLHHHH...LLLL...LLLLHHHHHHHHHHHH.LLLL..HHHHHHHHHHHHH..LLL 

988885 67 74 325 67 54345588889998 998 98725888135 67 889999887 5235 66 
PSIPREP CCCCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHCCCC 

97 88 98 9997 3588877 68 899999999999999984 988568999999999998 27 888 
Sable-2 CCCCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHHHCCCCC 

77866889997 69 98 777878899999999999997 799 95 6799999999998758 888 
Consensus CCCCCHHHHhhcCCCcccccCCCHHHHHHHHHHHHhcCCChhHHHHHHHHHHHHHccCCC 

AA 80 90 100 110 120 130 
Séquence SAYTTVTGPSSIPEISLAQLASIVKASGTSLRKFCRYFAPIIWNLRTDKMAPANWEASGY 
PROF_sec L LLLLLL. . LHHHHHHHHH . . . L. HHHHHHHHHHHHHHH . . .LLL LL 

522122366666544578898898 630453 68 888 98 8776655542066740122 0378 
PSIPREP CCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHCCC 

4443223224 78884199999987 652888 99988 9988 998 66987 4679845887598 
Sable-2 CCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCHHHHHCCC 

77 67 7888888888779999999 9876998 89999998899999887789 9588998589 
Consensus ccccccccccCCCCccHHHHHHHHhhcCCCHHHHHHHHHHHHHHHHhccCCchhHHHcCC 

AA 140 150 160 170 180 190 
Séquence KPSAKFAAFDFFDGVENPAAMQPPSGLTRSPTQEERIANATNKQVHLFQAAAQDNNFASN 
PROF^sec LL LL. . .LLLLLL. . . LLLHHHHHHH HHHHH. . . . LL . . . . 

854112100110124 67 422556556324 7 88 68 887 654 334 4 4 55 6653104 653334 
PSIPREP CHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCH 

7102013332 015 6568 7 64 68 97 0135698 98 9999999997 8 94 99997 501885123 
Sable-2 CCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCC 

96544344443455 67 8777788888778998 8999999999998788887567 887 67 6 
Consensus CcccceeeeeecccccCccccCCCcccccCCCHHHHHHHHHHHHHhHHHHhhccCCcccc 

AA 200 210 220 
Séquence SAFITKGQISGSTPTIQFLPPPEHHHHHH 
PROF_sec L . . LLL LLL.... LLL 

302204511665440000378 64 234678 
PSIPREP HHHHHCHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC 

88851001078 987665789832245689 
Sable-2 CHHECCCCCCCCCCCECCCCCCCCCCCCC 

44334 57 67 89987544 68 8 987777777 
Consensus chhhcccccCCCCcceccCCCccccccCC 



Prédiction CP^J-TJS 

AA 20 30 40 50 60 70 
Séquence MAITQEQMSSIKVDPTSNLLPSQEQLKSVSTLMVAAKVPAASVTTVALELVNFCYDNGSS 
PR0F__sec LLLLHHHHHHLLLLLLLLLLLLHHHHHHHHHHHHHLLLLHHHHHHHHHHHHHHHHLLLLL 

98 8857775315 67 54345588889998998 98 725888145 67 889999887 52 35 665 
PSIPREP CCCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCC 

98787 8 9972 68 887 7 688 9999999999999998 4 98 8 5 68 9999999999982788 85 
Sable-2 CCCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCC 

77 64 8889876999877778899999999999998799947799999999998 7588887 
Consensus CCCCHHHHHhcCCCcccccCCCHHHHHHHHHHHHHcCCChHHHHHHHHHHHHHHccCCCc 

AA 80 90 100 I 1 0 120 130 
Séquence AYTTVTGPSSIPEISLAQLASIVKASGTSLRKFCRYFAPIIWNLRTDKMAPANWEASGYK 
PROF_sec LLLLLLLLLLLLLLLHHHHHHHHHHHLLLHHHHHHHHHHHHHHHHHLLLLLLHHHHLLLL 

2212236666654 4 5788 98888 6304 5268 888 98 877 6654 54 205 674 0122037 8 8 
PSIPREP CCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHCCCC 

43432322 47788219999998766288899 98898889987798 63 68 98 5 68 9 65 987 
Sable-2 CCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHCCCC 

767788888888777999999998768 9889999 98889999987678994889 985899 
Consensus cccccccccCCCCccHHHHHHHHHhcCCCHHHHHHHHHHHHHHHHhccCCchHHHHcCCC 

AA 140 150 160 170 180 190 
Séquence PSAKFAAFDFFDGVENPAAMQPPSGLTRSPTQEERIANATNKQVHLFQAAAQDNNFASNS 
PROF_sec LLLLEEEHHHHLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHLLLLLLLLL 

54111100110014 67 4 3355 6556335788 68887 65 4344445566531046533343 
PSIPREP HHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCHH 

10211344210465 68 76469 97 346 67 97 98 99999999 98 895999 97 5018851128 
Sable-2 CCCCHEEEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCC 

6554344443456 67 87777888887789988999999999998 68 8887 657 987 67 64 
Consensus ccccheeeeecccccCccccCCCcccccCCCHHHHHHHHHHHHHhHHHHHhccCCccchh 

AA 200 210 220 
Séquence AFITKGQISGSTPTIQFLPPPEHHHHHH 
PROF__sec LEELLLLLLLLLLLEEELLLLLLLLLLL 

0220451167 544010037 8 632 34578 
PSIPREP HHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC 

8751012078987644 7 8 98 4 3245 68 9 
Sable-2 HHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC 

4444577789987 64 4 67 8 98 7777777 
Consensus hhhcccccCCCCcceccCCCccccccCC 



Prédiction CPTUTH 

AA 30 40 50 60 70 80 
Séquence MSSIKVDPTSNLLPSQEQLKSVSTLMVAAKVPAASVTTVALELVNFCYDNGSSAYTTVTG 
PR0F_sec LLLLLLLLLLLLLLLHHHHHHHHHHHHHLLLLHHHHHHHHHHHHHHHHLLLLLLLLLLLL 

962111434 34 5588899998998 9872588812466889999887 522566522 02235 
PSIPREP CCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCC 

964 234 4 56588 9999999999999998 4 988 668 99999999999827888 54 332122 
Sable-2 CCECCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHCCCCCHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCC 

54457 67 777878899999999999997 799957799999999998 75888877778888 
Consensus CcccCCCcccccCCCHHHHHHHHHHHHHcCCChhHHHHHHHHHHHHHccCCCcccccccc 

AA 90 100 110 120 130 140 
Séquence PSSIPEISLAQLASIVKASGTSLRKFCRYFAPIIWNLRTDKMAPANWEASGYKPSAKFAA 
PROF_sec LLLLLLLLHHHHHHHHHHHLLLHHHHHHHHHHHHHHHHHLLLLLLHHHHLLLLLLLLEEE 

666664 4 6788 9888863035368888 988887654 5420668 4 0122027 8854 20220 
PSIPREP CCCCCCCCHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHCCCCHHHHHHH 

2588884199999 98 755388899988 98889987698 63 68 9 95 69966987102 0123 
Sable-2 CCCCCCCCHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCHHHHHCCCCCCCCEEE 

98 988777999999998 76998899999988999998 87789958899858996554 94 5 
Consensus ccCCCCccHHHHHHHHHhcCCCHHHHHHHHHHHHHHHHhccCCchhHHHcCCChhhheee 

AA 150 160 170 180 190 200 
Séquence FDFFDGVENPAAMQPPSGLTRSPTQEERIANATNKQVHLFQAAAQDNNFASNSAFITKGQ 
PROF_sec HHHHLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHLLLLLLLLLEEELLLL 

0010124 67 42255655 632 4788 68 887 654 33444556653104 65333330220450 
PSIPREP HHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCHHHHHHHHH 

32 015666876458 9711345 98 989999999998 89499997 50188512288851002 
Sable-2 EEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCHHHCCCC 

444455 67 87777888877789998 99999999998877888756788667 64 4434576 
Consensus eeecccccCccccCCCcccccCCCHHHHHHHHHHHHHhHHHHHhccCCccccchhhcccc 

AA 210 220 
Séquence ISGSTPTIQFLPPPEHHHHHH 
PROF_sec LLLLLLLEEELLLLLLLLLLL 

166543010037863234578 
PSIPREP HCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC 

078986654789854345689 
Sable-2 CCCCCCCEECCCCCCCCCCCC 

78998 8 64 4578987777777 
Consensus cCCCCcceecCCCccccccCC 



Prédiction F13A 

AA 10 20 30 40 50 60 
Séquence MASTPNIAAPAITQEQMSSIKVDPTSNLLPSQEQLKSVSTLMVAAKVPAASVTTVALELV 
PR0F_sec LLLLLLLLLLLLLHHHH...LLLLL.LLLLLHHHHHHHHHHHH.LLLL..HHHHHHHHHH 

98 777777778885787422577 65455 68 88899 98 9 98 98735888135 67 8899998 
PSIPREP CCCCCCCCCCCCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHH 

98 88 67 777788989996358875 63889999999999999998 398 85 68 999999999 
Sable-2 CCCCCCCCCCCCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHH 

67 888788 9888999998769997 7777889999999999999879995 67 899999999 
Consensus CCCCCCCCCCCCCHHHHhhcCCCcccccCCCHHHHHHHHHHHHHcCCCchhHHHHHHHHH 
AA 70 80 90 100 110 120 
Séquence NFCYDNGSSAYTTVTGPSSIPEISLAQLASIVKASGTSLRKFCRYFAPIIWNLRTDKMAP 
PROF^sec HHH . . LLLL LLLLLL . . LHHHHHHHHH . . . L. HHHHHHHHHHHHH . H . . . LLL . 

8752356652112236666664 4 678 8 98888 6204 5368 888 9887 7 6654 54 20667 4 
PSIPREP HHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCC 

99827 8885443112124888832 9999998 87 62 8889998 8 98 889986698 637 8 98 
Sable-2 HHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCC 

9875888877677888 98 8887 67 999999998769 98 8999998 889999987578995 
Consensus HHhccCCCccccccccccCCCCccHHHHHHHHhhcCCCHHHHHHHHHHHHHHHHhccCCc 

AA 130 140 1.50 160 170 180 
Séquence ANWEASGYKPSAKFAAFDFFDGVENPAAMQPPSGLTRSPTQEERIANATNKQVHLFQAAA 
PROF_sec LLLL LL . . . LLLLLL . . . LLLHHHHHHH HHHH . . 

01220278854112100110124 67 422556556324788 68 887654334444566531 
PSIPREP HHHHHCCCCHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH 

458875 987102 013332015666876468973466698 98 9999999999996999 97 5 
Sable-2 HHHHHCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH 

88998 58996553344443355 67 87777888887789 98 89999999999987888875 
Consensus hhHHhcCCCcccceeeeeeccccccccccCCCcccccCCCHHHHHHHHHHHHHhHHHHHh 

AA 190 200 ' 210 220 
Séquence QDNNFASNSAFITKGQISGSTPTIQFLPPPEHHHHHH 
PROF_sec . . LL L . . LLLL LLL .... LLL 

04 653333302204 512 67554 000037 8 63234 57 8 
PSIPREP CCCCCCCHHHHHHCHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC 

0188512287750101078 9874 3378 9855355 68 9 
Sable-2 CCCCCCCCHHHHCCCCCCCCCCCEECCCCCCCCCCCC 

67 887 67 64 544457 67 89987544 57 8887777777 
Consensus ccCCcccchhhhcccccCCCCCceecCCCccccccCC 



Prédiction F13G 

AA 10 20 30 40 50 60 
Séquence MASTPNIAGPAITQEQMSSIKVDPTSNLLPSQEQLKSVSTLMVAAKVPAASVTTVALELV 
PR0F_sec LLLLLLLLLLLLLHHHH...LLLLL.LLLLLHHHHHHHHHHHH.LLLL..HHHHHHHHHH 

987777777889857874225 67 55455588889998 99898735888145 67 8899998 
PSIPREP CCCCCCCCCCCCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHH 

998 8 67 8 8 988 7 98 9997358 8 7 6658 8 9999999999999998 4 988 4 57 999999999 
Sable-2 CCCCCCCCCCCCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHH 

78888788988888 99987 69987 677788 999999999999987 999577 999999999 
Consensus CCCCCCCCCCCCCHHHHhhcCCCccccCCCCHHHHHHHHHHHHHcCCChhhHHHHHHHHH 

AA 70 80 90 100 110 120 
Séquence NFCYDNGSSAYTTVTGPSSIPEISLAQLASIVKASGTSLRKFCRYFAPIIWNLRTDKMAP 
PROF_sec HHH. .LLLL LLLLLL. .LHHHHHHHHH. . . L. HHHHHHHHHHHHH . H . . . LLL . 

875225 67 522122356666644 67 88 9888862 045368888 9887766545420667 4 
PSIPREP HHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCC 

99827888544422 323588884199999987761888999889888998 6688 62 68 98 
Sable-2 HHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCC 

9986888877 677788 98 988877 99999999878 9988 99999888 9999987 578 995 
Consensus HHHccCCCccccccccccCCCCccHHHHHHHHHhcCCCHHHHHHHHHHHHHHHHhccCCc 

AA 130 140 150 160 170 180 
Séquence ANWEASGYKPSAKFAAFDFFDGVENPAAMQPPSGLTRSPTQEERIANATNKQVHLFQAAA 
PROF_sec LLLL LL . . . LLLLLL . . . LLLHHHHHHH HHH . . . 

0122037 88542022 00010124 67 42255655632 4 68 8 68 877 654334434555431 
PSIPREP HHHHHCCCCCCHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH 

56896698 7102013332014 65 68 764 68 97 34 65 6 97 98999999999889599997 5 
Sable-2 HHHHHCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH 

8999858 9965 5434444345567 8777788888778998899999999998 75788875 
Consensus hHHHHcCCCcccceeeeeeccccCCCcccCCCcccccCCCHHHHHHHHHHHHHhHHHHHh 

AA 190 200 210 220 
Séquence QDNNFASNSAFITKGQISGSTPTIQFLPPPEHHHHHH 
PROF_sec . . LL L . . LLLL LLL.... LLL 

04 653333202204 51166554 0110378 64 234 578 
PSIPREP HCCCCCCHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC 

00885122887510010789875557888 65355 68 9 
Sable-2 CCCCCCCCCHHHCCCCCCCCCCCEECCCCCCCCCCCC 

67 887 67 64444457 67 8998 7544 57 8987777777 
Consensus ccCCcccchhhhcccccCCCCCceecCCCccccccCC 



Prédiction F13L 

AA 10 20 30 40 50 60 
Séquence MASTPNIALPAITQEQMSSIKVDPTSNLLPSQEQLKSVSTLMVAAKVPAASVTTVALELV 
PR0F_sec LLLLLLLLLLLLLHHHH...LLLLL.LLLLLHHHHHHHHHHHH.LLLL..HHHHHHHHHH 

98877 67 66888857 774225 67 65455 688889998998 98 735888145 67 8899998 
PSIPREP CCCCCCCCCCCCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHH 

98883455 6778 98 99 97 438887748899999999999999984988458999999 999 
Sable-2 CCCCCCCCCCCCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHCCCCCHHHHHHHHHHH 

67888 67 8888789999976999877778998999999999998799 9577999999999 
Consensus CCCCCCCCCCCCCHHHHhhcCCCcccCCCCCHHHHHHHHHHHHHcCCCchHHHHHHHHHH 

AA 70 80 90 100 110 120 
Séquence NFCYDNGSSAYTTVTGPSSIPEISLAQLASIVKASGTSLRKFCRYFAPIIWNLRTDKMAP 
PROF_sec HHH . . LLLL LLLLLL . . LHHHHHHHHH . . . L . HHHHHHHHHHHHH . H . . . LLL . 

87523667 52212235 666664 4 67 88 98888 62 0453 68 8889888866545410667 4 
PSIPREP HHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCC 

99817788544 322212488884199999 98 87 62 888 9 998 8 98 8899876 98 63 68 98 
Sable-2 HHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCC 

9985888877 67 7888 988887669999999987 68 98 8 999999889999987578995 
Consensus HHHccCCCccccccccccCCCCccHHHHHHHHHhcCCCHHHHHHHHHHHHHHHHhccCCc 

AA 130 140 150 160 170 180 
Séquence ANWEASGYKPSAKFAAFDFFDGVENPAAMQPPSGLTRSPTQEERIANATNKQVHLFQAAA 
PROF_sec LLLL LL . . . LLLLLL . . . LLLHHHHHHH HHH . . . 

01320278854112100110014 57 3225565 5 6324788 68 887 654333334555431 
PSIPREP HHHHHCCCCHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH 

558865 987102013332015666876468 97 3466698 98 9999999999995 99997 5 
Sable-2 HHHHHCCCCCCCHHEEEEHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH 

88998589965 54344433355678777788888778998 89999999999 98 7888875 
Consensus hHHHHcCCCccchheeeehccccCCCcccCCCcccccCCCHHHHHHHHHHHHHhHHHHHh 

AA 190 200 210 220 
Séquence QDNNFASNSAFITKGQISGSTPTIQFLPPPEHHHHHH 
PROF_sec . . LL L . . LLLL LLL .... LLL 

04 653334 302204 512 67554 000037 8 63234 578 
PSIPREP HCCCCCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC 

0188512177751101078987665888855355 68 9 
Sable-2 CCCCCCCCCHHHCCCCCCCCCCCEECCCCCCCCCCCC 

67887 67 64443457 67 89987544578 987777777 
Consensus ccCCcccchhhhcccccCCCCCceecCCCccccccCC 



Prédiction FI3Y 

AA 10 20 30 40 50 60 
Séquence MASTPNIAYPAITQEQMSSIKVDPTSNLLPSQEQLKSVSTLMVAAKVPAASVTTVALELV 
PROFsec LLLLLLLLLLLLLHHHH...LLLL..LLLLLHHHHHHHHHHHH.LLLL..HHHHHHHHHH 

97777 67 7788 98577 6422567 54 4 55588 8 8 9998 998 987 3588813567 8 8 99998 
PSIPREP CCCCCCCCCCCCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHH 

998878888878 9899974 38877 7 678 9999999999999998 4 988 568 999999999 
Sable-2 CCCCCCCCCCCCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHH 

78898788888 67 89998 769998777789989999999999 97 799967 7999999999 
Consensus CCCCCCCCCCCCCHHHHhhcCCCccccCCCCHHHHHHHHHHHHHcCCCchHHHHHHHHHH 

AA 70 80 90 100 I 10 120 
Séquence NFCYDNGSSAYTTVTGPSSIPEISLAQLASIVKASGTSLRKFCRYFAPIIWNLRTDKMAP 
PROF_sec HHH . . LLLL LLLLLL . . LHHHHHHHHH . . . L. HHHHHHHHHHHHH . H . . . LLL . 

8752256752212235666654 4 67 88 98 88 8 6204 5368888 98877 6654 54 20567 4 
PSIPREP HHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCC 

9 98 37 88854342232358888419999998876188899988 98 88998 6698 62 68 98 
Sable-2 HHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCC 

98 75888877 67 778898 98 87 67 999999998 768 98 8999998889999998778995 
Consensus HHHccCCCccccccccccCCCCccHHHHHHHHHhcCCCHHHHHHHHHHHHHHHHhccCCc 

AA 130 140 150 160 170 180 
Séquence ANWEASGYKPSAKFAAFDFFDGVENPAAMQPPSGLTRSPTQEERIANATNKQVHLFQAAA 
PROF_sec LLLL LL. . . LLLLLL . . . LLLHHHHHHH HHH . . . 

013302788542 02100110124 67 42255 655 632478868887 65 4334444566431 
PSIPREP HHHHHCCCCHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH 

5688 65 98 7102 013332 015766875348 97 4454697 98 9999999997 8 94 999 97 5 
Sable-2 HHHHHCCCCCCCHHEEEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH 

78998 58996554444443355 67 877778888877899889999999999987888875 
Consensus hHHHHcCCCccchheeeeeccccCCCcccCCCcccccCCCHHHHHHHHHHHHHhHHHHHh 

AA 190 200 210 220 
Séquence QDNNFASNSAFITKGQISGSTPTIQFLPPPEHHHHHH 
PROF_sec . . LL L . . LLLL LLL .... LLL 

04 6533332 02204512 67 554000037 8 632 34578 
PSIPREP CCCCCCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC 

018850128775110007 8 98755478 98 44355689 
Sable-2 CCCCCCCCCHHHCCCCCCCCCCCEECCCCCCCCCCCC 

67 887 67 644434 67 7789987544578987777777 
Consensus ccCCcccchhhhcccccCCCCCceecCCCccccccCC 



Prédiction El9K 

AA 10 20 30 40 50 60 
Séquence MASTPNIAFPAITQKQMSSIKVDPTSNLLPSQEQLKSVSTLMVAAKVPAASVTTVALELV 
PR0F_sec LLLLLLLLLLLLLHHHHHHLLLLLLLLLLLLHHHHHHHHHHHHHLLLLLHHHHHHHHHHH 

98 777 67 66888857774225 67 55455 688889998 998 9873588813567 8899998 
PSIPREP CCCCCCCCCCCCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHH 

9988236567 678 8 9997 338 887 7 588 99999999999999984 9885 68 999999999 
Sable-2 CCCCCCCCCCCCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHCCCCCHHHHHHHHHHH 

6888857 888878999987699987777899899999999999879995 67 899999999 
Consensus CCCCCCCCCCCCCHHHHHhcCCCccccCCCCHHHHHHHHHHHHHcCCCchHHHHHHHHHH 

AA 70 80 90 100 110 120 
Séquence NFCYDNGSSAYTTVTGPSSIPEISLAQLASIVKASGTSLRKFCRYFAPIIWNLRTDKMAP 
PROF_sec HHHHLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLHHHHHHHHHHLLLLHHHHHHHHHHHHHHHHHLLLLL 

8752266652212235 6666544 67 88 98 888 62 0453 68 888 98 878665454206 67 4 
PSIPREP HHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCC 

99827888543322 32358888 52 9999998 77 628889998 8 98 889986698 637 898 
Sable-2 HHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCH 

998588887667 7888 98888 665 999999998 7 68 988999999889999988778994 
Consensus HHHccCCCccccccccccCCCCccHHHHHHHHHHcCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHcCCCc 

AA 130 140 150 160 170 180 
Séquence ANWEASGYKPSAKFAAFDFFDGVENPAAMQPPSGLTRSPTQEERIANATNKQVHLFQAAA 
PROF_sec HHHHHLLLLLLLLEEEHHHHLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH 

013302788542 02200010014 67 32255 655 6324788 68 887 654333334555431 
PSIPREP HHHHHCCCCHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH 

458 97 5 98 7102 013332114 6568 7 64 68 97 3466697 98 9999999998 89599997 5 
Sable-2 HHHHHCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH 

899985899655334 4443355 67 8777788888778998 899999999998 8 67 88875 
Consensus hhHHHcCCCcccceeeeeeccccCCCcccCCCcccccCCCHHHHHHHHHHHHHhHHHHHh 

AA 190 200 210 220 
Séquence QDNNFASNSAFITKGQISGSTPTIQFLPPPEHHHHHH 
PROF_sec LLLLLLLLLLEELLLLLLLLLLLEEELLLLLLLLLLL 

04 653333302204512 67 554000037 8 64 234 67 8 
PSIPREP HCCCCCCHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC 

0188512288751002078 98 7433789854355689 
Sable-2 CCCCCCCCHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC 

67 887 67 645444 67 67 8998 8 64 4 68 8 987777777 
Consensus ccCCcccchhhhcccccCCCCCccccCCCccccccCC 



Prédiction El9P 

AA 10 20 30 40 50 60 
Séquence MASTPNIAFPAITQPQMSSIKVDPTSNLLPSQEQLKSVSTLMVAAKVPAASVTTVALELV 
PR0F_sec LLLLLLLLLLLLLHHHHHHLLLLLLLLLLLLHHHHHHHHHHHHHLLLLHHHHHHHHHHHH 

98 77667 668 8884 67 64225 67 65455688889998998 98 735888145678899998 
PSIPREP CCCCCCCCCCCCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHH 

98884 5566777 98 999634 8 877 6588 99999999999999984 988 568 999999999 
Sable-2 CCCCCCCCCCCCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHCCCCCHHHHHHHHHHH 

688 987888888889998779987777789989999999999987999556999999999 
Consensus CCCCCCCCCCCCCHHHHHhcCCCccccCCCCHHHHHHHHHHHHHcCCCchHHHHHHHHHH 

AA 70 80 90 100 110 120 
Séquence NFCYDNGSSAYTTVTGPSSIPEISLAQLASIVKASGTSLRKFCRYFAPIIWNLRTDKMAP 
PROF_sec HHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCC 

8752366652212235 666664 5 67 88 98 888 62 045368888 9887766545420667 4 
PSIPREP HHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCC 

998177885433112124888852999999887 62 88899 98 898889 987698 6368 98 
Sable-2 HHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCC 

98 7 6888877 67 788898888777999999998768 98 899999 98 8999998 7 67 89 95 
Consensus HHHccCCCccccccccccCCCCccHHHHHHHHHHcCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHcCCCc 

AA 130 140 150 IM) 170 180 
Séquence ANWEASGYKPSAKFAAFDFFDGVENPAAMQPPSGLTRSPTQEERIANATNKQVHLFQAAA 
PROF_sec HHHHLLLLLLLLEEEHHHHLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHL 

012202788542021000101245742255655632478868 887 654333334555431 
PSIPREP HHHHHCCCCHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH 

5 68 965 987102013332015666876468 97 4466697 98 9999999999995 999 97 5 
Sable-2 HHHHHCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH 

8899858996554344443455 67 87777888877789 98 899999999998 87788875 
Consensus hhHHHcCCCcccceeeeeeccccCCCcccCCCcccccCCCHHHHHHHHHHHHHhHHHHHh 

AA 190 200 210 220 
Séquence QDNNFASNSAFITKGQISGSTPTIQFLPPPEHHHHHH 
PROF_sec LLLLLLLLLLEELLLLLLLLLLLEEELLLLLLLLLLL 

04 653333302204512665540100378 63234 57 8 
PSIPREP HCCCCCCHHHHHHCHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC 

0188512177751001078 98 754478984 32 45689 
Sable-2 CCCCCCCCHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC 

57887 67 645444 67 67 8998 8 65 5 68 8 98 8777777 
Consensus ccCCcccchhhhcccccCCCCCccccCCCccccccCC 



Comparaison prédictions structures secondaires des différents mutants 

AA 10 20 30 40 M) 60 
Séquence MASTPNIAFPAITQEQMSSIKVDPTSNLLPSQEQLKSVSTLMVAAKVPAASVTTVALELV 
CP6-215 CCCCCCCCCCCCCHHHHhhcCCCccccCCCCHHHHHHHHHHHHHcCCCchHHHHHHHHHH 
CPo-215 CCCCCHHHHhhcCCCcccccCCCHHHHHHHHHHHHhcCCChhHHHHHHHHHH 
CP|4-2i5 CCCCHHHHhhcCCCcccccCCCHHHHHHHHHHHHhcCCChhHHHHHHHHHH 
FI 3 A CCCCCCCCCCCCCHHHHhhcCCCcccccCCCHHHHHHHHHHHHHcCCCchhHHHHHHHHH 
F13G CCCCCCCCCCCCCHHHHhhcCCCccccCCCCHHHHHHHHHHHHHcCCChhhHHHHHHHHH 
F13L CCCCCCCCCCCCCHHHHhhcCCCcccCCCCCHHHHHHHHHHHHHcCCCchHHHHHHHHHH 
FI 3Y CCCCCCCCCCCCCHHHHhhcCCCccccCCCCHHHHHHHHHHHHHcCCCchHHHHHHHHHH 
E19K CCCCCCCCCCCCCHHHHHhcCCCccccCCCCHHHHHHHHHHHHHcCCCchHHHHHHHHHH 
E19P CCCCCCCCCCCCCHHHHHhcCCCccccCCCCHHHHHHHHHHHHHcCCCchHHHHHHHHHH 

AA 70 80 90 100 110 120 
Séquence NFCYDNGSSAYTTVTGPSSIPEISLAQLASIVKASGTSLRKFCRYFAPIIWNLRTDKMAP 
CP6-215 HHHccCCCccccccccccCCCCccHHHHHHHHHhcCCCHHHHHHHHHHHHhhHHhccCCc 
CPn-215 HHHccCCCccccccccccCCCcccHHHHHHHHhhcCCCHHHHHHHHHHHHHHHHhhCCCc 
CPH-215 HHHccCCCccccccccccCCCCccHHHHHHHHhhcCCCHHHHHHHHHHHHHHHHhccCCc 
F13A HHhccCCCccccccccccCCCCccHHHHHHHHhhcCCCHHHHHHHHHHHHHHHHhccCCc 
F13G HHHccCCCccccccccccCCCCccHHHHHHHHHhcCCCHHHHHHHHHHHHHHHHhccCCc 
F13L HHHccCCCccccccccccCCCCccHHHHHHHHHhcCCCHHHHHHHHHHHHHHHHhccCCc 
FI 3 Y HHHccCCCccccccccccCCCCccHHHHHHHHHhcCCCHHHHHHHHHHHHHHHHhccCCc 
E19K HHHccCCCccccccccccCCCCccHHHHHHHHHHcCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHcCCCc 
E19P HHHccCCCccccccccccCCCCccHHHHHHHHHHcCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHcCCCc 

AA 130 140 150 160 170 180 
Séquence ANWEASGYKPSAKFAAFDFFDGVENPAAMQPPSGLTRSPTQEERIANATNKQVHLFQAAA 
CPô-215 hHHHHcCCCcccheeehhhccccCCCcccCCCcccccCCCHHHHHHHHHHHHHhHHHHHh 
CP13.215 hhHHhcCCCccchheeeeecccccCccccCCCcccccCCCHHHHHHHHHHHHHhHHHHhh 
CP14.215 hhHHHcCCCcccceeeeeecccccCccccCCCcccccCCCHHHHHHHHHHHHHhHHHHhh 
F13A hhHHhcCCCcccceeeeeeccccccccccCCCcccccCCCHHHHHHHHHHHHHhHHHHHh 
F13G hHHHHcCCCcccceeeeeeccccCCCcccCCCcccccCCCHHHHHHHHHHHHHhHHHHHh 
F13L hHHHHcCCCccchheeeehccccCCCcccCCCcccccCCCHHHHHHHHHHHHHhHHHHHh 
FI 3 Y hHHHHcCCCccchheeeeeccccCCCcccCCCcccccCCCHHHHHHHHHHHHHhHHHHHh 
E19K hhHHHcCCCcccceeeeeeccccCCCcccCCCcccccCCCHHHHHHHHHHHHHhHHHHHh 
E19P hhHHHcCCCcccceeeeeeccccCCCcccCCCcccccCCCHHHHHHHHHHHHHhHHHHHh 



144 
AA 190 200 210 220 
Séquence QDNNFASNSAFITKGQISGSTPTIQFLPPPEHHHHHH 
CP6-2I5 ccCCcccchhhhcccccCCCCCccccCCCccccccCC 
CP13-215 ccCCccccchhhcccccCCCCCccccCCCccccccCC 
CP14-215 ccCCccccchhhcccccCCCCcceccCCCccccccCC 
F13A ccCCcccchhhhcccccCCCCCceecCCCccccccCC 
FI 3G ccCCcccchhhhcccccCCCCCceecCCCccccccCC 
FI 3L ccCCcccchhhhcccccCCCCCceecCCCccccccCC 
FI 3Y ccCCcccchhhhcccccCCCCCceecCCCccccccCC 
E19K ccCCcccchhhhcccccCCCCCccccCCCccccccCC 
El9P ccCCcccchhhhcccccCCCCCccccCCCccccccCC 


