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Résumé

Le virus de I'immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1) est I'agent étiologique du SIDA,
un rétrovirus complexe encodant les protéines accessoires : Nef, Vif, Vpr et Vpu. La fonction
principale de ces protéines est de moduler I'environnement cellulaire afin de promouvoir la
réplication virale. Les travaux présentés dans cette thése portent sur la protéine virale Vpr, une
protéine bien connue pour son activité d’arrét du cycle cellulaire en phase G2/M dans les cellules
en division et pour 'avantage réplicatif qu’elle confére au virus durant I'infection de cellules

myéloides. Les événements sous-jacents a ces deux activités restent pour I’heure mal compris.

Le but des travaux regroupés dans cet ouvrage est d’identifier de nouveaux facteurs
cellulaires pouvant éventuellement expliquer les activités de Vpr précédemment décrites. Pour
ce faire, nous avons utilisé une approche d’identification des partenaires de proximité par
biotinylation, appelée BiolD. L’avantage du BiolD est de permettre un marquage in cellulo des
protéines a proximité de la protéine d’intérét. La mise en place et la caractérisation de cette

approche font I'objet de |la premiére section de cette these.

En utilisant cette approche, nous avons défini un réseau de 352 partenaires cellulaires de
la protéine Vpr. Parmi ces partenaires de Vpr, plusieurs sont organisés sous forme de complexes
ou réseaux protéiques incluant notamment le complexe promoteur de I'anaphase/cyclosome
(APC/C) et les centrosomes. Etant donné que le complexe APC/C est I'un des principaux
régulateurs du cycle cellulaire, nous avons décidé d’analyser sa relation avec Vpr. Nous avons
découvert que Vpr formait un complexe non seulement avec APC1, une sous-unité essentielle du
complexe APC/C, mais aussi avec les coactivateurs (CDH1 et CDC20) de ce complexe. Nous avons
par la suite démontré que Vpr induisait la dégradation d’APC1 et que celle-ci pouvait étre
prévenue par une double-mutation N28S-G41N de Vpr. Cette dégradation d’APC1 ne semblerait
pas étre reliée aux activités précédemment décrites de Vpr. Ces travaux font I'objet de la seconde

section de cette these.

Enfin, dans une troisieme section, des travaux effectués en collaboration et analysant la

relation entre les centrosomes et Vpr sont présentés.



Cette these identifie 200 nouveaux partenaires de Vpr, ouvrant la porte a I'exploration de
nouvelles cibles et activités de Vpr. Elle décrit également une nouvelle cible de Vpr : le complexe
APC/C. Globalement nos résultats contribuent a une meilleure compréhension de la facon dont

le VIH-1 manipule I’environnement cellulaire de I’h6te a travers la protéine virale Vpr.

Mots-clés : virus de I'immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1); protéine virale R (Vpr);
marquage de proximité; BiolD; protéomique; complexe promoteur de I'anaphase/cyclosome

(APC/C); APC1.



Abstract

Human immunodeficiency virus (HIV-1) is the AIDS causal agent. This complex retrovirus
encodes several accessory proteins; namely Nef, Vif, Vpr and Vpu; whose functions are to
manipulate the cellular host environment in order to favor HIV-1 viral replication. This thesis
focused on Vpr whose main activities are to induce a cell cycle arrest in the G2/M phase in dividing
cells and to provide a replicative advantage to HIV-1 during infection of myeloid cells such as
macrophages. The cellular mechanisms underlying these two activities are up to now

misunderstood.

The main goal of the work presented in this thesis is to identify new cellular factors that
could potentially explain the previously described Vpr activities. To do so, we used the proximity
labelling approach called BiolD. The main strength of BiolD is to tag in cellulo partners of the
protein of interest. The development as well as optimization of the BiolD approach is presented

in the thesis first section.

Using BiolD, we defined a network containing 352 cellular partners in close proximity with
the viral protein Vpr. Amongst these cellular partners, several were organized into protein
complexes or networks such as the anaphase promoting complex/cyclosome (APC/C) or the
centrosome. Given that APC/C is a cell cycle master-regulator, we analyzed the interplay
governing Vpr and APC/C interactions. We first demonstrated that Vpr could form a complex
containing the scaffolding subunit APC1. APC/C coactivators, namely CDH1 and CDC20, could also
be found in association with Vpr. We next showed that Vpr was inducing APC1 degradation and
that Vpr residues N28 and G41 were essential to this activity. Surprisingly, the APC1-Vpr interplay
does not relate to previously described Vpr activities. This work is presented in the second section

of this thesis.

Lastly, in the third section, a work done in collaboration analyzed the interplay between

Vpr and the centrosomes.

In this thesis we identified 200 new potential partners of Vpr, opening the doors to

discover novel Vpr targets and activities. This thesis also defined APC/C as new Vpr target.



Taken together our results allow a better understanding on how HIV-1 modulates the cellular

environment by using the viral accessory protein Vpr.

Keywords : human immunodeficiency virus (HIV-1); viral protein R (Vpr); proximity labelling;

BiolD; proteomic; anaphase promoting complex/cyclosome (APC/C); APC1.
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Préface

Les virus et leurs hotes sont des entités biologiques ayant co-évolués au fil du temps. Les
virus se sont adaptés a leurs hotes et ont développé diverses stratégies afin de pouvoir se
répliquer et infecter les hotes; alors que ces derniers se sont adaptés aux virus et ont développé
une panoplie d’outils afin d’éviter que ces derniers ne les infectent et ne se répliquent. C'est ce

que nous définirons comme des relations hotes-pathogenes.

Il y a bientot de cela quarante ans que le virus de I'immunodéficience humaine de type 1
(VIH-1) a été identifié chez des patients, qui étaient alors atteints de maladies peu communes et
développaient une immunodéficience sévere. Cette immunodéficience sera appelée syndrome
d'immunodéficience acquise, ou SIDA, une maladie causant d’antan une mort rapide et inévitable.
Depuis, la recherche a fait son ceuvre et des traitements antirétroviraux (ART) ont été développés
de maniére a prévenir I'infection virale. Grace a ces traitements, le VIH/SIDA n’est aujourd’hui
plus aussi mortel qu’il I'était et les patients infectés ont une espérance de vie relativement

semblable a celle de la population générale.

Cet ouvrage présentera et regroupera des travaux portant sur la protéine virale R, Vpr, du
VIH-1. Ces travaux avaient pour objectif global d’explorer la relation héte-pathogéene au niveau
moléculaire afin de mieux comprendre la protéine virale Vpr et de permettre ultimement le
développement d’outils thérapeutiques contre le VIH. Malgré quelques avancées notables et trois
décennies aprés sa découverte, cette protéine importante a la réplication virale reste encore pour

I’heure tres mal comprise. |l s’agit probablement de la protéine la plus énigmatique de ce virus.

Durant ma théese, j'aurais appris que la recherche n’est pas conduite par un seul et unique
individu mais qu’elle I'est plutét par une communauté dont les membres fournissent ensemble
I’effort nécessaire a la résolution des problémes. J'espére que ce travail permettra d’ajouter une
pierre a I'édifice et ouvrira sur de nouvelles pistes de réflexion concernant la protéine virale Vpr

du VIH et ses activités.
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Chapitre 1

Revue de la littérature






1. La découverte du VIH-1

En 1981, un rapport épidémiologique du centre pour le contréle et la prévention des
maladies américain (CDC) portant sur la morbidité et la mortalité aux Etats-Unis, rapporte qu’un
diagnostic de sarcome de Kaposi, une tumeur habituellement maligne rarement signalée dans ce
pays, avait été établi pour vingt-six patients masculins homosexuels. Huit de ces patients
décéderont dans les deux ans suivant le diagnostic de la maladie (1). Comme les patients étaient
immunosupprimés, il était alors spéculé que I'apparition du sarcome de Kaposi pouvait étre
causée par l'activation de virus oncogénes comme le virus de I'herpés humain 8, également
appelé virus de I’herpés associé au sarcome de Kaposi ou KSHV (2). Le CDC nomma cette maladie :
immunodéficience liée a I'nomosexualité, puis la renommera par la suite sous son nom actuel de
syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA). Dans les années qui suivirent, des cas de sarcome
de Kaposi et d’autres infections opportunistes rares furent rapportés a travers le monde (3, 4). Le
travail des groupes des professeurs Luc Montagnier et Robert C. Gallo mena en 1983/1984 a
I'identification d’'un nouveau rétrovirus — le VIH-1 — comme I'agent étiologique du SIDA (5-8).
Cette découverte valut a Professeur Luc Montagnier et Dr Francoise Barré-Sinoussi, non sans

controverse, le prix Nobel partagé de physiologie ou médecine 2008 (9, 10).

2. Transmission, pathogéneése et traitements: ou en sommes-nous?

2.1. Epidémiologie du VIH/SIDA

Le VIH a initialement été transmis a ’'homme par le singe en Afrique centrale alors que
ceux-ci étaient chassés, par exemple, pour leur viande ou pour en faire des animaux de
compagnie. En effet, le VIH-1 est phylogénétiquement proche du virus de I'immunodéficience
simienne que I'on retrouve chez certains singes comme le chimpanzé ou le gorille, respectivement
appelés VIS? et VISE®' (11, 12). Au moins trois évenements de transmission entre le chimpanzé
et I'homme ont eu lieu et ces événements sont responsables de la naissance des groupes M, N
et O du VIH-1 (13). Notons une répartition phylogénétique en sous-types — aussi appelés clades —

du groupe M, groupe ayant contribué de maniére prédominante a I'épidémie, soit les
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sous-types: A—D, F—H, J et K. Un autre événement de transmission, cette fois ci entre le gorille
et 'homme, a donné naissance au groupe P. Ce dernier groupe ne représente toutefois que deux
cas d’infection (14, 15). Il a été rapporté qu’en plus des quatre événements de transmission entre
chimpanzé/gorille et ’'homme précédemment introduits, d’autres évenements ont mené a la
naissance du VIH de type 2 (VIH-2). Celui-ci n’origine pas d’un virus provenant du chimpanzé ou
du gorille mais plutét du mangabey enfumé, appelé VIS*™™. Il y aurait eu au moins huit
évenements de transmission, menant aujourd’hui aux deux principaux groupes de VIH-2 que sont
les groupes A et B (12). Nous discuterons de quelques différences entre les deux types de VIH

dans une prochaine section.

Selon les derniers chiffres du programme commun des Nations Unies sur le VIH/SIDA
(ONUSIDA), en date de fin 2018, il y aurait = 37,9 millions de personnes vivant avec le VIH dans le
monde dont = 24.5 millions sous médication. Annuellement, il est estimé a = 1,7 million le nombre
de nouvelles infections et a = 770 000 le nombre de déces liés aux conséquences du SIDA dans le
monde (16). Malgré la baisse globale des chiffres depuis le sommet de |'épidémie, une

recrudescence inquiétante du nombre de cas a été noté dans certains pays (16).

2.2. Transmission du virus

Le VIH-1 peut étre transmis entre personnes de différentes manieres. D’un c6té par des
transmissions horizontales : par contacts sexuels non protégés avec une personne vivant avec le
VIH (PVAV) ou par le partage de matériel souillé par du sang contaminé (notons que les
transfusions sanguines ont été a l'origine de nombreux cas de transmission au début de
I’épidémie (17-19)). D’un autre coté, le VIH peut se transmettre verticalement : de la mére a

I’enfant lors de la grossesse, de I'accouchement ou de I'allaitement (20-23).

2.3. Outils prophylactiques et traitements

La meilleure des préventions étant d’éviter le contact direct avec le virus, I'utilisation des
préservatifs se sera révélée un outil prophylactique relativement efficace contre le VIH et ce dés
le début de I'épidémie (24, 25). Plus récemment, un nouveau concept prophylactique a vu le jour,
il s’agit de la prophylaxie pré-exposition (PrEP). Ce concept est basé sur l'idée d’empécher

I’établissement de I'infection virale a I'aide d’un traitement antirétroviral chez des personnes
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saines considérées a risque (26-29). Ces médicaments antirétroviraux sont capables d’inhiber le
virus a chacune des étapes du cycle de réplication virale; nous reviendrons sur la notion de cycle
de réplication dans un paragraphe subséquent. Dans le cas de la PrEP, un mélange de deux
analogues nucléosidiques inhibe I'étape de rétrotranscription, prévenant ainsi I'infection

productive de la cellule (26, 30).

Lorsqu’infectée, la personne vivant avec le VIH pourra étre traitée avec une combinaison
variable d’au moins trois médicaments antirétroviraux, c’est ce que I'on appelle
I’antirétrovirothérapie (cART), également connu sous le nom d’antirétrovirothérapie hautement
active ou I'acronyme HAART (31). Ce traitement permettra alors de diminuer progressivement la
réplication et la charge virale jusqu’a ce qu’elle devienne indétectable par des essais cliniques
conventionnels et que le virus devienne non-transmissible (32). Le traitement cART permet aux
PVAVs de contréler I'infection virale. Ce faisant, leur espérance de vie augmente et se rapproche
de celle de la population non-infectées (33-36). Cependant, le traitement n’éliminera pas
complétement le virus et celui-ci continuera de se répliquer a bas bruit (37), il sera alors latent et
présent dans ce que I'on appelle des réservoirs viraux. Ces réservoirs viraux seront présents
durant toute la vie de la PVAV et l'interruption du traitement relancera alors la réplication
virale (38-44). Bien que rare, ces virus pourront éventuellement muter, acquérir des résistances
aux molécules antirétrovirales et provoquer un rebond de la réplication virale (39, 45-48). Dans
ce cas, il sera possible d’isoler puis de génotyper le virus afin d’identifier le mécanisme menant a
la résistance afin d’ajuster le traitement antirétrovirale grace a la grande variété de molécules

antirétrovirales disponibles (49-52).

Pour I'heure, deux cas de guérison compléetes du VIH ont été rapportées. Il s’agit des
patients de Berlin (Mr Timothy Brown) et de Londres (Mr Adam Castillejo). En plus de vivre avec
le VIH, ces deux patients avaient été diagnostiqués respectivement d’'une leucémie myéloide
aigue et d’'un lymphome Hodgkinien. Ils ont tous deux subi des transplantations de cellules
souches hématopoiétiques, a deux reprises pour le patient de Berlin et a une reprise pour le
patient de Londres, provenant de donneurs portant la mutation A32 sur le corécepteur CCR5.
Cette mutation confére une résistance des cellules a I'infection par le VIH. Ces deux personnes ne

présentent pas de virémie depuis respectivement = 13 ans et 30 mois (53-57). Ces procédures
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extrémement risquées ne peuvent cependant pas étre applicables a toutes les PVAVs (58).

Néanmoins, ces deux hommes sont des indices que le VIH peut étre vaincu.

2.4. Pathogéneése du VIH-1

La glycoprotéine virale de I'enveloppe virale gp120 confére le tropisme au VIH en
interagissant avec le récepteur cellulaire CD4 (59-63). Le VIH infectera donc les lymphocytes T
CD4* activés. Ces cellules sont ses principales cibles (5, 60, 62-66). Lors de I'établissement de
I'infection, il est également possible que le virus infecte premiérement les cellules dendritiques
(DCs) présentes au niveau des muqueuses puis les lymphocytes T folliculaires présents au niveau
des organes lymphoides secondaires (67-70). Les DCs ne sont pas connues pour contribuer
abondamment a la production virale mais elles contribuent toutefois a I’établissement de
I'infection (71-74). Notons qu’en plus d’infecter ces cellules, le virus peut aussi adhérer a la
surface des DCs, grace aux lectines de type C, notamment au récepteur DC-SIGN. Ceci permet au
virus d’utiliser les DCs comme des vecteurs pour infecter a postériori les lymphocytes T CD4* (75-
77). Bien que I'environnement cellulaire ne soit pas propice a la réplication du virus et que les
cellules n’expriment que de tres faibles niveaux de CD4, les monocytes sont des cellules pouvant
également étre infectées par le VIH (78-84). Enfin, le VIH peut aussi infecter les macrophages de
maniére productive, notamment grace a une transmission de cellule a cellule en partie reliée a

leur activité de phagocytose (70, 85-91).

La hausse importante de la réplication virale ainsi que la déplétion progressive des
lymphocytes T CD4* chez la PVAV définissent la phase précoce de I'infection par le VIH (5, 66, 92-
99), voir la Figure 1.1. Notons que la grande majorité des cellules déplétées ne sont alors pas
infectées, mais que leur déplétion peut étre notamment expliquée par une mort cellulaire induite
par les protéines virales relachées par les cellules infectées, incluant les glycoprotéines de
I’enveloppe virale ainsi que les protéines Tat, Vpr et Nef (100-106); mais aussi par une
hyperactivation du systéme immunitaire menant a I'épuisement de la capacité a se répliquer des
cellules T CD4* (107-111); ou encore par l'inflammasome qui est responsable d’une forte

inflammation conduisant au phénomeéne de pyroptose (112-115). Notons également qu’une
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réponse immunitaire des cellules tueuses (NK) et des cellules T CD8* sera mise en place, tuant

une certaine quantité de cellules infectées (116-124).

Mais la mise en place de la réponse adaptative spécifique des lymphocytes CD8*
cytotoxiques permettra cependant de controler la réplication virale (120, 125, 126). La quantité
de lymphocytes T CD4* remontera alors légérement puis une délicate balance s’établira alors
entre la quantité de lymphocytes T CD4* et la charge virale. C'est la phase asymptomatique.
Notons que durant cette phase de latence clinique, le virus se répliquera a bas bruit et les cellules

infectées par des virus latents continueront de se répliquer (37, 127-133).

En fonction de facteurs intrinseques a l'individu et en I'absence de traitements, cette
balance restera équilibrée pendant une période allant de plusieurs années a plusieurs décennies.
Avec le temps, la balance finira par pencher en faveur du virus. D’un c6té, les lymphocytes CD8*
deviendront de plus en plus épuisés (134-137); et d’un autre c6té, le virus développera des
stratégies dans le but d’éviter le systeme immunitaire et notamment les cellules NK (138-143).
Bien que le réservoir viral soit génétiquement relativement stable (129, 144-147), certaines
études proposent également que le virus accumulerait certaines mutations notamment au niveau
des glycoprotéines de I'enveloppe virale, lui permettant d’échapper au contréle immunitaire

(128, 143, 148).

Avec un systéme immunitaire aussi affaibli, des maladies a pathogénes opportunistes se
développeront. Elles seront alors difficiles a combattre. De plus, le virus induira directement ou
non, des atteintes au niveau d’organe incluant notamment des reins, du tractus digestif, des
poumons ou encore du cerveau contribuant a la pathogénése du virus (149-154). C’'est la phase

SIDA. Elle mene au déces du patient.
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Figure 1.1. Exemple d’évolution de I'infection par le VIH chez un individu infecté et non-traité

La quantité de lymphocyte T CD4* par mL de sang est représentée en violet, alors que le
nombre de copies d’ARN viraux par mL (charge virale) est représenté en orange. La phase précoce
(section du graphigue en jaune) se déroule dans premiéres semaines et est caractérisée par une
augmentation de la charge virale et une diminution du nombre de lymphocytes T CD4*. La phase
asymptomatique (section du graphique en bleue) suivra la phase précoce et sera caractérisée par
une relative stabilisation de la charge virale et du nombre de lymphocytes T CD4*. La phase SIDA
(section du graphique en rouge) débutera lorsque déplétion des lymphocytes T CD4* sera trop
importante. Elle sera caractérisée par un déclin rapide de leur nombre ainsi que I'apparition de
maladies a pathogenes opportunistes et d’autres complications (e.g. neurologiques, rénales)
reliées au SIDA. La phase SIDA aboutira par le déces du patient. Figure reproduite, modifiée et

basée sur une illustration provenant de (159).
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3. Organisation génomique, structurelle et cycle réplicatif du VIH

3.1. Organisation génomique et structurelle

Le VIH est composé d’une capside conique qui est enveloppée d’une couche lipidique
provenant de la membrane cytoplasmique cellulaire et a une taille approximative de 100 nm (5,
155-158). Son génome, d’une taille approximative de 9 700 nucléotides, est composé de deux
molécules identiques d’acide ribonucléique (ARN) simple brin a polarité positive qui seront rétro-
transcrits en acide désoxyribonucléique (ADN) puis intégrés dans le génome cellulaire durant
I'infection d’une cellule cible (160-165). Etant donné ces caractéristiques, le VIH est classé dans
le groupe VI de la classification de Baltimore; il fait partie de la famille des Retroviridae et du genre

Lentivirus.

Comme tous les rétrovirus, le génome du VIH est encadré de deux séquences terminales
répétées ou LTR (165, 166), voir la Figure 1.2. Il contient les génes encodant pour les poly-
glycoprotéines structurelles de I’enveloppe virale (Env) et de capside (Gag) ainsi que des enzymes
virales (Pol). Ces polyprotéines seront clivées pour obtenir respectivement, Env : la protéine de
surface gp120 et transmembranaire gp41; Gag : la protéine de la matrice (MA), de la capside (CA),
de la nucléocapside (NC) et la protéine P6; Pol : la protéase virale (PR), la rétrotranscriptase (RT)
et I'intégrase (IN) (161). En plus de ces trois genes communs aux rétrovirus, le VIH possede deux
génes codants pour les protéines régulatrices Tat et Rev, ainsi que quatre autres codants pour
des protéines dites accessoires, soit Nef, Vif, Vpu (uniquement retrouvée chez le VIH-1) ou Vpx
(uniguement retrouvée chez le VIH-2) et Vpr (167-179). L'expression de ces différentes protéines
est régulée par un mécanisme d’épissage dont nous discuterons plus tard dans cette revue de

littérature (180, 181).

Le role des différentes protéines accessoires est de modifier 'environnement cellulaire
afin de soutenir la réplication virale (182). Elles ont initialement été décrites comme accessoires
car elles étaient dispensables dans certains systéemes d’infection, en culture cellulaire notamment
(172, 183-187). Elles sont néanmoins essentielles a la réplication du VIH dans certains modeéles
de cellules primaires ou durant I'infection in vivo ainsi que pour la pathogénése du VIH (167, 184,

186-193). Il a par exemple été rapporté, chez un personnel de laboratoire de recherche qui s’était
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Figure 1.2. Organisation génomique et structurelle du VIH-1

(A) Représentation génomique du VIH-1. Les genes gag, pol, et env encodent pour des

glyco-polyprotéines qui seront clivées comme indiqué. Les génes en orange codent pour des

protéines essentielles; les génes en jaune codent pour des protéines régulatrices; les génes en

rouge codent pour des protéines accessoires. (B) Représentation schématique de la structure

d’une particule virale mature.
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accidentellement contaminé, qu’un virus ayant une mutation au niveau du codon d’initiation de
la protéine Vpr avait réverté de maniere a encoder une protéine Vpr fonctionnelle (194). Enfin,
mentionnons les travaux effectués sur les singes rhésus, qui démontraient que Vpr, Vpx et Nef
facilitaient grandement l'infection par le SIV et que certains virus déficients pour Vpr ou Nef
avaient également révertés rapidement durant les expériences (195, 196). Cet accident et ces
expériences illustrent la pression de sélection, en faveur des protéines accessoires, qui s’effectue
durant l'infection par le VIH. Les rbles des différentes protéines virales introduites dans ce

paragraphe seront abordés dans les sections et paragraphes suivants.

3.2. Cycle réplicatif du VIH

Le cycle réplicatif du VIH est composé de trois étapes principales: 1) étapes pré-
intégration (ou précoce) incluant I'adhésion du virus, lI'entrée dans la cellule et la
rétrotranscription; 2) étape d’intégration; 3) étapes post-intégration (ou tardives) incluant la
transcription et I'épissage, |'assemblage et |a relache des particules virales (161, 197). Ces étapes

seront succinctement présentées dans les prochains paragraphes (Figure 1.3).

L'entrée du virus dans la cellule cible (e.g. lymphocyte T CD4* ou macrophage)
nécessite I'interaction entre la sous-unité gp120 de la glycoprotéine de I’enveloppe virale avec le
récepteur cellulaire CD4 (59-63, 198). Cette interaction entrainera un changement
conformationnel de la glycoprotéine de I'enveloppe virale qui se liera alors aux récepteurs des
chimiokines CXCR4 ou CCR5 (199-207). A la suite de I'interaction du corécepteur a gp120, il y aura
un nouveau changement conformationnel de la glycoprotéine de I'enveloppe virale menant au
harponnage de la membrane cellulaire par gp41 puis a la fusion de I'enveloppe lipidique du virion
avec la membrane cellulaire. La capside virale sera ainsi relachée dans le cytoplasme cellulaire

(207-210).

A cette étape, la capside virale contient notamment le génome viral sous forme d’ARN, les
protéines structurelles MA et CA, les enzymes virales RT et IN ainsi que les protéines accessoires
Vpr et Vpx dans le cas du VIH-2 (211-215). Elle est alors appelée complexe de rétrotranscription
(RTC), ce complexe se dirigera vers le noyau cellulaire, en utilisant le réseau de microtubules et

les filaments d’actine (216-224). Les protéines MA, CA, Vpr et Vpx semblent étre importantes
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Figure 1.3. Cycle réplicatif du VIH

Représentation schématique du cycle réplicatif du VIH. L’étape d’adhérence du virus a la
surface cellulaire (A), la fusion de I’enveloppe lipidique du virion avec la membrane cellulaire (B)
ainsi que la rétrotranscription de I’ARN viral en ADN (C) font partie des étapes précoces du cycle
réplicatif. Ces étapes sont suivies par I’étape d’intégration (D). Enfin, les étapes tardives du cycle
de réplication virale auront lieu; incluant la transcription des ARN messagers viraux (E), I'épissage
(non présenté) et la traduction en protéines virales (F), 'assemblage des particules virales (G), et
enfin la relache et la maturation des virions (H). Figure reproduite, modifiée et basée sur une

illustration provenant de (233).
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pour le transport du RTC au noyau (213, 225-229). Il semblerait que I'interaction de la protéine
CA avec I'adaptateur de la Kinésine 1 appelé FEZ1 et avec la protéine adaptatrice BICD2, impliquée
dans le recrutement des complexes Dynéine-Dynactine, soit essentielle au transport du RTC (217,
220, 223, 230, 231). Le recrutement de la chaine légere de la Dynéine avec les protéines virales

IN et Vpr semble également important pour cette activité (224, 232).

La décapsidation virale, définie comme la dissociation des protéines CA du reste du RTC,
prendra alors place; le mécanisme détaillé et la localisation de I'événement sont tres
controversés (234-236). Alors que le modele classique de décapsidation la présentant comme un
événement ayant lieu tres rapidement, aprés la fusion de I'enveloppe lipidique du virion avec la
membrane cellulaire, au niveau cytoplasmique soit soutenu par plusieurs études (215, 237-240);
d’autres suggerent plutot que la décapsidation soit un événement ayant lieu progressivement
lors du transport du RTC vers le noyau et qu’une partie des protéines CA soient nécessaires a
I'ancrage du complexe aux pores nucléaires (217, 222, 241-245). Enfin, certaines études
observent une localisation nucléaire de CA lors de I'infection et proposent que la décapsidation
soit un événement débutant une fois le virus ancré aux pores nucléaires ou méme seulement au
niveau du noyau cellulaire (239, 246-253). Notons qu’une décapsidation trop rapide du virus
pourrait exposer le génome viral a des senseurs cellulaires, entrainant sa reconnaissance comme
« non-soi » et déclenchant une réponse immunitaire (254-256). Dans leur ensemble, ses études
suggérent que la décapsidation pourrait étre initiée au niveau du cytoplasme, induisant une perte

d’intégrité de la capside virale et éventuellement se terminer dans le noyau cellulaire (236).

Durant son trajet vers le noyau cellulaire, le RTC sera le lieu ou prendra place la
transcription inverse, voir Figure 1.4 (239, 257-259). Pour ce faire, un ARN de transfert cellulaire
(ARNt) se liera a une séquence spécifique, appelée site de liaison de I'amorce (PBS), présente a
proximité du LTR en 5’ du génome viral qui est alors sous forme d’ARN. Il y aura alors synthése
d’un brin complémentaire d’ADN viral a polarité négative par la transcriptase inverse (étape 1).
L’ARN présent au niveau de la double structure ADN/ARN sera alors progressivement digéré par
la RT ce qui formera une section d’ADN simple brin a polarité négative (étape 2). Ce brin ira
ensuite s’hybrider par homologie au niveau du second LTR en 3’ du génome viral, permettant a la

RT de reprendre la synthése de I’ADN a polarité négative (étapes 3 et 4). Notons, qu’une étude
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Figure 1.4. Rétrotranscription du VIH

Représentation schématique de I'étape de rétrotranscription VIH. Le génome viral sous
forme d’ARN a polarité positive est représenté par des traits noirs, alors que ceux-ci seront
jaunes/orangés quand le génome viral sera sous forme d’ADN. Voir le paragraphe correspondant
pour une explication détaillée de la figure. (1) Synthése d’un brin d’ADN a polarité négative. (2)
Digestion du brin d’ARN. (3) Transfert du brin premier d’ADN. (4) Reprise de la synthése du brin
d’ADN a polarité négative. (5) Digestion du brin d’ARN. (6) Synthése du brin d’ADN a polarité
positive. (7) Second transfert de brin d’ADN. (8) Fin de la synthese de I’ADN génomique. PBS : site



de liaison de I'amorce; PPT : séquence polypurine. Figure reproduite, modifiée et basée sur une

illustration provenant de (261).
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récente propose que la décapsidation soit initiée une fois le transfert du brin effectué (260). Une
fois la synthese du premier brin terminée, I’ARN viral sera quasiment completement digéré, ne
laissant alors qu’une séquence résistante a I'activité RNAseH de la RT (étape 5). Cette séquence,
appelée PPT, servira alors d’amorce a polarité positive (étape 6) et permettra a la RT d’ajouter un
brin complémentaire afin d’obtenir un ADN double brin au moyen d’un second transfert de brin;
voir I'étape 7 (197, 261). A cette étape et par convention, 'ADN génomique étant prét a étre
intégré (étape 8), le RTC sera renommeé sous le nom de complexe de pré-intégration ou PIC (262).
Il semblerait que cette conversion du RTC en PIC s’effectue au niveau cytoplasmique et que les

virus dont la RT se termine au noyau cellulaire soient défectifs pour I'intégration (239).

Le PIC traversera alors activement la membrane nucléaire (263). Ce mécanisme dépend
de nombreuses interactions entre les protéines cellulaires et celles du PIC, particulierement avec
CA et IN qui contiennent des séquences classiques de localisation nucléaire (NLS), permettant le
passage du complexe a travers les pores nucléaires; notamment au moyen de la voie Importine
a/B (227, 264-266). En effet, il semblerait que les protéines virales CA et IN recrutent tout d’abord,
du coté cytoplasmique du nucléopore (NPC), un complexe formé de Transportin-3 (un membre
de la famille des Importine B (267)) et de CPSF6 qui servent de transporteur au PIC (267-280). Ce
complexe interagira par la suite avec les nucléoporines 358 (Nup358, également appelée RanBP2)
et Nup88, toujours du coté cytoplasmique de fagon a ancrer le PIC au nucléopore (281-284); puis
traversera le nucléopore en interagissant notamment avec les nucléoporines Nup62 et Nup98
(284, 285). Enfin, le PIC sortira du nucléopore en interagissant notamment au niveau du panier
du nucléopore avec la nucléoporine Nup153 (248, 284, 286, 287). La protéine virale Vpr, bien
connue pour localiser au noyau cellulaire et étre associée au PIC, pourrait également permettre
le transport du PIC au noyau (217, 226, 228, 266, 288-291). Vpr posséde en effet deux séquences
non-conventionnelle de localisation nucléaire (291-298). Le transport nucléaire de Vpr semblerait
étre médié par une interaction directe entre Vpr et le NPC mais aussi éventuellement par un
mécanisme impliquant Importine a (266, 288, 290, 299-305). Vpr interagit avec la nucléoporine
Nup42 (CG1) du coté cytoplasmique du nucléopore (300), puis les nucléoporines Nup54 et Nup58
présentent au milieu du nucléopore (288, 289). Ces interactions de Vpr avec le NPC suggérent

gue Vpr pourrait médier I'importation du PIC durant l'infection par le VIH. Vpr serait également
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capable de déstructurer I’'enveloppe nucléaire par un mécanisme non identifié et il est possible

que ceci aide également au transport du PIC a travers la membrane nucléaire (306).

Une fois le PIC au noyau cellulaire, le génome viral composé alors d’'un ADN double brin
sera intégré dans le génome cellulaire, une étape qui est catalysée par IN (307-311). La premiére
étape de I'intégration consiste a enlever deux ou trois nucléotides des extrémités 3’ de I’ADN viral
(312, 313). Les extrémités 3’ de ’ADN viral seront alors utilisées pour attaquer puis cliver ’ADN
cellulaire, en y attachant simultanément les extrémités 3’ de I’ADN viral aux extrémités 5’ de
I’ADN cellulaire (307, 308, 313). Cette étape laissera cependant quelques nucléotides sous forme
de simple brin et ’ADN devra donc étre réparé (314, 315). Les mécanismes de réparation de I’ADN
employés afin de terminer I'intégration sont mal compris et sembleraient possiblement impliquer
différentes voies de réparation qui ne cooperent habituellement pas ensemble. Ce mécanisme
pourrait notamment impliquer la voie de réparation par excision des bases (BER) notamment avec
le recrutement de I’ADN polymerase B (316-318); ou encore la voie de réparation par
recombinaison homologue (HR) notamment car la protéine RAD51, une protéine importante pour
le transfert de brin ayant lieu durant la HR, semble interagir avec IN (319, 320). L'implication de
BER et de HR dans ce mécanisme de réparation reste a confirmer. Plusieurs études semblent aussi
indiquer que la protéine FEN1, une endonucléase, soit importante pour le retrait des nucléotides
excédentaires et que la réparation soit effectuée a I'aide du complexe DNA-PK, Ku70 et Ku80 par
le mécanisme de réparation non-homologue (NHEJ) (321-331). Le recrutement de Ku70 par IN
semblerait étre la clef de voute de ce mécanisme de réparation car la présence de Ku70 au niveau
des dommages menerait au recrutement des autres composantes du complexe (328). Notons que
le complexe NHEJ est généralement impliqué dans la réparation de cassure double brin de I’ADN
et non pas simple brin comme dans notre cas précis (332, 333). L'implication du NHEJ dans le
mécanisme d’intégration est cependant remis en question par d’autres études (334, 335).
L'intégration du VIH aura lieu dans des régions de I’ADN cellulaire qui seront relativement denses
en genes et transcriptionnellement actives (130, 336, 337), souvent a proximité des nucléopores
(338, 339). Il semblerait cependant que les sites d’intégration soient l[égerement différents d’un
type cellulaire a I'autre et qu’en comparaison avec les sites d’intégration dans les cellules CD4*,

I'intégration dans les macrophages ait plutot lieu dans des régions intergéniques (340, 341).

43



A la suite de son intégration dans le génome cellulaire, 'ADN viral pourra étre
initialement transcrit par la RNA polymérase I, ce qui permettra d’exprimer les protéines
précoces du VIH (342). Différents facteurs de transcription cellulaire comme NF-kB, NFAT ou Sp1
peuvent moduler cette transcription en liant les sites présents au niveau du LTR 5’ du VIH (342).
Notons que Vpr pourrait également moduler la transcription virale (343, 344). Une fois la protéine
virale Tat exprimée, un complexe contenant entre-autres Tat et le complexe P-TEFb (lui-méme
composé des protéines cellulaires CDK9 et Cycline T1) se liera a I'élément de réponse a la
transactivation (TAR) et soutiendra I'élongation de la transcription (345-351). Une fois la
transcription effectuée, I’ARN messager du VIH sera alors épissé de maniére alternative en trois
étapes (181). Dans un premier temps, I’ARN viral sera complétement épissé et codera pour les
protéines précoces Tat, Rev et Nef (197, 342). Dans un second temps, Rev liera un élément de
réponse (appelé RRE) présent sur certains ARNs viraux (352-355) afin de les exporter a travers les
NPC a l'aide d’'un mécanisme dépendant de CRM1/Exportine (356-358). Ces ARNs messagers
partiellement épissés encoderont les protéines Vif, Vpr, Vpu et Env (197, 342). Enfin, les ARNs
viraux non épissés seront produits et exportés. Ces transcrits coderont pour la polyprotéine Gag,
et un changement du cadre de lecture (-1) du ribosome permettra d’obtenir dans = 5-7% des cas
une polyprotéine Gag-Pol (359-361). Ces ARN viraux non épissés seront également utilisés comme
génome viral lors de I'assemblage des particules virales (197, 342). Notons enfin que les protéines
Nef et Vpu seront ancrées dans la membrane (362, 363); et que la protéine Env est synthétisée
sous forme de précurseur (gp160) au niveau du réticulum endoplasmique et qu’elle sera par la

suite clivée dans le Golgi par les protéases cellulaires Furin et PC7 en gp120 et gp41 (364-367).

Enfin, I'assemblage de la particule virale prendra place au niveau de la membrane
cytoplasmique. Le domaine correspondant au précurseur de la protéine MA présent sur les
polyprotéines Gag et Gag-Pol seront myristoylés a I'extrémité N-terminale (368, 369). Cette
modification post-traductionnelle permettra I'ancrage de ces glyco-polyprotéines a la membrane
plasmiqgue et particulierement au niveau des radeaux lipidiques (370-375). Pendant le trafic de la
glyco-polyprotéine Gag vers la membrane, celle-ci liera deux copies d’ARN génomique viral (376-
378). Cette activité est notamment dépendante du domaine correspondant au précurseur de la

protéine NC présent sur cette glyco-polyprotéine et de la séquence d’encapsidation Psi (W)
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présente a I'extrémité 5’ de I’ARN viral (379-384). Une étude récente suggére que le RRE soit
également reconnu par Gag dans ce mécanisme (378). Les protéines virales Vpr et Vpx (dans le
cas du VIH-2) interagiront également avec Gag, au niveau du domaine P6, pour étre encapsidés
(292, 385-392). Une fois au niveau des radeaux lipidiques, Gag et Gag-Pol se multimériseront au
niveau des domaines correspondant aux CA (393-395). Ils sembleraient également capables de
recruter les glycoprotéines de I’enveloppe virale notamment en grace au domaine correspondant

aux MA (396-398).

Le virus bourgeonnera alors en utilisant la machinerie des complexes de tri endosomaux
nécessaires au transport, mieux connue sous I'acronyme anglophone ESCRT (399). Ce mécanisme
implique notamment le domaine P6 présent sur le précurseur Gag qui recrutera TSG101 au niveau
des sites de bourgeonnement (400-404). || semblerait que la protéine ALIX soit également capable
de lier Gag durant le bourgeonnement (405-408). Le recrutement de ces protéines permettra
d’enclencher les mécanismes de bourgeonnement de la voie ESCRT (409, 410). Enfin, la particule
virale passera par une étape de maturation coordonnée par la protéase virale (411-414). Cette

étape de maturation est indispensable pour obtenir un virus infectieux (415-418).

4. Les protéines accessoires du VIH et leurs roles dans le soutien a la

réplication virale

Comme mentionné précédemment, le VIH-1 et ses précurseurs (VIS®? et VIS&®") encodent
guatre protéines accessoires (Nef, Vif, Vpu et Vpr). Vpu n’est pas encodée par le VIH-2 ni son
précurseur VISS™™, qui codent plutot pour Vpx (169, 419). De maniére générale, la fonction de ces
protéines est de modifier I’environnement cellulaire afin de favoriser la réplication virale. Elles
permettent également au virus de contrecarrer les activités antivirales de certaines protéines
cellulaires que I'on appellera facteurs de restriction (182, 420). Pour ce faire, la majorité de ces
protéines accessoires utilisent la machinerie cellulaire de I’'h6te et manipulent notamment des

complexes d’E3 ubiquitine ligase afin de médier la dégradation de facteurs cellulaires. Dans les
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prochains paragraphes, je décrirai ces protéines accessoires ainsi que les facteurs cellulaires

qu’elles régulent et décrirai conséquemment leur réle global sur la réplication virale.

4.1. vif

Vif est une protéine virale d’environ 23 kDa qui est essentielle a la production de particules
virales infectieuses (167, 188-190). Vif est capable de recruter le complexe protéique
d’E3 ubiquitine ligase Cullin5-ElonginB-ElonginC-Rbx dans le but de médier la dégradation de
protéines cellulaires (421-423). C'est notamment le cas de protéines appartenant a la famille des
cytidine désaminase et appelées APOBEC, dont les plus importantes par rapport au VIH sont
APOBEC3F et G (422-425). En absence de Vif, les protéines APOBEC3F/G sont encapsidées,
notamment via une interaction avec Gag, dans le virion lors de I'étape de production des
particules virales (426-431). Ce faisant, ils désamineront les cytosines (C) du brin antisens du
génome viral en uraciles (U) lors de I'étape de rétrotranscription, remplacant ainsi les
guanines (G) par des adénines (A) sur le brin sens et induisant donc des mutations G - A dans
I’ADN viral (432-438). Ces mutations sont abondamment présentes notamment en 3’ du génome
viral, au niveau de la séquence PPT et des génes Env et Nef, mais aussi au niveau du géne
Pol (439-441). APOBEC3G/F sont également capables de diminuer la synthése d’ADN viral
indépendamment de leur activité de désamination et il semblerait que APOBEC3G/F interferent
notamment avec la reconnaissance du PBS par ’ARNt, mais aussi avec les transferts du premier
et du second brin lors de la RT (442-447). C'est donc pour permettre une RT efficace et pour

prévenir 'apparition de mutations abondantes que Vif induit la dégradation d’APOBEC3G/F.

Vif est une protéine aussi connue pour médier un arrét du cycle cellulaire en phase
G2/M. Cette activité a été reliée a sa capacité de recruter le complexe d’E3 ubiquitine ligase
Cullin5-ElonginB-ElonginC-Rbx (448-451). Il a récemment été rapporté que |'activité d’arrét du
cycle cellulaire associée a Vif était due a la dégradation de la sous-unité régulatrice PPP2R5 (aussi
appelée B56) de la phosphatase PP2A (451-454). L'implication de ces activités par rapport a la

réplication et a la pathogénése du VIH reste cependant incomprise.
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4.2. Nef et Vpu

Nef est une protéine virale membranaire d’une taille approximative de 30 kDa (175, 179).
Cette protéine perturbe la réponse immunitaire de I’'h6te notamment en favorisant I'’endocytose
des complexes majeur d'histocompatibilité de type 1 et 2 (CMH-1 et CMH-2), les enlevant ainsi
de la surface de la cellule infectée et les empéchant de présenter des antigénes viraux et de
déclencher une réponse immunitaire (455-457). Nef est également connue pour contrecarrer les
facteurs de restriction membranaires SERINC3 et SERINC5; qui en son absence sont incorporées
dans I'enveloppe lipidique du virion lors de sa production et 'empéchent alors de fusionner
correctement avec la membrane cellulaire lors de I'infection d’une nouvelle cellule cible (458-
460). En les éliminant de la surface de la cellule infectée, Nef prévient donc leur incorporation
dans le virion et permet ainsi a la fusion de I'enveloppe lipidique du virion et de la membrane

cellulaire de s’effectuer convenablement (458, 459).

Le récepteur membranaire CD4 de la cellule héte est lui aussi ciblé par Nef. Nef utilise
I’adaptateur de clathrine AP2 afin de I’enlever par un mécanisme d’endocytose de la surface de
la cellule infectée (461-464). Etant donné que Nef est une protéine qui est synthétisée a partir
des ARNSs viraux completement épissés, la diminution de CD4 a la surface cellulaire sera un effet
précoce durant I'infection (465-468). La protéine CD4 est également ciblée par Vpu, une autre
protéine virale membranaire d’une taille d’environ 17 kDa (169, 170, 462, 463, 469-472). Dans ce
cas, Vpu induit la dégradation du récepteur CD4 néosynthétisé et qui se trouvera au niveau du
réticulum endoplasmique (470, 473). Cette activité dépend du recrutement du complexe
d’E3 ubiquitine ligase Skp1-Cullin1-F-Box (SCF®T®) par Vpu et aura lieu tardivement durant
I'infection étant donné que Vpu est synthétisé a partir d’'un ARN bicistronique codant également
pour Env (474-478). Ce mécanisme de déplétion de CD4 par Nef et Vpu a plusieurs utilités et il
permet d’inhiber la rétention des virus produits par linteraction entre gpl120 et CD4, et
augmentent donc la relache des particules virales (461, 476, 479-481), ainsi que de prévenir une
surinfection de la cellule en retirant le récepteur de la surface cellulaire (462). Ce mécanisme de
déplétion de CD4 par Vpu et Nef semble également prévenir la mort cellulaire par cytotoxicité a
médiation cellulaire dépendante des anticorps (ADCC). En effet, I'interaction du récepteur CD4

avec Env induit un changement conformationnel et expose certains épitopes pouvant étre
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reconnus et médiant I’ADCC (482-484). En diminuant les niveaux de CD4 a la surface de la cellule,
Vpu et Nef empéchent I'exposition de ces épitopes et préviennent la mort de la cellule infectée

par le mécanisme d’ADCC (485-487).

La protéine virale Vpu est également capable de médier la dégradation du facteur de
restriction BST2 (488, 489). Lors de |'étape de relache des particules virales, cette protéine
cellulaire agit comme une ancre reliant la membrane cellulaire a I’enveloppe lipidique du virion
et inhibe de ce fait la relache virale (488-494). En séquestrant, en endocytant et en médiant la
dégradation de BST2 via le recrutement du complexe SCFPT, Vpu permettra notamment

d’augmenter la relache et du méme fait la production virale (491, 495-499).

4.3. Vpr et Vpx

Vpr et Vpx sont deux protéines virales découvertes a la fin des années 1980 (171, 183, 419,
500-504). Comme pour les autres protéines accessoires, ces protéines ont été décrites comme
non essentielles a la réplication virale dans certains modeéles, notamment en culture cellulaire
(172, 183, 184, 186, 187, 505); mais favorisent la réplication virale dans d’autres systémes
cellulaires et la pathogénicité du VIH (184, 186, 187, 191, 506). Reprenons I'exemple du travailleur
de laboratoire de recherche qui s’était accidentellement contaminé avec un virus ayant une

mutation au niveau du codon d’initiation de la protéine Vpr et qui a réverté (194).

4.3.1. Généralités et structure des protéines virales

Comme mentionné précédemment, autant le VIH-1 que le VIH-2 encodent pour Vpr,
tandis que Vpx est uniquement encodé par le VIH-2 (169, 170, 173, 419, 503, 504). Les génes
codant pour ces protéines sont deux paralogues (507-510). Il était initialement pensé que Vpx
provenait d’une duplication génique ayant eu lieu précocement durant I’évolution de la branche
VIH-2/VIS*™™ mais il s’est finalement avéré que ce géne avait plutot été acquis par transfert
horizontal via recombinaison non homologue avec le gene Vpr du VIS infectant le singe vert
africain ou VIS#™ (507-510). Notons que la protéine Vpr encodée par le VIS®8™ est I'une des rares

a posséder des fonctions communes a Vpr et a Vpx (511-515).
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Vpr et Vpx ont des poids moléculaires d’environ 15 kDa, sont composées d’une centaine d’acides
aminés trés conservés et répartis en trois hélices a qui sont flanquées de domaines C- et
N-terminaux flexibles, voir Figure 1.5 et Figure 1.6 (516, 517). Comme mentionné précédemment,
méme si ces protéines n‘ont pas de séquence de localisation nucléaire classique, elles sont
capables de localiser au niveau du noyau cellulaire (518, 519). Des séquences importantes pour
la localisation nucléaire de Vpr ont été retrouvées dans la premiere hélice a et au niveau du
domaine C-terminal (troisieme hélice a) de la protéine (291, 292, 295, 296, 298, 520-522).
L'import de Vpr pourrait étre médié par une interaction directe entre Vpr et le NPC ou
éventuellement par un mécanisme impliquant Importine a (266, 288, 290, 299-305). Vpr contient
une séquence d’export nucléaire (NES) au niveau de la troisieme hélice a et est capable d’étre
exportée par Exportine 1; elle navigue donc entre le noyau et le cytoplasme (293, 300, 525, 526).
La protéine Vpx contient deux séquences de localisation nucléaire non classiques présentes au
niveau C-terminal et semble étre importée par différents mécanismes incluant Importine a (213,
527, 528). Il n’est pas clair si Vpx posséde une séquence d’export nucléaire et est capable de

naviguer entre le noyau et le cytoplasme (528-530).

Vpr et Vpx sont deux protéines qui sont encapsidées lors de la production des particules
virales (385, 518, 531-533). Dans le cas de Vpr, cette encapsidation s’effectue grace a une
interaction entre un motif présent au niveau de la premiere hélice a de Vpr et au
domaine C-terminal (riche en leucine) du précurseur de la protéine P6 de la protéine Gag (292,
385-387, 389, 390, 526, 534-540). Durant la maturation du virus, Vpr interagira avec la protéine
NC afin de rester dans le coeur du virus et associé a I’ARN viral (390, 526, 539, 541-545). |l est
estimé entre 250 et 700 molécules de Vpr par virion pour le VIH-1 (385, 546-548); et a 40 a 50
molécules de Vpr ainsi que 2000 a 3000 molécules de Vpx par virion dans le cas du VIH-2 (549).
Le fait que ces protéines soient encapsidées laisse penser qu’elles pourraient jouer un role
précoce durant l'infection, notamment au niveau des étapes pré-transcriptionnelles. En ce sens
et comme mentionné précédemment, le réle de Vpr au sein du PIC a été bien mis en évidence et
il est notamment proposé que Vpr aide non seulement a I'ancrage du PIC au niveau des pores
nucléaires mais aussi que cette protéine aide au transport du PIC a travers la membrane nucléaire

(217, 226, 228, 266, 288-291, 300, 306).
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Figure 1.5. Structure de la protéine Vpr du VIH-1

Représentation de la structure de Vpr, composée de trois hélices a et de domaine N- et C-
terminaux non-structurés. Le bleu représente le domaine N-terminal; I'orangé/rouge représente
le domaine C-terminal. Les résidus H15, N28 et G41 sont pointés étant donné leur importance
dans le Chapitre 3. Cette structure a été déterminée par résonnance magnétique par (516) et la
représentation a été adaptée a partir du modéle P05928 disponible dans la banque de donnée

SWISS-MODEL (swissmodel.expasy.org).
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Figure 1.6. Représentation de la conservation en acides aminés de la protéine Vpr du VIH-1

Les séquences nucléotidiques de 4 835 variants de Vpr du VIH-1, provenant de la banque
de donnée des séquences du VIH (HIV Sequence Database; Los Alamos National Laboratory;
hiv.lanl.gov), ont été traduites et alignées a I'aide de Jalview (v2.11.0 (523)). La représentation a
été générée a l'aide de Weblogo (v3.7.4 (524)). Les acides aminés colorés en noir sont
hydrophobes; ceux colorés en bleu sont hydrophiles et ceux colorés en orange sont neutres. Les

résidus H15, N28 et G41 sont pointés étant donné leur importance dans le Chapitre 3.

51



Enfin, ces deux protéines recrutent toutes deux le méme complexe d’E3 ubiquitine ligase (appelé
Cul4a-DDB1-DCAF1; abrégé DCAFlcom par la suite) afin de lui présenter des protéines pour
induire leur polyubiquitinylation et subséquente dégradation par la voie protéasomale, voir
Figure 1.7 (550-555). Le recrutement du complexe DCAF1 se fait par une interaction de Vpr/Vpx
avec DCAF1, qui est un récepteur de substrat complexe d’E3 ligase de type Cul4-DDB1 (556, 557).
L'interaction de Vpr avec DCAF1 se fait au niveau d’un domaine de I'extrémité C-terminale de
DCAF1 contenant deux motifs WD40 et qui est suffisant a recruter a la fois Vpr et DDB1 (551, 558-
560). Au niveau de Vpr, I'interaction se fait au niveau du motif L*QQLL et une mutation du résidu
Q65 de Vpr entrainent l'incapacité de la protéine virale a recruter DCAFlcom (550-552, 562).
Notons que le recrutement de DCAF1 par Vpr peut aussi mener au recrutement d’une

E3 ubiquitine ligase différente et appelée EDD-DDB1-DCAF1 (563, 564).

Comme nous le verrons dans les prochaines sections, malgré les grandes similarités entre
Vpr et Vpx, et le fait qu’elles recrutent le méme complexe DCAFlcom, ces protéines virales ne
médient pas la dégradation des mémes cibles et conséquemment n’induisent pas les mémes

phénotypes.

4.3.2. Vpr

Malgré la quantité abondante de travaux portant sur I’étude de Vpr, cette protéine reste
la plus énigmatique du VIH-1. Deux phénotypes principaux ont été associés a Vpr 1) I'activation
de la kinase ATR et des voies de dommage/réparation de ’ADN menant a un arrét du cycle
cellulaire en phase G2/M dans les cellules en division comme les lymphocytes T CD4* (565-568);
et 2) I'avantage réplicatif que Vpr confére au virus lors de I'infection notamment dans les cellules
myéloides telles que les macrophages (186, 506). Ces deux activités de Vpr sont génétiquement
reliées dans la mesure ou des mutants de Vpr capables (S79A et R80A) ou non (Q65R) de recruter
DCAFlcom qui n’induisent pas d’arrét du cycle cellulaire ne sont pas non plus capables de
conférer un avantage réplicatif au virus; enfin, bien que le recrutement de DCAF1lcom par Vpr soit
essentiel, il n’est pas suffisant a I'induction de ces deux phénotypes et c’est la dégradation — via
DCAFlcom —d’une ou plusieurs protéines cellulaires de I’'h6te qui in fine en est responsable (550-
552, 569-573). Notons que la position S79 de Vpr est connue pour étre phosphorylée par la

protéine kinase A (PKA) et que cette activité de PKA est essentielle aux activités d’arrét du cycle
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Figure 1.7. Structure du complexe Vpr-DCAF1lcom en complexe avec une cible de Vpr

Vpr (en vert) fait le lien entre une cible (en rouge), ici le domaine N-terminal (NTD) de la
protéine HLTF, et le complexe d’E3 ubiquitine ligase Cul4-DDB1-DCAF1 (en teinte de bleu, rose et
orange). Cette structure peut étre extrapolée a n’importe quelles autres cibles de Vpr. Figure

provenant de (561) avec licence du journal autorisant la publication dans le cadre de cette thése.
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cellulaire et d’avantage réplicatif associées a Vpr (571, 572). C’'est sur la découverte de ces
facteurs cellulaires que se concentre intensément la recherche sur Vpr. J’établirai dans les
paragraphes qui suivent, une revue de la littérature sur le sujet incluant les activités et les cibles

de Vpr.

4.3.2.1. Voie de dommages, de réparation a I'ADN & activité d’arrét du

cycle cellulaire
Comme mentionné antérieurement, Vpr est une protéine modulant les voies de réponse
et de réparation des dommages a I’ADN (574, 575). Vpr induit notamment la formation de
ponctuations nucléaires, contenant des marqueurs de dommages a I’ADN comme y-H2AX, 53BP1,
RPA32, FANCD2 ou encore RAD51, dont I'induction correle dans certains cas avec la capacité de
Vpr a médier un arrét de cycle en G2/M (567, 568, 576-580). Certaines composantes du complexe
DCAF1com recrutées par Vpr sont-elles mémes impliquées dans les mécanismes de réparation
des dommages a I’ADN; c’est notamment le cas de Cul4 et de DDB1 qui font partie d’'un complexe
protéique capable de lier les sites de dommages a I’ADN et ainsi d’activer la voie de réparation

par excision des nucléotides, connue également sous I'acronyme NER (581-583).

De maniére intéressante, la troisieme hélice a de Vpr ressemble a une glissiére a leucine
(leucine-zipper) (584, 585) et il semblerait que Vpr soit capable de lier directement I’ADN cellulaire
et d’induire les dommages au niveau du site de liaison (567, 580). Notons qu’il est également
spéculé que Vpr pourrait cibler d’autres facteurs cellulaires ayant des implications dans le
remodelage de la chromatine, incluant notamment les protéines HP-1, SNF2H (SMARCAS), CTIP2
ou encore le complexe NuRD (586-589); pouvant éventuellement aider au relachement de I’ADN
et faciliter la liaison de Vpr a celui-ci (580). Les dommages induits seraient alors des cassures
double brin de I’ADN et certaines études suggérent en effet que Vpr activerait la kinase ATM (567,
590). L’activation d’ATM par Vpr est remise en question par plusieurs études qui suggerent plutot
une activation de la kinase ATR, suggérant que Vpr activerait plutét des voies de signalisation
normalement impliquées dans la réparation de stress réplicatif et non celles impliquées dans la
réparation d’une cassure double brin de ’'ADN (566, 568, 577, 578, 591). L'idée que Vpr active
ATR est également supportée par le fait que la kinase CHK1 est phosphorylée et activée en

présence de Vpr en phase S du cycle cellulaire (566, 577, 592, 593). Ces deux idées ne sont
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cependant pas mutuellement exclusives car il est bien connu que les dommages a I’ADN induits
dans le contexte d’un stress réplicatif peuvent se transformer en cassure double brin de ’ADN en
absence de réparation initiale (594-597). Toutefois, notons que Vpr semblerait induire I’activation
de la kinase ATR en recrutant le complexe DCAF1 et dégradant des substrats, non-identifiés pour

I’heure, plutot qu’en liant directement I’ADN (554, 593).

En plus de médier I'activation de CHK1 qui peut induire un arrét du cycle cellulaire en
G2/M en inhibant CDC25C et en activant WEE1 (598-603), Vpr semblerait capable de moduler
directement CDC25C et WEE1 (598, 604-607). En effet, Vpr semble former un complexe avec
CDC25C et médier sa dégradation par le protéasome (593, 604), et aussi recruter la protéine
14-3-3 afin de séquestrer CDC25C au niveau du cytoplasme (605). De maniére intéressante, le
mutant R80A de Vpr n’est pas capable de former un complexe avec 14-3-3 (605). Aussi, Vpr
semble augmenter les niveaux de WEE1l et former un complexe avec cette protéine afin
d’augmenter son activité kinase (598, 606). Globalement, il semblerait donc qu’en plus de son
activité sur I'axe ATR-CHK1 dont les mécanismes d’activation restent mal compris, Vpr pourrait
moduler directement la transition G2/M en activant 'inhibiteur et en inhibant 'activateur de

CDK1 dans les cellules humaines.

4.3.2.2. Avantage réplicatif associé a Vpr

Vpr conféere un avantage réplicatif au virus durant l'infection notamment de cellules
myéloides comme les macrophages (186, 187, 502, 506, 608) ou encore les cellules dendritiques
dérivées de monocytes (573). Moyennant un systéme de compétition entre un virus exprimant
Vpr et un autre exprimant une version tronquée de la protéine, il a récemment été proposé que
Vpr pourrait également conférer un avantage réplicatif au virus durant I'infection de cellules en
division et notamment de lymphocytes T CD4* (609, 610). Ces derniers résultats semblent en
accord avec des études qui semblaient initialement démontrer un effet modeste mais positif de

Vpr sur la réplication virale lors de I'infection de lymphocytes T CD4* (171, 611).

Parmi les protéines pouvant potentiellement expliquées I'avantage réplicatif de Vpr nous
retrouvons les protéines du complexe SLX4, un complexe multiprotéique — composé de SLX4, de

la sous-unité enzymatique EME1 et du régulateur MUS81 — impliqué dans la résolution des
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jonctions de Holliday formées lors de la recombinaison homologue (579, 612, 613). Il a
initialement été proposé que Vpr forme un complexe avec le complexe SLX4 et l|'active
prématurément en médiait la polyubiquitinylation puis la dégradation de MUS81 ainsi que
I’hyperphosphorylation donc I'inhibition de EME1 (579). Il a été proposé que cette activation
prémature du complexe SLX4 joue un rble dans la dégradation des intermédiaires et dérivés non
conventionnels provenant de la rétrotranscription et ainsi prévenir |'activation des senseurs
cellulaires, le déclanchement d’une réponse de type interféron par la cellule infectée et donc du
systéme immunitaire (574, 579). Cependant, bien que la dégradation de MUS81 médiée par Vpr
ait été validée, il semblerait que EME1 soit également dégradée en présence de Vpr (614). Cette
activation prémature du complexe SLX4 a également été proposée comme étant le mécanisme
responsable de I'arrét du cycle cellulaire médié par Vpr (579, 615), mais des études semblent

indiquer que ces deux activités de Vpr sont indépendantes (515, 614, 616).

Contrairement aux autres cibles et partenaires de Vpr introduits jusqu’a présent, les
protéines de la famille TET(1/2/3) ne sont pas reconnues comme des protéines impliquées dans
les voies de dommages a I’ADN (617). Vpr induit la dégradation de ces protéines qui sont en fait
des méthylcytosine dioxygénases impliquées dans les mécanismes de déméthylation de ’ADN
(618-620). La dégradation de TET2 médiée par Vpr a été rapportée comme modulant
transcriptionnellement au moins deux facteurs cellulaires. Le premier est l'interleukine 6 (IL-6),
une cytokine bien connue pour augmenter la réplication virale lors de I'infection des macrophages
et qui est augmentée en présence de Vpr (619, 621, 622). Le second est le facteur de restriction
IFITM3, connu pour inhiber entre autres la maturation des glycoprotéines de I'enveloppe virale
et I’entrée du virus en altérant la fusion de I'enveloppe lipidique du virion avec la membrane
cellulaire (623-627). Conséquemment, la déplétion d’IFITM3 via TET2 médiée par Vpr conduit a
une augmentation de la production des glycoprotéines de I’enveloppe virale, leur incorporation
dans les virions et a une meilleure entrée du virus dans la cellule cible (623-625, 628). L’effet de
Vpr sur TET2 corréle, au moins partiellement, avec I'avantage réplicatif que Vpr confére lors de
I'infection de cellules myéloide (619). La dégradation de TET2 ne semblerait pas expliquer le

phénotype d’arrét de cycle cellulaire associé a Vpr (619).
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En plus de son activité sur TET2 qui permet en soit d’augmenter la production des
glycoprotéines de I'enveloppe virale; Vpr prévient la dégradation des glycoprotéines de
I’enveloppe dans les cellules myéloides par un mécanisme nécessitant DCAF1 et aboutissant a
I'augmentation de la production virale (569, 629, 630). En effet, en absence de Vpr, les
glycoprotéines de I'enveloppe virale sont dégradées par un mécanisme dépendant de la voie de
dégradation des protéines associées au réticulum endoplasmique (ERAD), répondant a
I'interféron et aboutissant a une diminution des glycoprotéines de I'enveloppe présentent dans
les particules virales relachées (569, 629, 630). Ce mécanisme de restriction des glycoprotéines
de I'enveloppe virale semble étre dépendant du récepteur au mannose, abrégé MR (631, 632). |
semblerait que le MR reconnaisse les résidus de mannose présents sur les glycoprotéines de
I’enveloppe virale, les séquestre puis induise leur dégradation (631). Contrairement aux cibles de
Vpr, le MR n’est pas dégradé mais semble plutét étre modulé transcriptionnellement par
Vpr (631). Le mécanisme sous-jacent a la modulation transcriptionnelle du MR par Vpr reste non
identifié. Cette activité de Vpr sur MR semble contribuer a I'avantage réplicatif que confere Vpr
au virus lors de l'infection des macrophages. De maniére intéressante, notons que plusieurs
autres protéines du VIH sont aussi capables de moduler le MR, incluant Tat au niveau
transcriptionnel (633); Nef au niveau post-transcriptionnel (631, 634); suggérant que le MR est

un facteur de restriction important du VIH.

Indépendamment des glycoprotéines de I'enveloppe virale; une récente étude a proposé
gue I'expression de Vpr modulerait les niveaux de REAF (également appelée Lv2), une protéine
décrite comme capable d’inhiber les étapes d’entrée et/ou de rétrotranscription et donc la
réplication virale du VIH-1, VIH-2 et des VIS, notamment lors de I'infection de macrophages (635-
637). En présence de Vpr, les niveaux de REAF fluctueraient et permettraient de lever la
restriction imposée au niveau des étapes précoces du cycle de réplication (638). Il semblerait
également que la déplétion de REAF au moyen d’approche de type ARN interférent (siRNA)
correle avec une trés légére accumulation du pourcentage de cellules en phase G2/M du cycle
cellulaire (638). Il se pourrait donc que la modulation de REAF par Vpr soit en partie responsable
des activités d’avantage réplicatif dans les macrophages et d’arrét du cycle cellulaire en G2/M

associées a Vpr.
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Enfin, HLTF et EXO1 sont deux protéines impliquées dans les voies de réparation des
dommages a I’ADN et ciblées par Vpr (610, 639, 640). HLTF est impliquée dans la réparation des
fourches de réplication bloquées; tandis qu’EXO1 joue des réles dans la réparation de I’ADN par
recombinaison homologue et dans la réparation des mésappariements des bases de I’ADN (641).
Le role de ces protéines de I’'h6te sur le virus n’est pas connu et leur dégradation — individuelle —
ne semble pas corréler avec I'avantage réplicatif dans les macrophages attribué a Vpr (610, 639,
640). Toutefois, il semblerait que des virus capables de médier la dégradation de ces cibles se
répliquent davantage dans des systemes de compétition lors de I'infection de cellules T CD4* en
culture ou primaires (609, 610). Ces résultats suggerent que HLTF et EXO1 pourraient contribuer

a un éventuel avantage réplicatif de Vpr dans les cellules en division (609, 610).

4.3.2.3. ROle de Vpr dans la fidélité de la rétrotranscription

Comme mentionné précédemment, Vpr est une protéine encapsidée et qui semblerait
jouer un role lors du transport du PIC au noyau. En plus de cette fonction précoce durant
I'infection il semblerait que Vpr joue un role éventuel dans la fidélité de RT, notamment en
limitant I'apparition de mutations durant cette étape (642-645). En effet, durant cette étape des
dUTPs peuvent malencontreusement étre incorporés a la place des dTTPs par la RT qui ne
distingue pas les deux (646, 647). L'incorporation de dUTP dans le génome viral peut étre néfaste
pour le virus car elle peut éventuellement causer des mutations de I'ADN viral, induire une
reconnaissance de '’ADN comme « non-soi », et prévenir I'intégration du virus (646, 648, 649).
Les macrophages sont des cellules particulierement riches en dUTP et faibles en dTTP, cela en fait
donc des cellules peu propices a la synthese d’ADN non muté lors de I'infection par le VIH-1 (646,
647, 650). De maniere intéressante et pouvant étre contre-intuitive, Vpr semblerait interagir et
permettre I'encapsidation de la protéine UNG2, une protéine qui reconnait puis excise les uraciles
incorporés dans I’ADN pour permettre la réparation par la voie BER (641, 642, 644, 651-654).
Notons qu’il a aussi été proposé que IN joue un rble dans I'encapsidation de UNG et non Vpr
(655). UNG2 serait donc présent dans le complexe de pré-intégration durant I'étape de
rétrotranscription et pourrait alors exciser les uraciles intégrer a ’ADN viral (644, 655, 656).
Notons que certains rapports semblent indiquer que UNG2 dégraderait les ADN viraux contenant

beaucoup de dUTP plutét que de les réparer (648, 657). UNG2 limiterait donc I'effet mutagene

58



des dUTPs sur le génome viral lors de l'infection de macrophages (644, 653, 658). Comme
introduit précédemment, les protéines APOBEC3F/G sont encapsidées et désaminent les
cytosines du brin antisens du génome viral en uraciles lors de I'étape de rétrotranscription (432-
438). Il a été proposé que UNG2 soit encapsidé pour prévenir la réparation des cytosines
désaminées par I'activité d’APOBEC3F/G et ainsi I'apparition de mutations G > A dans I’ADN viral;
ou méme pour dégrader les brins édités par APOBEC3 (657, 659). Notons enfin qu’il a aussi été
rapporté que Vpr pourrait former un complexe avec APOBEC3G et médier sa dégradation par le
protéasome avec pour objectif de prévenir son encapsidation et la désamination des
cytosines (660). Pour en revenir a UNG2, il a également été rapporté que cette protéine pouvait
réguler négativement la transcription virale, par un mécanisme restant indéterminé et ainsi
diminuer la réplication virale (661). C'est probablement pour cette raison que Vpr induit sa

déplétion (659, 662-665).

4.3.2.4. Autres activités de Vpr

L'une des caractéristiques du VIH est qu’il peut passer par une phase de latence durant
I'infection (42, 43, 666-669). De maniére générale, la latence transcriptionnelle du VIH correspond
a un état réversible du virus pour lequel il n'y a pas d’expression génique du virus et donc une
absence de production de particules virales (670, 671). Cependant, il semblerait que Vpr soit une
protéine capable de réactiver les virus latents (672, 673). En ce sens, il a été rapporté que Vpr
induirait la dégradation du facteur cellulaire CTIP2, un facteur connu pour étre associé a un
complexe remodelant la chromatine et induire une latence virale dans des cellules myéloides
appelées cellules microgliales (674-678). Ceci permettrait donc au virus d’éviter le mécanisme de
latence ou de promouvoir sa transcription et donc sa réactivation éventuelle dans le cas de virus
latent (589, 674-676). En plus de dégrader des facteurs cellulaires qui régulent négativement la
transcription du VIH comme CTIP2, Vpr est également capable de former des complexes et
d’activer des facteurs de transcription qui permettront alors I'expression virale a partir du LTR.
Parmi ces facteurs cellulaires nous retrouvons par exemple : NF-kB, AP-1, C/EBP-6, NFAT ou
encore Sp1 (344, 585, 679-688). La résultante de 'activation de ces facteurs par Vpr pourrait donc
étre similaire a celle de la dégradation de CTIP2 médiée par Vpr : une augmentation de la

transcription virale et une éventuelle sortie de la latence.
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La derniére cible de Vpr que j'introduirai est le complexe SMN (689, 690). Ce complexe est
impliqué dans la biogenese des petites ribonucléoprotéines nucléaires (snRNPs) et intervient
notamment dans le mécanisme d’épissage des ARN messagers (691). L'importance de ce
complexe par rapport a la réplication et a la pathogénicité du VIH-1 reste mal comprise.
Cependant, il semblerait que la déplétion de ce complexe par des approches d’interférence par
des petits ARNs de type épingle a cheveux (shRNA) correle avec une accumulation de cellules en
phase G2/M du cycle cellulaire (690). Bien qu’il faille étudier davantage les relations entre le
complexe SMN et Vpr, étant donné son implication dans I'épissage des ARN messagers, il est
possible que Vpr médie la déplétion de ce complexe pour moduler I’environnement cellulaire et
ainsi promouvoir la réplication virale. Enfin, la sous unité Gemin2 du complexe SMN a été
rapportée comme interagissant avec la protéine virale IN (692, 693). Il semblerait que grace a
cette interaction Gemin2 se retrouve au niveau du complexe de pré-intégration ou elle jouerait
un role essentiel a I’étape de RT; sa déplétion ou I'inhibition par compétition de la liaison entre
elle et IN semblerait mener a une diminution de la RT durant I'infection de macrophages (692,
693). Cependant, il n’est pas exclu que I'activité de Gemin2 soit indépendante du complexe SMN,

mais ces résultats font de I'interaction entre SMN et Vpr une relation tres complexe.

Dans les pages qui précedent, j’ai essayé de donner un apercu général des cibles de Vpr et
des fonctions qui lui sont associées. Une liste plus exhaustive des partenaires et cibles de Vpr est
présentée dans le Tableau 1. Vous l'aurez compris, Vpr cible une multitude de protéines
cellulaires et pourrait globalement en moduler directement ou, plus vraisemblablement,
indirectement plus de 2 000 (690). Conséquemment, Vpr est une protéine virale ayant un effet
sur plusieurs étapes du cycle de réplication virale; que cela soit a I'étape de rétrotranscription, de
transport du complexe de pré-intégration, de la transcription ou encore de la maturation des
glycoprotéines de I'enveloppe virale. Aussi, les activités médiées par Vpr d’arrét du cycle cellulaire
en phase G2/M dans les cellules en division et d’avantage réplicatif notamment dans les cellules
myéloides ne sont probablement pas la conséquence de la modulation d’une seule et unique
protéine ou d’un seul complexe. En fait, certaines études récentes supportent la notion que ces
activités associées a Vpr soient plutot une conséquence de la déplétion de plusieurs protéines

cellulaires (609, 640, 690).
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Tableau 1. Liste non-exhaustive des partenaires et cibles rapportés de la protéine Vpr du VIH-1

Partenaire

. Fonction associée a Vpr Référence
ou cible
Cul4a-DDB1- Cc,)mplexe d E3_ub|qU|t|ne I.|gase recruFe par Vpr.p.OllJr
dégrader des cibles cellulaires. Essentiel aux activités (550-552)
DCAF1 A . , P
d’arrét du cycle cellulaire et d’avantage réplicatif
EDD-DDB1- Complexe d’E3 ubiquitine ligase recrutée par Vpr (563, 564)
DCAF1 pour dégrader certaines cibles cellulaires ’
Kinase impliquée dans une voie de réponse aux
ATR dommages a I’ADN qui est activée par Vpr. Activation (566)
indispensable a I'arrét du cycle cellulaire
Forme un complexe avec Vpr qui induit sa
CDC25C . . . . . (593, 604, 605)
dégradation et sa séquestration cytoplasmique
CP110 (CEP110, | Cible de Vpr. Sa dégradation cause un allongement (713)
CCP110)° des centrioles et une amplification des centrosomes

Complexe des

Vpr a été rapportée pour interagir avec plusieurs

lymphocytes T CD4*
(dans un contexte de compétition)

pores protéines des pores nucléaires (notamment Nup42, | (288, 290, 300, 302,
nucléaires Nup54, Nup58) et Importine a, afin d’étre importée 305)
(NPC) et exportée du noyau
Régulateur transcriptionnel du VIH-1, sa dégradation
CTIP2 par Vpr correle avec une réactivation des virus (589)
latents
Cible de Vpr. Sa dégradation corréle avec une
DICER1 augmentation de la réplication virale dans les (714)
macrophages
Cible de Vpr. Sa dégradation corréle avec une
EXO1 augmentation de la réplication virale dans les (610)
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HLTF

Cible de Vpr. Sa dégradation corréle avec une
augmentation de la réplication virale dans les
lymphocytes T CD4*

(dans un contexte de compétition)

(609, 639, 640)

HP-1

Vpr exclut HP-1 des centromeéres, causant une
séparation prématurée des chromatides sceurs et
des changements du degré de ploidie

(586)

NFAT

Vpr augmente I'expression de NFAT pour induire
I'activation des lymphocytes T CD4* et ainsi faciliter
leur infection

(681, 687)

NF-kB

D’un c6té, Vpr augmente I'expression de NF-kB et
permet la transcription du VIH-1 a partir du LTR.
Mais d’un autre, Vpr inhibe également NF-kB pour
diminuer I'activation immunitaire et I'apoptose

(679, 680, 682)

P21 (WAF1)

Vpr augmente I'expression de P21. Lien avec I'arrét
du cycle cellulaire?

(715)

P300 (CBP)

P300 forme un complexe avec Vpr, permet
I'activation transcriptionnel de protéines cellulaires
(e.g. NF-kB) et la transcription du VIH-1

(688, 716)

Protéine
kinase A (PKA)

Phosphoryle Vpr au niveau de I'acide aminé S79,
activité indispensable a I’arrét du cycle cellulaire
médié par Vpr

(571, 572)

REAF (Lv2)

Cible de Vpr qui inhibe I'étape de rétrotranscription
du VIH-1. Sa dégradation augmente la réplication
virale dans les macrophages

(635)

Récepteur du
mannose (MR)

Vpr diminue transcriptionnellement I'expression du

MR ce qui permet I'augmentation de la production

des glycoprotéines de I'enveloppe virale (gp160) et
de la relache virale

(631)

SLX4
(complexe)

Vpr interagit avec le complexe et induit la
dégradation de composantes pour potentiellement
inhiber la détection des intermédiaires viraux et la

réponse immunitaire

(579, 614, 616)
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Vpr interagit avec le complexe et médie la

dans la régulation transcriptionnelle du VIH-17?

SMN , . iy Al x s .
dégradation des sous-unités. Roles a déterminer. (689, 690)
(complexe) ) A .
Lien avec l'arrét du cycle cellulaire?
SNF2h Partenaire de Vpr permettant son recrutement a la
chromatine des cellules infectées. Facteur important (587)
(SMARCAS) pour I'induction des dommages a I’ADN par Vpr
Forme un complexe avec Vpr, augmente la
P1 heme 44,
S transcription de P21 et du VIH-1 a partir du LTR (344, 685)
Cibles de Vpr. La dégradation de TET2 médiée par
Vpr module transcriptionnellement au moins deux
TET(1/2/3) geénes (IL-6 et IFITM3) et est associée a une (619, 623)
augmentation de la réplication virale dans les
macrophages
Cible et partenaire de Vpr. Vpr médie I'encapsidation
d’UNG2 afin de prévenir les mutations du génome
UNG2 viral lors de I'étape de rétrotranscription. Vpr (659, 662, 663)
dégrade UNG2 pour prévenir son effet négatif sur la
transcription virale
WEEL Vpr augmente I'expression et forme un c'o'm’plexe (598, 606)
avec WEE1 pour augmenter son activité
Cible de Vpr. Membre du complexe NuRD qui est
ZIP (sZIP1) impliqué dans le remodelage de la chromatine. Role (588)

@ Voir Chapitre 4
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4.3.3. Vpx

Le réle de Vpx a longtemps été associé a I'étape de rétrotranscription du VIH-2 et de
certains VIS (694). En effet, il contrecarre un facteur de restriction appelé SAMHD1 qui est
impliqué dans le contréle des niveaux des déoxynucleotides triphosphates, dNTPs (695-702).
Cette protéine est régulée notamment par une phosphorylation inhibitrice au niveau du résidu
T592 (703, 704). Elle peut y étre phosphorylée donc inactivée par CDK1 (704-706),
déphosphorylée donc activé indirectement par P21 quand ce dernier inhibe CDK1 (707-711); ou
encore étre déphosphorylée directement par la phosphatase PP2A (712). SAMHD1 est une
protéine capable de cliver les dNTPs en désoxynucléotides (dN) et ainsi de diminuer la quantité
de dNTPs disponibles pour la rétrotranscription (650, 701). En liant et médiant la dégradation de
SAMHD1, la protéine Vpx encapsidée permet I'augmentation des niveaux de dNTPs et promeut
ainsi la rétrotranscription durant I'infection notamment dans les macrophages (717-719). L'effet
de Vpx est particulierement important dans les cellules myéloides et les cellules T CD4* au repos
ou les niveaux de dNTPs sont bas en raison de I'absence de synthése d’ADN (695-698, 717, 720,
721).

De maniere intéressante, il a récemment été rapporté que Vpx pouvait également
promouvoir l'infection virale indépendamment de son interaction avec SAMHD1 et dans des
conditions ou les dNTPs ne sont pas limitant; suggérant qu’elle serait capable de médier la
déplétion d’un autre facteur de restriction (722, 723). Le complexe HUSH, impliqué dans la
régulation épigénétique, a été identifié comme ce second facteur contrecarré par Vpx (724, 725).
Il a été démontré que HUSH localisait au niveau du promoteur du VIH-1 et que sa déplétion
notamment par le Vpx encapsidé entrainait ultimement une réactivation virale dans des systéemes
de latence du VIH. Ce faisant, Vpx permettrait d’éviter la mise en latence imposée par ce
complexe. En médiant la dégradation de SAMHD1 et de HUSH, Vpx jouerait majoritairement au
niveau de I'étape de rétrotranscription et de transcription du génome viral. Il n’y a actuellement

pas d’autres fonctions connues de Vpx.
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5. Problématique et objectifs de recherche

Comme vous l'aurez constaté dans ce Chapitre 1 — Revue de la littérature présentée
ci-dessus et comme suggéré par des études de protéomique ayant pour but d’identifier les
partenaires de Vpr ou d’évaluer son effet au niveau du protéome cellulaire (639, 640, 689, 690),
Vpr semble interagir avec et moduler une multitude de protéines de I'hote. Néanmoins et ce
malgré l'identification de nombreuses cibles de Vpr, nous ne comprenons toujours pas
complétement comment Vpr promeut la réplication virale, spécialement lors de l'infection de
cellules myéloides comme les macrophages. Le but de ce projet est d’utiliser une
technologie — alors nouvelle — d’identification de partenaires de proximité, appelée BiolD, afin de
définir un réseau de partenaires a proximité de Vpr et ainsi d’identifier de nouvelles cibles de Vpr.
Le but ultime de ce projet est de mieux comprendre Vpr, ses cibles, ses fonctions et son

importance relativement a la réplication et a la pathogénése du VIH-1.

Dans le Chapitre 2, j'introduirai la technique de BiolD, son développement et les
adaptations effectuées afin de définir le réseau de partenaires a proximité de Vpr. Je discuterai
dans ce chapitre des avantages et des désavantages du BiolD comparativement a d’autres
techniques de protéomique ayant déja été employées avec Vpr. Le Chapitre 3, présentera le
réseau de partenaire a proximité de Vpr. J'y présenterai également la caractérisation d’un
nouveau complexe ciblé par Vpr : le complexe promoteur de I'anaphase/cyclosome (APC/C). Dans
le Chapitre 4, j'expliquerai comment Vpr module ’lhoméostasie des centrosomes et présenterai
des travaux issus d’une collaboration avec le laboratoire du Dr William Tsang de I'IRCM. Enfin,
dans un dernier chapitre, je discuterai de tous les résultats a la lumiere de la littérature et

présenterai des perspectives de recherche pouvant étre intéressantes a poursuivre.
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Chapitre 2

Développement de la technique de BiolD afin de définir
un réseau de partenaires de proximité de la

protéine Vpr du VIH-1






1. Introduction spécifique

Il est possible d’utiliser diverses approches pour identifier de nouvelles interactions entre
protéines. Ces approches sont essentiellement des techniques de protéomique utilisées en
biologie cellulaire et pouvant étre appliquées dans le contexte de la virologie moléculaire. J'en
décrirai quelques-unes dans les prochains paragraphes, incluant : le double-hybride, ’AP-MS et
les approches de marquages de proximité. Notons également qu’il existe une multitude de
variantes aux techniques présentées ici et que chacune doit étre adaptée au modeéle expérimental

utilisé. Je décrirai également quelques avantages et inconvénients de ces approches.

1.1. ’approche de double-hybride

Cette approche a été développée a la fin des années 1980 et est basée sur la
complémentarité de deux domaines séparés d’un facteur de transcription (726, 727). La protéine
d’intérét et les protéines cibles seront respectivement fusionnées au domaine de fixation de
I’ADN et a celui d’activation d’'un méme facteur de transcription. L'interaction entre la protéine
cible et celle d’intérét permettra alors la reconstitution du facteur de transcription et menera a
I'activation d’un géne rapporteur. Historiquement le facteur de transcription utilisé était GAL4 et
le géne rapporteur lacZ. Comme ce systeme est utilisé chez la levure, le gene /lacZ qui code pour
la B-glactosidase permettra un criblage blanc/bleu des colonies et sera ainsi révélateur de
I'interaction entre la protéine cible et celle d’intérét (727). Cette approche peut évidemment étre
employée si les protéines d’intérét et cible sont identifiées, mais elle peut également I'étre pour
cribler des banques d’ADN complémentaires en ne connaissant donc pas la protéine cible. La
protéine cible sera par la suite identifiée par séquencage du gene présent dans le vecteur

correspondant (728).

1.2. L’approche AP-MS

Le principe simple et efficace de I'approche de purification par affinité (AP-MS) en fait une
approche trés couramment utilisée pour I'identification de partenaires de protéine. Son principe
repose sur I'immunoprécipitation d’une protéine d’intérét grace a un anticorps spécifique et sur

I'analyse des partenaires immunoprécipités par spectrométrie de masse. Afin d’améliorer la
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performance de I'immunoprécipitation, la protéine d’intérét est souvent fusionnée avec une
étiquette (e.g. TAP, HA, Flag, Myc) et surexprimée dans les cellules cibles. Une fois la protéine de
fusion exprimée, les cellules seront alors lysées — souvent délicatement, dans des conditions
non-dénaturantes — et les lysats incubés avec les anticorps spécifiques (729). Les anticorps (et
protéines liées) seront ensuite récupérés au moyen de billes et lavés. Les protéines ainsi
récupérées seront par la suite digérées a I'aide de trypsine et identifiées par spectrométrie de

masse (729).

1.3. Les approches de marquage de proximité

Deux approches de marquage de proximité ont trés récemment été développées : le BiolD
et ’APEX (730, 731). Elles sont toutes deux basées sur un principe de biotinylation in cellulo des
protéines a proximité de la protéine d’intérét, permettant ainsi leur étiquetage et évitant la perte

des candidats lors de la lyse (Figure 2.1).

1.3.1. ’approche BiolD
Dans le cas du BiolD, une biotine ligase (BirA) provenant d’Escherichia coli sera fusionnée a la
protéine d’intérét (Figure 2.1A). Cette biotine ligase a la particularité de porter la mutation R118G
(annotée BirA* ou BirAl) lui permettant de générer une espéce réactive (appelée biotinoyl-5’-
AMP (bioAMP)) et de la relacher rapidement. Ceci créera un nuage de bioAMP réactif, d’un
diametre approximatif de 10 nm, qui liera de maniére covalente les lysines présentes a la surface
des protéines présentes a proximité de I'enzyme (730, 732). Une fois les protéines biotinylées,
habituellement entre 18 et 24 heures, les cellules seront lysées de maniére extrémement
vigoureuse et les protéines biotinylées récupérées a 'aide de billes de streptavidine pour étre

identifiées par spectrométrie de masse.

La taille conséquente de BirAl (= 32 kDa) pouvant étre un obstacle a I'identification de
partenaires de la protéine d’intérét, une version de seconde génération a été développée. Cette
seconde version correspond a une biotine ligase ayant une taille relativement plus
faible (= 27 kDa) provenant d’Aquifex aeolicus (BiolD2 ou BirA2; portant la mutation R40G), voir
la Figure 2.1B. Nous parlons ici de 321 acides aminés pour la premiéere génération contre 233 pour

la seconde (733).
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Figure 2.1. Structure des enzymes utilisées dans le cadre des approches de marquage de

proximité

(A, B) Enzymes utilisées dans I'approche BiolD, provenant (A) d’Escherichia coli (BirA* ou
BirAl) ou (B) d’Aquifex aeolicus (BiolD2 ou BirA2). Les emplacements des mutations R118G (A) et
R40G (B) permettant la relache prématurée de la biotinoyl-5’-AMP sont indiqués en rouge. (C, D)
Evolution des enzymes (A) et (B) avec lintroduction de mutations permettant leur
hyperactivation. (E, F) Structure de la peroxydase et des enzymes utilisées dans I'approche APEX,
provenant de la feve de soja. L'introduction de la mutation A134P dans APEX mene a APEX2.
Figure provenant de (734) avec licence du journal autorisant la publication dans le cadre de cette

these.

71



Plus récemment, deux versions additionnelles ont vu le jour et permettent cette fois de
diminuer le temps d’expression et de biotinylation nécessaire a l'identification du réseau
d’interactions de la protéine d’intérét. Il s’agit du TurbolD et du miniTurbo, des versions
sélectionnées a partir des enzymes de premiere et seconde génération de BiolD respectivement
(Figure 2.1C et 2.1D). TurbolD et miniTurbo sont capables de générer autant de protéines

biotinylées en 10 minutes que les premiére et seconde version de BiolD en 18 heures (735).

1.3.2. ’approche APEX

Au lieu d’utiliser une biotine ligase comme dans la technique précédente, 'approche APEX
utilise une peroxydase qui oxydera la biotine-phénol en biotine-phénoxyl (Figure 2.1E et 2.1F). Ce
radical réactif ira lier les tyrosines, tryptophanes, histidines et cystéines présentes a la surface des
protéines dans un rayon d’environ 20 nm et permettra d’obtenir en quelques minutes des niveaux
de biotinylation comparables a ceux obtenu en plusieurs heures avec le BiolD de premiére
génération (731). Notons que la biotinylation est initiée en présence de peroxyde d’hydrogéene
(H202) ce qui signifie gu’elle aura lieu apres expression de la protéine de fusion et de maniére
terminale. Une différence majeure entre ces deux approches est que contrairement au BiolD qui
permet I'accumulation et I'analyse d’évenements dynamiques prenant place sur plusieurs heures,
I’APEX ne permet d’analyser les éveénements qu’a un moment fixe et déterminé par I'ajout du
peroxyde d’hydrogene. Une fois les protéines biotinylées, elles seront capturées et analysées

comme précédemment décrit pour le BiolD.

1.4. Avantages et inconvénients des approches de protéomiques

Il n'existe pas d’approche parfaite pour identifier les interactions entre protéines.
Certaines approches sont plus fiables alors que d’autres généerent plus de résultats. L'une des
étapes clefs lors de I'emploi d’approches protéomiques est I'étape de validation de I'interaction
entre la protéine d’intérét et la protéine cible. Il est donc nécessaire de valider la proximité ou les
interactions entre les protéines étudiées en utilisant des approches complémentaires et si
possible, étudier en profondeur la nature de I'interaction entre ces protéines. Les avantages et
inconvénients des approches introduites ci-dessus sont présentés de maniére succincte dans le

Tableau 2.
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Tableau 2. Avantages et inconvénients des approches d’identification d’interactions entre

protéines
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@ |dentification des partenaires par spectrométrie de masse
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2. Mise en contexte du chapitre

2.1. Rationnelle et objectifs du chapitre

Plusieurs approches ayant comme objectif d’étudier les interactions entre des protéines,
comme le double-hybride et I’AP-MS, ont permis par le passé d’identifier de nouvelles cibles de
Vpr. Néanmoins, nous ne comprenons toujours pas complétement les causes moléculaires sous-
jacentes aux phénotypes de Vpr, notamment a I'arrét du cycle cellulaire en G2/M et |'avantage
réplicatif que confere cette protéine surtout dans le contexte de I'infection des macrophages. J'ai
précédemment introduit les deux approches que sont le double-hybride et I’AP-MS, puis les
approches nouvellement développées de marquages de proximité. Contrairement aux approches
classiques d’AP-MS, les approches de marquages de proximité permettent un étiquetage in
cellulo des partenaires potentiels de la protéine d’intérét. Ceci faisant en sorte que les cellules
peuvent étre lysées de maniére trés vigoureuse sans risque de perdre les partenaires potentiels.
En plus de permettre I'identification d’interactions stables, ces approches de marquages de
proximité permettent également la capture de protéines n’interagissant pas stablement avec la

protéine d’intérét, comme dans les cas d’interactions faibles ou transitoires.

L'objectif général de mon projet était donc d’utiliser I'approche BiolD afin d’identifier de
nouveaux partenaires ou de nouvelles cibles de la protéine Vpr du VIH-1 dans le but de mieux
comprendre les mécanismes et dynamiques menant aux activités de Vpr. Dans la section résultat
de ce chapitre, je présenterai succinctement la caractérisation et les optimisations mises en place
par rapport a l'approche BiolD. Le travail présenté ici est principalement basé sur la
problématique que la fusion de BirA* a Vpr altére grandement la capacité de cette derniére a
induire un arrét du cycle cellulaire en G2/M. Les optimisations présentées dans ce chapitre ont
donc pour but de restaurer la capacité de Vpr a induire un arrét du cycle cellulaire dans le contexte
de la fusion BirA*-Vpr. Les objectifs de ce chapitre sont 1) de démontrer les différentes options
envisagées afin de résoudre la problématique de perte d’activité de Vpr; et 2) de valider le
systeme qui sera utilisé afin de réaliser I'analyse BiolD a proprement dit et qui sera présentée

dans le prochain chapitre.
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2.2. Contribution au chapitre

L'utilisation de I'approche BiolD afin d’identifier de nouveaux partenaires ou de nouvelles
cibles de Vpr est une idée originale du Dr Eric A. Cohen. Les résultats présentés dans ce chapitre
(Figures 2.2.1 a 2.2.6) ont été réalisés dans leur entiéreté par moi-méme, sous la supervision du
Dr Eric A. Cohen. Je souligne la contribution scientifique (idées, recommandations et conseils) du
Dr Jean-Francois Coté ainsi que de son étudiant Dr Halil Bagci dans le développement de

I’approche et je les remercie de leur aide.

3. Matériels et méthodes

3.1. Culture cellulaire

Les cellules humaines HEK293T, HEK293 Flp-In T-REx et Hela ont été cultivées dans du
milieu DMEM (Wisent #319-005-CL) complémenté avec 10% de sérum de veau feetal
(Wisent #080-150). Dans le cas des cellules HEK293 Flp-In T-REx (736), le milieu était aussi
complémenté avec 15 pg/mL de blasticidine (InvivoGen #ANT-BL-1) afin de maintenir la pression

de sélection et la stabilité de la construction Flp-In T-REx.

3.2. Plasmides et clonages

Les plasmides codant pour HA-Vpr et la fusion TAP-Vpr ont été décrits précédemment
(550). Le plasmide codant pour BirAl-Flag-Vpr a été généré par insertion de la séquence codante
de Vpr en C-terminal de BirAl dans le plasmide pDEST-pcDNA5-BirA-FLAG N-term (fourni par
Dr Anne-Claude Gingras (737)) et en utilisant la stratégie de clonage Gateway et le plasmide
intermédiaire pDONR-221 (Invitrogen - Thermo Fisher Scientific). Pour Myc-BirA2-Vpr: un
fragment d’ADN contenant la séquence de Vpr a été produit a partir du plasmide codant pour
HA-Vpr par une approche de polymérisation en chaine (PCR) puis cloné au niveau du site de
clonage multiple (MCS) du plasmide pMyc-BiolD2-MCS (fourni par Kyle Roux ((733);
Addgene #74223)) pour produire la fusion de Myc-BiolD2 en N-terminal de Vpr. Les plasmides
codant pour HA-NLS-BirAl, HA-NLS-BirAl-Vpr, HA-NLS-BirA2 et HA-NLS-BirA2-Vpr ont été

générés par des approches de PCR par chevauchement en utilisant les plasmides précédents
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comme point de départ. Le plasmide pOG44 codant une Flp recombinase a été obtenu
d’Invitrogen (Thermo Fisher Scientific #/600520) et utilisé pour générer les lignées cellulaires

exprimant les protéines de fusion Flag-NLS-BirAl et BirAl-Flag-Vpr de maniére inductible.

3.3. Génération des lignées stables et induction

Les cellules HEK293 Flp-In T-REx exprimant de maniére inductible les constructions
codantes pour Flag-NLS-BirAl et BirAl-Flag-Vpr ont été générées comme décrit
précédemment (736, 737). Le traitement des lignées stables inductibles avec 0.5 ug/mL de
doxycycline (Wisent #450-185) permet I'expression des genes d’intéréts. L'ajout de 50 uM de
biotine (BioBasic #BB0078) permet la biotinylation des protéines a proximité de la protéine de
fusion. Dans certains cas, un inhibiteur du protéasome (MG-132; Calbiochem - MilliporeSigma
#474787) a été utilisé pour 7h (10 uM) ou 24 h (1 uM) dans le but de prévenir la dégradation des

cibles potentielles de Vpr.

3.4. Analyse du cycle cellulaire

Les cellules HEK293T ont été transfectées en utilisant la méthode au calcium-phosphate
avec les plasmides indiqués dans les figures et le plasmide pQBI-25 qui code pour la protéine
fluorescente verte (GFP). Deux jours apres la transfection, les cellules ont été récupérées et
manipulées comme décrit précédemment (713). Les analyses de cycle cellulaire ont été faites sur

les populations GFP*.

Dans le cas des lignées stables, les cycles cellulaires ont été déterminés aux temps
post-induction indiqués et en suivant le protocole décrit précédemment (713). Dans ce cas, les

analyses ont été faites sur la population totale.

Le modele mathématique ModFit a été utilisé afin de déterminer les pourcentages de
cellules dans les différentes phases du cycle et les ratio G2/M : G1 calculés et indiqués au-dessus

de chaque histogramme.

3.5. Immunobuvardage de type Western

Deux jours aprés avoir été transfectées ou aux temps aprés induction indiqués dans les

figures, les cellules ont été récupérées et lysées avec du tampon RIPA-DOC (140 mM NadCl,
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8 mM Na;HPO4, NaH2PO4, 1% NP-40, 0.05% SDS, 5 g/L désoxycholate de sodium, 1x inhibiteur de
protéases cOmplete mini (Roche - MilliporeSigma #11836145001), pH 7.2) pour 30 min a 4°C. Les
lysats ont alors été clarifiés (5 min, 10 000 g, 4°C) et les concentrations protéiques déterminées
par dosage de Bradford (Bio-Rad #5000006). Les quantités des protéines d’intérét ont alors été

déterminées par immunobuvardage de type Western (WB) comme décrit précédemment (738).

Les anticorps suivants ont été utilisés : a-Vpr (anticorps polyclonal de lapin dirigé contre
un peptide N-terminal de Vpr (171)); a-Flag (MilliporeSigma #F3165); a-Actine
(MP Biomedicals #0869100); o-GAPDH (BioLegend #649202). Les anticorps secondaires
conjugués a une peroxydase provenaient de Bio-Rad (#170-6515 & #170-6516). Pour détecter les
protéines biotinylées, une streptavidine couplée a une peroxydase (Streptavidine-HRP;

GE Healthcare #RPN1231) a été utilisée.

3.6. Immunofluorescence

La localisation des protéines de fusion a été évaluée par microscopie confocale comme
décrit précédemment (739). Brievement, les cellules HelLa ont été déposées sur des lamelles de
verre pour une nuit puis transfectées a l'aide de lipofectamine 2000 (Thermo Fisher
Scientific #11668019) en suivant les instructions du manufacturier et, ce avec les plasmides
indiqués dans les figures respectives. Deux jours aprés la transfection, les cellules ont
été traitées comme décrit précédemment (739). Les anticorps primaires a-Flag (1/200;
MilliporeSigma #F3165), a-HA (1/200; BioLegend #901513), a-Myc (1/200; MiliporeSigma
#C3956) et secondaires conjugués Alexa Fluor 488 (1/500; Invitrogen - Thermo Fisher Scientific
#A11001 et #A32731) ont été utilisés. Les images ont été capturées a I'aide d’un objectif a
immersion 63x sur un microscope confocal inversé LSM710 (Zeiss) puis manipulées a l'aide

d’Imagel (v1.52).
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4. Résultats

4.1. La fusion de BirAl a Vpr perturbe la capacité de Vpr a médier un arrét

du cycle cellulaire

Pour comprendre les mécanismes moléculaires sous-jacents aux activités d’arrét du cycle
cellulaire et d’avantage réplicatif associées a Vpr, nous avons décidé d’utiliser I'approche de
marquages de proximité appelée BiolD (730). Nous avons postulé que cette approche nous
permettra d’identifier de nouveaux partenaires ou de nouvelles cibles de Vpr interagissant de
maniére faible et/ou transitoire avec ce dernier. Pour ce faire, la biotine ligase (BirA) d’Escherichia
coli portant une mutation R118G lui permettant d’étre hautement active (BirA* ou BirAl), a été
fusionnée en N-terminal de la protéine Vpr pour générer la protéine de fusion
BirAl-Flag-Vpr (BFVpr). Vpr étant une protéine connue pour étre localisée au noyau
cellulaire (576), une protéine BirAl fusionnée a un signal de localisation nucléaire (NLS;

Flag-NLS-BirAl (FNB)) a été utilisée comme contréle.

Afin de valider la fonctionnalité de la protéine de fusion, nous avons évalué sa capacité a
médier I'arrét du cycle cellulaire caractéristique de Vpr. Pour se faire, des cellules HEK293T ont
été transfectées avec I'un des plasmides codant pour HA-Vpr, Flag-NLS-BirAl, BirAl-Flag-Vpr ou
avec un vecteur vide ainsi qu’un plasmide codant pour GFP. Quarante-huit heures apres la
transfection, la population GFP* a alors été analysée par cytométrie en flux. Comme présenté
dans les Figures 2.2.1A et 2.2.1B, en comparaison avec les cellules exprimant Flag-NLS-BirA1l, les
cellules exprimant la protéine de fusion BirAl-Flag-Vpr étaient trées modestement (= 40%), bien
que significativement, accumulées en phase G2/M du cycle cellulaire. Les niveaux d’expression
de Flag-NLS-BirA1l et de BirAl-Flag-Vpr étaient comparables (Figure 2.2.1C). Cette accumulation
de cellules en phases G2/M était cependant réduite d’environ 10 fois en comparaison a
I'accumulation de cellules induites par I’expression de HA-Vpr; une condition ou I'accumulation
est augmentée d’environ 460% par rapport a la condition contrdle vecteur vide (Figures 2.2.1A
et 2.2.1B). Ces résultats indiquent que la fusion de BirAl a Vpr affecte grandement la capacité de

cette derniere a médier un arrét du cycle cellulaire.
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Figure 2.2.1. La fusion de BirA1l a Vpr altére sa capacité a médier un arrét du cycle cellulaire

(A, B) Les cellules HEK293T ont été transfectées avec 3 pg de plasmides codant pour
HA-Vpr, Flag-NLS-BirAl (FNB), BirAl-Flag-Vpr (BFVpr) ou un plasmide vide (EV) et 1 ug de
plasmide codant pour GFP. Quarante-huit heures post-transfection, les cellules ont été
récupérées et les cycles cellulaires analysés. Des analyses de cycle cellulaire représentatives sont
présentées en (A) et les résultats de six expériences sont présentés en (B). La barre centrale de
chaque colonne représente la médiane. * et ** indiquent des différences statistiquement
significatives avec des valeurs de P respectivement < 0.05; < 0.01; déterminées par un test de
Student. (C) Les cellules HEK293T en (A, B) ont été analysées par immunobuvardage de type
Western pour déterminer les niveaux d’expression des protéines d’intérét au moyen d’anticorps
reconnaissant Vpr ou Flag. La séparation centrale indique que des puits ont été enlevé pour des

raisons esthétiques, I'exposition est la méme pour les deux cOtés.
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4.2. La fusion de BirA a Vpr perturbe sa localisation

Sachant que Vpr se rend au noyau cellulaire et y cause des dommages a I’ADN qui sont
associés a son phénotype d’arrét de cycle cellulaire (576), nous avons évalué la capacité de la
fusion BirAl-Flag-Vpr a se rendre au noyau. Des cellules Hela ont été transfectées avec un
plasmide codant pour HA-Vpr ou BirAl-Flag-Vpr. Vingt-quatre heures plus tard, la localisation des
protéines de fusion a été déterminée en utilisant des anticorps reconnaissant HA ou Flag.
Contrairement a HA-Vpr dont 'immunomarquage était exclusivement au niveau du noyau
cellulaire, 'immunomarquage de la protéine de fusion BirAl-Flag-Vpr était a la fois au niveau du
noyau et du cytoplasme (Figure 2.2.2A). Ces résultats suggerent que la fusion de BirAl a Vpr

entraine une relocalisation, au moins partielle, de la protéine.

Etant donné que la taille de la protéine BirAl (= 32 kDa) est relativement importante
comparativement a celle de Vpr (= 14 kDa), nous avons décidé d’évaluer la localisation de
Vpr dans un contexte ou la fusion était effectuée avec une biotine ligase plus petite nommeée
BirA2 (= 27 kDa). Comme présenté dans la Figure 2.2.2A, le signal correspondant a |'anticorps
anti-Myc indiquait un immunomarquage de la fusion Myc-BirA2-Vpr (MB2Vpr) au pourtour du
noyau cellulaire. Ceci suggéere que, malgré sa taille relativement plus petite, BirA2 entraine

également une relocalisation de Vpr dans le contexte de la fusion Myc-BirA2-Vpr.

Pour valider si la fusion Myc-BirA2-Vpr était capable ou non d’induire un arrét du cycle
cellulaire, nous avons transfecté des cellules HEK293T avec les plasmides encodant pour les
protéines HA-Vpr, BirAl-Flag-Vpr, Myc-BirA2-Vpr ou un vecteur vide et un plasmide encodant
pour GFP. A quarante-huit heures aprés la transfection, les cycles cellulaires des populations GFP+
ont été analysés. Comme présenté dans les Figures 2.2.2B et 2.2.2C, les cellules transfectées avec
les plasmides codant pour l'une des deux protéines de fusion BirAl-Flag-Vpr ou Myc-BirA2-Vpr
n’accumulaient pas en phase G2/M du cycle cellulaire comme le faisait celles transfectées avec le
plasmide codant pour HA-Vpr. Pris dans leur ensemble, ces résultats suggérent que la
relocalisation des protéines de fusion pourrait étre une des raisons sous-jacentes a la perte de

cette fonction de Vpr dans le contexte des fusions.
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Figure 2.2.2. Localisation différentielle des fusions BirA-Vpr par rapport a HA-Vpr

(A) Les cellules Hela ont été transfectées avec des plasmides codant pour HA-Vpr,
BirAl-Flag-Vpr (B1FVpr) ou Myc-BirA2-Vpr (MB2Vpr). Vingt-quatre heures apres la transfection,
les cellules ont été fixées, perméabilisées puis I'immunomarquage a été effectué a l'aide
d’anticorps reconnaissant les étiquettes HA, Flag ou Myc. Les noyaux cellulaires ont été
marqués a I'aide de DAPI. Les cellules ont été observées sous microscope confocal a I'aide d’un
objectif 63 x a immersion. (B, C) Les cellules HEK293T ont été transfectées avec 3 ug des plasmides
indiqués ou un vecteur vide et 1 ug de plasmide codant pour GFP. Quarante-huit heure aprés la
transfection, les cellules ont été manipulées comme décrit pour la Figure 2.2.1. Des analyses de
cycle cellulaire sont présentées en (B) et les résultats de deux expériences sont présentés en (C).

La barre centrale de chaque colonne représente la médiane.
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4.3. Forcer la localisation nucléaire des protéines de fusions ne restaure pas

I’activité de Vpr

Etant donné que les protéines de fusion BirAl-Flag-Vpr et Myc-BirA2-Vpr ne localise pas
au noyau cellulaire comme le fait HA-Vpr, nous avons décidé de forcer leur localisation nucléaire
en introduisant un signal de localisation NLS dans la fusion. Comme présenté dans la Figure 2.2.3A
et indiqué par un immunomarquage fait a I'aide d’'un anticorps reconnaissant I'étiquette HA, nous
avons observé que HA-NLS-BirA1-Vpr localisait au niveau du noyau cellulaire. Cependant, sa
localisation ne semblait pas aussi uniforme que celles observées pour HA-Vpr ou HA-NLS-BirAl et
la protéine semblait exclue de certaines régions du noyau. Dans le cas de HA-NLS-BirA2-Vpr et
contrairement a HA-NLS-BirA2, la protéine semblait toujours partiellement localisée au pourtour
du noyau, et ce malgré I'ajout du signal de localisation NLS (Figure 2.2.3A). Toutefois, ces résultats
suggerent que I'ajout du signal de localisation nucléaire permet de restaurer partiellement la

localisation des protéines de fusion au noyau cellulaire.

Nous avons donc par la suite évalué I'effet de I'ajout du signal de localisation NLS sur la
capacité de Vpr a médier un arrét du cycle cellulaire dans le contexte des fusions. Des cellules
HEK293T ont été transfectées avec les plasmides codants pour les protéines de fusion et controles
précédemment décrits. Les analyses des cycles cellulaires réveélent que les protéines de fusion
HA-NLS-BirA1l et HA-NLS-BirA2 n’étaient pas capables d’induire un arrét du cycle cellulaire en
phase G2/M comme le fait HA-Vpr (Figures 2.2.3B et 2.2.3C). Ceci suggére que malgré leur

localisation au niveau du noyau cellulaire, les fusions ne sont pas, ou que trés faiblement, actives.

4.4. La taille de BirAl est responsable de la perte d’activité de Vpr dans le

contexte de la fusion

Sachant que les protéines de fusion BirA-Vpr sont peu capables d’induire un arrét du cycle
cellulaire en G2/M, du moins en comparaison a HA-Vpr, et que forcer leur localisation nucléaire
ne restaure pas leurs capacités a induire un arrét de cycle; nous nous sommes demandé si la taille
de BirA ne pouvait pas étre un des facteurs expliquant la perte importante de fonction de Vpr
dans le contexte de la fusion. Pour réponse a cette question, nous avons comparé la capacité de

Vpr a médier un arrét du cycle cellulaire dans le contexte de sa fusion avec BirAl ou avec une
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Figure 2.2.3. L'introduction d’un signal NLS permet de relocaliser les protéines de fusion au

noyau mais ne restaure pas la capacité de celles-ci a médier un arrét du cycle cellulaire

(A) Les cellules HelLa ont été transfectées avec des plasmides codant pour les protéines
indiquées et traitées comme décrit a la Figure 2.2.2. Les cellules ont été observées sous
microscope confocal a I'aide d’un objectif 63 x a immersion. (B, C) Les cellules HEK293T ont été

transfectées avec 3 ug des plasmides indiqués ou un vecteur vide et 1 ug de plasmide codant
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pour GFP. Quarante-huit heure apres la transfection, les cellules ont été traitées comme décrit a
la Figure 2.2.1. Des analyses de cycle cellulaire sont présentées en (B) et les résultats de deux

expériences sont présentés en (C). La barre centrale de chaque colonne représente la médiane.
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étiquette d’environ 21 ka utilisée dans les approches d’AP-MS, appelée TAP (550, 740). En
comparaison a HA-Vpr, la fusion de I'étiquette TAP a Vpr réduisait d’environ 75% la proportion
de cellules transfectées se retrouvant en phase G2/M du cycle cellulaire (Figures 2.2.4A et 2.2.4B).
Cependant, la fusion TAP-Vpr était toujours capable de médier I'accumulation des cellules
transfectées en phase G2/M, = 190% comparativement au contrdle vecteur vide. Ces derniers
résultats sont en accord avec un article précédemment publié par le laboratoire (550). A niveau
d’expression semblable et par rapport a leur contréle respectif, la fusion BirAl-Flag-Vpr induisait
moins d’accumulation des cellules transfectées en G2/M que la fusion TAP-Vpr; = 140% pour
BirAl-Flag-Vpr contre = 190% pour TAP-Vpr (Figure 2.2.4). Pris ensemble, ces résultats
démontrent que la fusion d’une protéine d’une taille supérieure a 20 kDa en N-terminal de Vpr,
perturbe grandement sa capacité a médier un arrét du cycle cellulaire. lls suggerent également
gue la taille de BirAl est un facteur contribuant a la perte d’activité de Vpr dans le contexte de la

protéine de fusion.

4.5. Analyse de I'activité de la fusion BirAl-Flag-Vpr dans un contexte de

lignées stables inductibles

Etant donné les capacités résiduelles de la protéine de fusion BirA1-Flag-Vpr a induire un
arrét du cycle cellulaire, nous avons voulu mettre en place un systéme nous permettant
d’identifier les partenaires et cibles de Vpr dans le contexte de I'approche BiolD. Pour ce
faire, des cellules HEK293 Flp-In T-REx ont été transfectées avec les plasmides codant pour

Flag-NLS-BirA1l ou BirAl-Flag-Vpr et le plasmide pOG44 codant pour une Flp recombinase.

La Flp recombinase permet d’induire la recombinaison du site FRT présent sur le plasmide
d’intérét avec celui présent dans les cellules HEK293 Flp-In T-REx. Ces sites FRT sont composés de
deux séquences répétées et inversées de 13 paires de bases, séparées par une séquence de 8
paires de bases. Les séquences de 13 paires de bases serviront de motifs de liaison a la Flp
recombinase, qui viendra alors cliver les sites FRT aux extrémités de la séquence de 8 paires de
bases (741, 742). Ces clivages auront lieu a la fois sur le plasmide d’intérét et sur le plasmide

intégré de maniére stable dans les HEK293 Flp-In T-REx. Il y aura alors recombinaison entre les
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Figure 2.2.4. Comparaison de la fusion de deux protéines de taille différente sur I'activité de

Vpr

(A, B) Les cellules HEK293T ont été transfectées avec 3 pg de plasmide codant pour HA-
Vpr, TAP-Vpr, Flag-NLS-BirAl (FNB), BirAl-Flag-Vpr (BFVpr) ou un vecteur vide (EV) et 1 ug de
plasmide codant pour GFP puis traitées comme décrit a la Figure 2.2.1. Des analyses de cycle
cellulaire sont présentées en (A) et les résultats de deux expériences sont présentés en (B). La
barre centrale de chaque colonne représente la médiane. (C) Les niveaux d’expression de Vpr et
de Flag ont été validés par immunobuvardage de type Western sur les cellules HEK293T
transfectées en (A, B). La séparation centrale indique que des puits ont été enlevés pour des

raisons esthétiques, I'exposition est la méme pour les deux cotés.
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Figure 2.2.5. Production et caractérisation de lignées stables inductibles exprimant les

protéines de fusion

(A) Les lignées stables exprimant de maniére inductible Flag-NLS-BirA1 (FNB) ou
BirAl1-Flag-Vpr (BFVpr) ont été traitées avec 0.5 pg/mL de doxycycline pour les temps indiqués

afin de permettre I'expression des protéines d’intérét. Les cellules ont alors été récoltées afin
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d’analyser les niveaux d’expression des protéines d’intérét par immunobuvardage de type
Western en utilisant un anticorps reconnaissant I’étiquette Flag. La séparation centrale indique
que les puits proviennent de deux gels différents. (B, C) Une analyse du cycle cellulaire des cellules
utilisées en (A) a été effectuée tel que décrit a la Figure 2.2.1. Des analyses de cycle cellulaire sont
présentées en (B) et les résultats de deux ou trois expériences sont présentés en (C). La barre
centrale de chaque colonne représente la médiane * indique une différence statistiquement

significative (P < 0.05) déterminée par un test de Student.
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séquences de 13 paires de bases de I’ADN intégré clivé et celui du plasmide également clivé;

permettant I'intégration du plasmide d’intérét dans la cellule Flp-In T-REx (743).

Comme les plasmides d’intéréts contiennent des sites de répression transcriptionnel de type
TetO2 et que les cellules expriment le répresseur TetR, il faut traiter les lignées cellulaires stables
avec de la doxycycline afin de permettre I'expression des protéines d’intérét. Une fois les lignées
stables établies, les cellules ont été traitées avec 0.5 ug/mL de doxycycline pour 7, 10 et 24 heures
afin de valider I'expression des protéines d’intéréts par immunobuvardage de type Western.
Comme indiqué dans la Figure 2.2.5A, nous avons été capables de détecter un signal
correspondant a Flag-NLS-BirAl et a BirAl-Flag-Vpr a 7, 10 et 24 heures apres le début du
traitement. Nous avons par la suite validé la capacité de la fusion a médier un arrét de cycle
résiduel, et observé que BirAl-Flag-Vpr n’induisait pas d’accumulation significative (= 125% par
rapport a la condition non traitée) de cellules en G2/M 7 heures aprés le début de I'induction
(Figures 2.2.5B et 2.2.5C). Au contraire, a 10 et 24 heures apres le début de l'induction,
I'expression de BirAl-Flag-Vpr semble induire une modeste accumulation, = 150% et = 160%
respectivement, de cellules en phase G2/M (Figures 2.2.5B et 2.2.5C), en accord avec les résultats
obtenus en expression transitoire (Figures 2.2.1A et 2.2.1B). Ces résultats valident que les lignées
stables générées sont capables d’exprimer les protéines d’intérét lors d’un traitement avec de la
doxycycline et valident une fois de plus que la fusion BirAl-Flag-Vpr, bien que grandement

atténuée, est capable d‘induire un arrét du cycle cellulaire résiduel.

4.6. Les protéines de fusion sont capables de médier une biotinylation des

protéines cellulaires
Comme BirAl-Flag-Vpr n’induit pas de changement dans la proportion de cellules
en phase G2/M a 7 heures mais qu’une légére augmentation des cellules en G2/M a été observée
a 24 heures apres induction, nous avons postulé que la protéine Vpr de fusion pourrait étre a
proximité de partenaires/cibles de Vpr pouvant avoir une implication dans cette activité de Vpr
et qu’utiliser ces deux temps nous permettrait de comprendre les événements menant a activité
et possiblement a d’autres fonctions de Vpr. Nous avons donc analysé les patrons de biotinylation

des protéines de fusion a 7 et 24 heures aprés induction et en présence ou non de MG-132, un
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Figure 2.2.6. Les protéines de fusion sont capables d‘induire la biotinylation de protéines

cellulaires




(A, B) Les lignées HEK293 Flp-In T-REx exprimant de maniere inductible Flag-NLS-BirAl
(FNB) ou BirA1l-Flag-Vpr (BFVpr) ont été traitées avec 0.5 pg/mL de doxycycline et 50 uM de
biotine pendant 7 heures (A) ou 24 heures (B) afin de permettre I'expression des protéines
d’intérét et la visualisation de la biotinylation des protéines a proximité des fusions. Lorsque
indiqué, les cellules ont été traitées avec 10 uM (A) ou 1 uM (B) de MG-132 pour la durée de
I'induction. Apres induction et traitement, les cellules ont été récoltées afin d’analyser les niveaux
d’expression des protéines d’intérét et les niveaux de biotinylation des protéines cellulaires par
immunobuvardage de type Western en utilisant un anticorps reconnaissant I'étiquette Flag ou de
la streptavidine-HRP reconnaissant les protéines biotinylées. Les tétes de fleche indiquent les

formes autobiotinylées des protéines de fusion.
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inhibiteur du protéasome, un agent qui pourrait permettre la dégradation des cibles de Vpr.
Dans les conditions d’induction avec la doxycycline, il est possible de détecter a l'aide de
la streptavidine-HRP de nombreuses bandes correspondant a des protéines biotinylées
(Figure 2.2.6). Il est également possible de détecter des bandes intensément biotinylées
(indiquées par les tétes de fleches) qui correspondent aux bandes détectées avec un anticorps
reconnaissant I'étiquette Flag, indiquant qu’il s’agit fort probablement de formes autobiotinylées
des protéines de fusion. De maniére intéressante, I'intensité de ces formes autobiotinylées ainsi
que celle des profils de biotinylation sont augmentées lorsque les cellules sont traitées avec un
inhibiteur du protéasome, suggérant la dégradation d’une partie des protéines biotinylées et leur
stabilisation lors du traitement avec I'inhibiteur. Ces résultats valident que la protéine de fusion
est capable d’induire la biotinylation de protéines cellulaires, présumément a proximité de la

fusion.

5. Discussion du chapitre

Les approches de double-hybride et d’AP-MS ont été abondamment utilisées afin de
trouver de nouveaux partenaires ou de nouvelles cibles de Vpr pouvant expliquer
moléculairement ses activités. L'utilisation du double-hybride a par exemple permis
I'identification d’"UNG2 comme une nouvelle cible de Vpr (662), alors que les approches
d’AP-MS ont été utilisées largement afin d’établir I'interactome de Vpr ou pour identifier des
cibles et partenaires de Vpr, notamment les complexes DCAF1 et SLX4 (550, 552, 579, 640, 689).
Ces approches sont tres efficaces pour l'identification de partenaires interagissant stablement
avec la protéine d’intérét mais présentent cependant des limites dans l'identification de
partenaires interagissant avec la protéine d’intérét de maniére stable ou transitoire. Ces
partenaires restent donc actuellement majoritairement inconnus. Afin d’identifier ces
partenaires ou cibles de Vpr, nous avons décidé d’utiliser une approche de biotinylation de
partenaires de proximité, I'approche BiolD. En comparaison avec les techniques précédemment

citées, cette approche permet le marquage in cellulo des protéines a proximité de la protéine
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d’intérét et donc I'identification efficace des partenaires/cibles interagissant faiblement ou de

maniere transitoire avec la protéine d’intérét.

Pour ces raisons et étant donné que les clonages en C-terminal de Vpr induisent la perte
de ses activités (744), nous avons fusionné la biotine ligase BirAl en N-terminal de Vpr. Nous
avons montré que la fusion de BirAl a Vpr diminuait de I'ordre de 90% la capacité de Vpr d’induire
un arrét du cycle cellulaire. En plus de la diminution de I'activité de Vpr, nous avons également
noté un changement de localisation de la protéine de fusion. Au lieu d’étre essentiellement
nucléaire, la protéine de fusion semble localiser a la fois au niveau du cytoplasme et au niveau du
noyau. L'utilisation d’'une biotine ligase de seconde génération (BirA2), légérement plus petite
gue BirA1l, n’a pas permis de restaurer ni l’activité d’arrét de cycle associée a Vpr, ni la localisation
nucléaire de la protéine. Notons toutefois que les expériences de localisation des protéines de
fusion et d’analyse de I'induction d’un arrét du cycle cellulaire ont été conduites dans des lignées
cellulaires différentes, respectivement Hela et HEK293T. Il n’est donc pas possible d’établir un
lien de causalité entre les deux phénotypes. Cependant, il reste qu’une corrélation est observée
entre la mauvaise localisation des protéines de fusion dans le modéle cellulaire Hela et la perte

d’activité d’arrét du cycle cellulaire dans le modele cellulaire HEK293T.

De maniere intéressante, il ne semble pas que la relocalisation de la protéine de fusion
soit entierement responsable de la perte de fonction de la protéine car 1) une partie de la fusion
localise bel et bien au niveau du noyau; 2) I'ajout d’une séquence de localisation nucléaire NLS
augmente la localisation de la fusion au noyau mais ne restaure pas I'activité de la protéine. Etant
donné que la fusion avec I'étiquette TAP (= 21 kDa) réduit la capacité de Vpr d’induire un arrét du
cycle cellulaire, il semblerait que la taille de BirAl (= 32 kDa) soit au moins partiellement
responsable de la perte d’activité d’une petite protéine comme Vpr (96 acides aminées) dans le

contexte de la protéine de fusion.

Bien que fortement atténuée, il reste qu’une partie de la protéine de fusion localise
convenablement au niveau du noyau et est capable de causer une légere accumulation de cellules
en phase G2/M du cycle cellulaire. Ces résultats suggérent que la fusion n’inactive pas

complétement Vpr et laisse donc penser qu’il serait possible d’établir un réseau de partenaires
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de proximité avec cette protéine. Pour cette raison, nous avons généré des lignées cellulaires
stables HEK293 exprimant de maniére inductible les protéines de fusion et avons validé la
capacité de ces protéines a induire la biotinylation de protéines cellulaires dans ce systeme. Ce
systeme de fusion BirAl-Flag-Vpr a été utilisé par la suite pour générer un réseau d’interaction

de partenaires de proximité de Vpr; celui-ci sera présenté dans le prochain chapitre.

Depuis la génération du réseau d’interaction de partenaires de proximité de Vpr, une
nouvelle version de BiolD a vu le jour : le BiolD divisé ou split-BiolD (745). Dans cette approche,
BirAl a été séparée en deux domaines inactifs qui ont la capacité de reformer une enzyme active
quand ils sont a proximité I'un de I'autre. En perspective, il serait donc intéressant de fusionner
le premier domaine a la protéine d’intérét (Vpr dans notre cas) et le second domaine a un
partenaire connu de la protéine d’intérét (ici DCAF1). Ainsi, il y aurait formation d’une biotine
ligase active uniquement quand Vpr et DCAF1 formerait un complexe. Comme les protéines ne
seraient biotinylées que lors de la formation du complexe Vpr-DCAF1, cette approche permettrait
de gagner en spécificité. Elle permettrait également, potentiellement, d’améliorer I'activité
biologique de la protéine de fusion car il ne serait pas nécessaire de fusionner BirAl dans son

entiéreté mais uniguement un domaine de celle-ci, limitant ainsi la taille de la protéine fusionnée.
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Chapitre 3

Analyse des réseaux d’interactions de la protéine Vpr du
VIH-1 & identification de la protéine APC1 comme

une nouvelle cible de la protéine Vpr du VIH-1






1. Introduction spécifique

Une importante machinerie cellulaire est utilisée pour permettre a la cellule de suivre les
différentes étapes du cycle cellulaire afin de se diviser. Un des métronomes coordonnant la
transition d’une étape du cycle a I'autre est le complexe d’E3 ubiquitine ligase APC/C (746).
L'importance de ce complexe pour la régulation du cycle cellulaire sera abordée dans un

paragraphe suivant.

1.1. Structure et activation du complexe APC/C

Chez ’'homme, le complexe APC/C a une taille approximative de 1.5 MDa et est composé
de 14 protéines différentes et présentes en un seul ou plusieurs exemplaires au sein du complexe
(747, 748). Ces protéines sont réparties en trois sous-unités : la plateforme, la sous-unité
catalytique et la sous-unité de recrutement des substrats et des coactivateurs, voir la figure 3.1
(747-749). La plateforme est composée des protéines APC1l, APC4 et APC5; la sous-unité
catalytique des protéines APC2 et APC11; et la sous-unité de recrutement des substrats et
coactivateurs regroupe les protéines CDC27, CDC16, APC7, CDC23, APC10, CDC26, APC13, APC15
et APC16 (Tableau 3). Comme indiqué par leur nom, la sous-unité catalytique a pour réle de
catalyser la réaction de transfert de l'ubiquitine de la E2 ubiquitine ligase au substrat; alors que
la sous-unité de recrutement des substrats et des coactivateurs permet le recrutement spécifique
des coactivateurs et de leurs substrats. La plateforme quant a elle confere une stabilité au
complexe et permet le maintien des deux autres sous-unités ensemble; enlever une des

composantes de la plateforme déstructure le complexe et revient a l'inactiver (747, 749, 750).

Les protéines CDC27, CDC16 et CDC23 définissent une surface du complexe permettant le
recrutement des coactivateurs: CDH1 ou CDC20 (749, 751, 752). Ces deux coactivateurs
permettent la reconnaissance et l'interaction avec différents motifs conservés qui sont présents
a la surface de leurs substrats respectifs. Egalement appelés dégrons (753-755), ces motifs
reconnus a la fois par CDH1 et CDC20 sont : 1) les boites de destruction ou boites D (D-Box) ayant
pour séquence consensus RxxLxx[ILV] (756, 757); 2) le domaine KEN composé des résidues lysine-

acide glutamique-asparagine (758); et 3) le motif ABBA ayant pour séquence consensus
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Figure 3.1. Structure du complexe APC/C en complexe avec CDH1 et EMI1

Représentation de la structure atomique du complexe APC/CPHI-EMIL vy de face (A) ou de
dos (B). Cette structure a été déterminée par cryo-microscopie électronique et provient de (749),

avec licence du journal autorisant la publication dans le cadre de cette thése.
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Tableau 3. Liste des sous-unités et des coactivateurs du complexe APC/C chez ’humain

Protéine Autre nom Fonction et propriété
Réle structurel avec APC4 et APC5; fait le lien
APC1 TSG24; ANAPC1 entre la sous-unité enzymatique et celle de
recrutement des substrats et des coactivateurs
APC2 KIAA1406; ANAPC2 Fonction catalytique (transfert de I'ubiquitine)
cDC27 5 Oslpf;(;é'\t')qsgg; o Recrute les coactivateurs CDH1 et CDC20
APC4 ANAPC4 Réle structurel avec APC1 et APC5
APC5 ANAPC5 Réle structurel avec APC1 et APC4
CDC16 APC6; ANAPC6 Aide au recrutement des coactivateurs
APC7 ANAPC7 Inconnue
cbc23 APC8 Recrute le coactivateur CDC20
APC10 ANAPC10 Reconnaissance des substrats grace aux dégrons
APC11 HSPC214; ANAPC11 Recrute la E2 ligase
CDC26 ANAPC12, COORF17 Stabilise APC6
APC13 SWM1; ANAPC13 Stabilise APC8
APC15 ClloiFl\?i;EisPCOZO; Inconnue
APC16 ClOoerNO:I;((:ZEGN P-27; Inconnue
CDC20 p55¢PC Régulateur mitotique
CDH1 FZR;A—I:E;;YR; Régulateur en fin de mitose et en phase GO/G1

* Tableau reproduit et modifié basé sur une table provenant de (748).
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[FILV]X[ILMVP][FHY]x[DE] (759-761). Une liste non-exhaustive des substrats et partenaires
d’APC/C est présentée dans le Tableau 4.

Afin de cibler spécifiquement ces différents substrats, I'activité d’APC/C doit étre
méticuleusement contrélée, notamment par I'état de phosphorylation du complexe et des
coactivateurs. Par exemple, durant la mitose les deux coactivateurs d’APC/C seront phosphorylés,
étant donné que la phosphorylation de CDH1 prévient son interaction avec APC/C et qu’a I'inverse
la phosphorylation de CDC20 promeut son interaction avec le complexe; celui-ci sera alors sous
la forme APC/CPC20 (762, 763). En sortie de mitose, CDH1 sera déphosphorylé et formera alors
un complexe actif avec APC/C (763). Les états d’activation des complexes APC/C*P20 et APC/CPHL
sont donc maximaux respectivement en mitose et en phase GO/G1. Le complexe APC/CtP20
permettra a la cellule d’orchestrer la mise en place des outils permettant la séparation des
chromatides alors que le complexe APC/CP"! permettra la séparation des chromatides et
régulera I’environnement cellulaire afin d’éviter a la cellule d’entrer prématurément en phase de
synthése d’ADN. Notons que I'activité d’APC/C est également régulée par le complexe du point
de contréle mitotique (MCC) et la protéine EMI1 qui inhibent le recrutement des substrats

par APC/C (764, 765).

1.2. Régulation du cycle cellulaire par le complexe APC/C

Le complexe APC/C ainsi que le complexe SCF (composé de SKP1-Cull-[protéine contenant
une boite F]) sont les deux complexes d’E3 ubiquitine ligase qui orchestrent et coordonnent les
cascades d’événements nécessaires a la réplication cellulaire (Figure 3.2). Notons que ces
complexes sont capables de se réguler I'un et I'autre; contrélant ainsi les niveaux de substrats du

complexe ciblé.

C’est le complexe APC/CPH! qui contrdlera la cellule durant la phase GO/G1, il évitera alors
que la cellule n’entre dans la phase de synthése de I’ADN alors qu’elle n’y est pas préte (748, 752).
Afin de prévenir 'entrée de la cellule en phase S, le complexe APC/CPH! dégradera notamment
les protéines CDC6 et CDT1 qui forme un complexe au niveau des origines de réplication et qui

sont essentielles au démarrage de la réplication de ’ADN (766, 767). APC/CPH! induira également
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Tableau 4. Liste non-exhaustive des cibles et partenaires connus du complexe APC/C

Protéine | Coactivateur Fonction Référence
Aniline CDH1 Coordonne la cytodiérese (768)
Aurora A CDH1 Coordonne la maturation et séparation (769)
des centrosomes
Coordonne I'assemblage des fuseaux
Aurora B CDH1 mitotiques, I'alignement et la séparation (770)
des chromosomes
Régulateur de I'assemblage des fuseaux
BARD1 CDC20; CDH1 | mitotiques. Fonction dans les réponses (771)
aux dommages a I’ADN (?)
BIM CDC20 Prévient I'apoptose (772)
Promeut la formation du complexe MCC
BUB1 CDH1 régulant le point de controle (759, 773)
mitotique (SAC)
C te du MCC; inhibe | I
BUBR1 CDC20 omposante ”AP c /C'C'DT;Z; © e compiexe (764, 774)
Forme un complexe avec APC/C afin
de trans-activer certains genes
CBP/P300 n/a (incluant P21, E2F) et de réguler (775)
transcriptionnellement la transition entre
les différentes phases
Coopére avec CDT1 pour initier le
CDC6 CDH1 , T 767
démarrage de la réplication de ’ADN (767)
D& s . S 'AD
cDC7 CDH1 égradé a la suite (Iie ‘dorr.mmage ? I’ADN (776)
pour arréter la réplication de ’ADN
CDC20 CDH1 Inactive le complexe APC/CPc20 (754, 758, 774)
CDC25
CDH1 Régule la progression du cycle cellulaire (777-779)
(A/B/C)
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Coopére avec CDC6 pour initier le

CDT1 CDH1 , e 766
démarrage de la réplication de ’ADN (766)
CENPF CDC20 Controle la formation des kinétochores (780)
CKAP2 CDH1 Maintien de I'intégrité des microtubules (781)
Inactive le complexe SCF3KP2-CST (yoir
KS1 DH1 . , 782
CKS ¢ SKP2); prévient I'entrée en phase S (782)
Active CHK1 et arréte les cellules en G2
laspi DH1 . 783, 784
Claspine ¢ lors de dommages a I’ADN (783, 784)
CUEDC2 | CDC20; CDH1 Inhibiteur des complexes APC/C (785, 786)
Cycline A | CDC20; CDH1 Controle la transition S — G2 (787, 788)
Cycline B | CDC20; CDH1 Controle la transition G2 — M (789)
F ipti Ole |
E2F1 CDC20; CDH1 acteur de tran.s'crlptlon, contréle la (790-792)
transition G1-S
Facteur de transcription, contréle la
E2F3 CDH1 sortie du cycle cellulaire et la (793)
différenciation neuronale
Régulation épigénétique; incluant les
EHMT1/2 DH1 794
/ ¢ génes codant pour IL-6 et IL-8 (794)
EMIL CDC20; CDH1 Inhibiteur des complexes APC/C (765, 792, 795, 796)
(pseudo-substrat)
Impliqué dans la sortie de la mitose.
FAN1 CDH1 Fonction dans les réponses aux (797)
dommages a I’ADN (?)
H FBXWS. A4
EBXWS CDH1 (?) Inactive Ig complexe SCF ; régule la (798)
duplication des centrosomes
Dégradé en sortie de mitose pour réguler
FoxM1 CDH1 transcriptionnellement les régulateurs de (799)

la mitose (?)
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Geminine CDH1 Prévient la réplication de 'ADN (800)
Régule la sé i h i
HEC1 CDH1 égule la separat}on des'c romatides et (801)
la sortie de mitose
1d1 CDC20 Régulateur tra.nscriptionnel imp.ortant (802)
pour la croissance des dendrites
1d2 CDH1 Régulateur trarTscriptionneI important (803)
pour la croissance des axones
KIF11 CDH1 Permet le regroupeme,nt.des (804)
centrosomes surnumeéraires
KIF18A CDC20 Régule I'alighement des chromosomes (805)
KIE22 CDH1 Régule I'alignement des chror'nos.omes et (806)
la longueur des fuseaux mitotiques
Régule I I f
KIEC1 CDH1 égule asse.mb'age des fuseaux (807)
mitotiques
. ion initie I | ,
MCL-1 CDC20 Sa degradatu\nn initie apoptqse ors d’un (808)
probléme lors de la mitose
Régule la condensation des
NEK2A CDC20 chromosomes et la formation de fuseaux (809, 810)
mitotiques
NINP CDC20; CDH1 Régule la maturation des centrosomes (811)
; NIPA. i -
NIPA CDH1 Inactive le corppllexe S(;F ; implication (812)
a déterminer
NUSAP CDC20; CDH1 Régule la dy.namlque des mlcrfatu!oules et (771, 813)
la formation des fuseaux mitotiques
P21 CDC20 Inhibe I'activité des CDKs (814, 815)
PFKFB3 CDH1 Régulation négative de la glycolyse (816)

103




Prévient I’entrée en mitose lors de

essentielle a I'activation des complexes

PLK1 CDH1 dommages a I’ADN. Régule aussi la sortie (783, 817)
de mitose
Rad17 CDH1 Mécanisme de réponse aux dommages a (818)
I’ADN; voir Claspine
RRM2 CDH1 Régule les niveaux de dNTPs (819, 820)
Sécurine | CDC20; CDH1 Regulateur de la separation des (755, 821-823)
chromatides
Régulateur de la séparation des
Sgol CDHI chromatides (?) (824)
H SKP2 H .
SKP2 CDH1 Inactive le complgxe SCF>*"2 (voir CKS1); (782, 825)
permet le maintien de la cellule en G1
TK1 CDH1 Régule les niveaux de dTTP (826, 827)
TMPK CDC20; CDH1 Régule les niveaux de dTTP (828)
Composante du complexe d’histone
TRRAP CDC20; CDH1 acétylase NuA4. Régule la con,d.ensatlon (829)
des chromosomes et la cohésion des
chromatides
UbcH10 | CDC20; CDH1 E2 ubiquitine ligase recrutée par APC/C; (830, 831)

n/a : non applicable

* Tableau reproduit et modifié. Basé sur une table provenant de (832) et généré avec |'aide

de slim.icr.ac.uk/apc/

104




Aurora A/B

CyclineAlB  cpca2s

APCI/C

Sécurine Geminine
PLK1

EMI1
WEE1

P21
CDT1

G2

ORC1
cocas NS
Cyline E/D

SCF

G0/G1 S/G2 M M/G0/G1

Figure 3.2. Régulation du cycle cellulaire par les complexes APC/C et SCF

(A) APC/C et SCF régulent les différentes phases du cycle cellulaire et leur transition. APC/C
induit la dégradation de ses substrats pendant les phases GO/G1 et M, alors que SCF sera
fonctionnel a partir de la fin de la phase G1 jusqu’au début de la phase M. Les cibles ne sont pas
nécessairement placées en fonction de I'ordre de dégradation. (B) Représentation simplifiée des
mécanismes de régulation ayant lieu entre les complexes APC/C et SCF. Voir le texte pour plus de
détails. P: phosphorylation; Ub: ubiquitinylation; Deg: dégradation. Figure reproduite,

modifiée et basée sur une illustration provenant de (833).
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la dégradation de SKP2, une composante du complexe SCF*?, inactivant ainsi ce complexe

essentiel dés la fin de la mitose (782, 825).

En fin de phase G1, le complexe CDK2/Cycline E induira progressivement la
phosphorylation de CDH1, menant a l'inactivation progressive du complexe APC/CPH! et 3
I’augmentation des niveaux de SKP2 (763, 834-836). Le complexe SCF*"? induira la dégradation
des régulateurs du cycle cellulaire, notamment P27 et P21, pour activer pleinement les complexes
CDK/Cycline ainsi que pour augmenter les niveaux de dNTPs qui sont nécessaires a la synthése
d’ADN (837-841). En plus de la phosphorylation de CDH1, le facteur de transcription E2F1
augmentera |'expression du pseudo-substrat EMI1 qui inhibera davantage ['activité
d’APC/C (765, 792, 795). Le complexe APC/CPH! étant alors inactif, les niveaux de CDC6/CDT1
ainsi que ceux des dNTPs augmenteront et permettront l'initiation de la réplication de I'ADN.

C'est I’entrée en phase de synthése.

En fin de phase G2, il y aura une augmentation des niveaux de CDK1/Cycline B; un
complexe important dans la transition de la phase G2 a la mitose. Ce complexe phosphorylera
EMI1, permettant ainsi au complexe SCFET® d’induire sa dégradation. Conséquemment, le
complexe APC/C®PC2° ne sera plus inhibé par EMI1 (796, 842, 843). Cependant, APC/CP?0 ne sera
pas complétement activé tant que les microtubules ne seront pas convenablement ancrés aux
kinétochores; cette inhibition d’APC/CP20 est effectuée par le complexe MCC composé de
BUBR1, BUB3 et MAD2 (764, 774). Ce complexe MCC recrute CDC20 et inhibe APC/CPc20
fonctionnellement, notamment en agissant en tant que pseudo-substrat (844-846). Une fois les
microtubules convenablement ancrés aux kinétochores, le complexe MCC se désassemblera et
lévera I'inhibition du complexe APC/C®P¢?°, Ce dernier étant alors actif, il induira la dégradation
de la Cycline B mais aussi de la Sécurine; une protéine ayant pour but de maintenir les
kinétochores ensembles et ainsi de prévenir la séparation des chromosomes (755, 821, 822, 847).
La dégradation de Cycline B causant une perte de fonction de CDK1, CDH1 sera de nouveau
progressivement actif et reformera un complexe APC/C®PH! fonctionnel (835). Ce complexe
prendra le relais de APC/CP¢?°, hotamment en dégradant CDC20, et permettra de terminer la

mitose puis de garder la cellule en phase GO/G1.
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1.3. Autres fonctions du complexe APC/C

La recherche s’est longtemps focalisée sur le réle d’APC/C dans la régulation du cycle
cellulaire, mais étant donné les protéines que ce complexe cible, de nouvelles activités d’APC/C
émergent depuis quelques années. Ce complexe a notamment été associé aux voies de réponses
aux dommages a I’ADN et pourrait orienter le choix de la réponse qui sera enclenchée (783, 785,
794, 848). Lors d’une cassure double brin de ’ADN deux mécanismes de réparation principaux
peuvent étre mis en place : la réparation non-homologue (NHEJ) en GO/G1 et la recombinaison
homologue (HR) en S/G2 (641, 849). Le choix de la voie utilisée sera notamment déterminé par
les axes 53BP1-RIF1 et BRCA1-CtIP menant respectivement a la NHEJ et a la HR (850). Il a été
démontré que I'activation de la kinase CHK1 permettait le recrutement du complexe APC/CPH?
aux sites de dommages afin de médier la dégradation d’USP1 et de favoriser la réparation par HR
durant les phases S/G2 (851, 852). Aussi, APC/CPH est également connu pour médier la
dégradation de CtIP, une composante essentielle a la résection nécessaire a la réparation par HR,
suggérant qu’APC/CPH! pourrait favoriser la NHEJ en GO/G1 (850, 853, 854). Notons enfin que le
complexe APC/C semble réguler et étre régulé par 53BP1, un déterminant de la NHEJ (855). Les
mécanismes d’action d’APC/C sur les voies de réparation restent néanmoins mal compris pour

I’heure.

APC/C est également capable de moduler la qualité et les niveaux des dNTPs, notamment
en médiant la dégradation de TMPK, TK1 et RRM2 (819, 820, 826-828, 856). RRM2 est une
sous-unité de la ribonucléotide réductase (RNR), une enzyme essentielle a la synthése des dNTPs
et dont le niveau d’expression correle a la quantité de dNTPs produits dans la cellule (857). Notons
gue, bien que les expériences réalisées sur RRM2 aient été conduites dans des modéles murins,
le domaine KEN reconnu par CDH1 pour induire la dégradation de RRM2 est conservé chez
I"humain (819, 820). TK1 et TMPK quant a elles sont deux enzymes subséquemment impliquées
dans la synthése de dTTP (856). La dégradation de ces trois protéines par le complexe APC/C*PH!
permet I'abaissement puis le maintien des niveaux faibles de dNTPs et particulierement de dTTP
pendant les phases de mitose et GO/G1 (828, 856). Egalement, le complexe APC/CP2 est connu
pour médier la dégradation de la protéine P21 (814), une protéine bien connue pour inhiber la

réplication du VIH-1 dans les cellules en arrét de division, comme les macrophages, en diminuant
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les niveaux de dNTPs (707, 858). En effet, P21 agit au niveau transcriptionnel via E2F1 pour
diminuer I'expression de TMPK, TK1 et RRM2 (858-860) et active un facteur de restriction
SAMHD1 (707). Notons finalement que les niveaux de TMPK sont également sous le contréle

direct du complexe APC/CP¢20 (828).

En plus des activités d’APC/C par rapport a la régulation des niveaux de dNTPs et des
dommages a ’ADN; ce complexe a été impliqué dans la modulation de facteurs transcriptionnels
et épigénétiques (791, 794, 829, 861, 862), mais aussi dans la différenciation cellulaire ainsi que

la croissance des axones et des dendrites des cellules neuronales (802, 803, 863).

Enfin, notons que ces différentes fonctions d’APC/C ne sont pas isolées les unes des autres,
mais le plus souvent reliées. On peut penser, par exemple, que le complexe APC/C®"! induit la
dégradation de TK1, TMPK1, RRM2 pour diminuer les niveaux de dNTPs et en méme temps induit
la dégradation de CDC6 et CDT1 pour prévenir une entrée prémature de la cellule en phase S.
Egalement et comme mentionné précédemment, le complexe APC/CPH! peut étre activé dans
des phases du cycle cellulaire ou il est normalement inactif, notamment dans des conditions de
dommage a I’ADN en phase S afin d’orienter les voies de réparation mais aussi présumément pour
bloguer la synthése en diminuant les niveau de dNTPs (864). Le but d’APC/C semble ultimement

de réguler le cycle cellulaire et de maintenir I'intégrité du génome cellulaire.

1.4. Manipulation du complexe APC/C par les virus

Afin de se répliquer davantage, certains virus ont adaptés des protéines virales dans
I'optique de manipuler le(s) complexe(s) APC/C et ainsi contréler 'avancement des phases du
cycle cellulaire, ou méme de l'arréter, lors de l'infection (Tableau 5). Ces virus seront
conséquemment capables de manipuler I'environnement cellulaire afin de présumément
soutenir la réplication et/ou la pathogénése virale (865, 866). Dans les prochains paragraphes, je
présenterais certains mécanismes mis en place par les virus afin de manipuler le complexe APC/C

et leurs conséquences.
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Tableau 5. Manipulation du complexe APC/C par des protéines virales

APC/C

Virus Protéine Mécanisme d’action et conséquence Référence
Interagit avec CBP/P300 et inhibe son
E1A recrutement par APC/C; promeut I'entrée (775)
en phase S
Adénovirus
Inhibe I'activité de PP2A induisant
E4orfa I’activation prémature d’APC/CP¢20; (867-869)
cause un arrét en G2/M
Apoptine Interagit avec APC1 et relocalise APC/C
CAV FZVIF;EB) dans les corps PML ou le complexe est (870, 871)
déstructuré; bloque les cellules en G2/M
Lie BubR1 et active prématurément
X APC/CPC20: induit de I'instabilité
HBV (HBx) génomique et des anomalies (872-874)
chromosomiques. Diminue I’expression
de CDH1 et facilite I'entrée en phase S
Induit la dégradation d’APC4, APC5 et
UL21a APC1; déstructure les complexes APC/C (875-877)
et affecte leurs activités
HCMV
Possede une activité kinase et
uL97 phosphoryle CDH1; inhibe I'activité du (875, 878)
complexe APC/CcPH!
Interagit avec CDH1 et CDC20, prévenant
E2 I’activation des complexes APC/C et (879, 880)
arréte les cellules en G2/M
Augmentent les niveaux de CDC20 et de
HPV UbcH10 menant a une activation
E6/E7 , . R . 881
/ prématurée d’APC/C et a une sortie de (881)
mitose précoce
ilise EMIL: inhi
£7 Stabilise EMI1; inhibe les complexes (882)
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Lie CDC20 et CDH1. Mécanismes et

HTLV-1 Tax , . . (883-886)
conséquences incertains
Compétitionne avec APC11 en liant APC2
ORFV PACR et forme un complexe PACR-APC/C, (887, 888)

induisant une perte d’activité d’APC/C

* Tableau reproduit et modifié. Basé sur une table provenant de (832)
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1.4.1. Adénovirus
Les adénovirus sont des virus ayant une organisation génomique sous la forme d’un double brin
d’ADN linéaire, d’une longueur classiquement comprise entre 30 et 36 kb, codant pour une
trentaine de protéines (889). Les deux protéines précoces E1A et Edorf4 sont capables de

manipuler APC/C de diverses facons.

E1A est une protéine qui transactive les promoteurs viraux et cellulaires (890-892) et qui
est également capable de transformer les cellules (893-895). Pour se faire, E1A interagit avec
CBP/P300, un complexe de lysine acétyltransférase qui agit comme coactivateur transcriptionnel
(896-898). Mais physiologiquement CBP/P300 est notamment retrouvé sous forme d’un
complexe CBP/P300-APC/C permettant la transactivation de certains génes cellulaires comme
P21 et E2F (775). E1A compétitionne donc avec APC/C pour lier CBP/P300 et inhibe par
conséquence la capacité d’APC/C a transactiver certains génes cellulaires, a maintenir la cellule
en G1 et force I’entrée de la cellule en phase S (775, 899, 900). Cette activité de compétition avec

APC/C est essentielle a I'activité de transformation cellulaire de la protéine E1A (775).

E4orf4 est une protéine bien connue des adénovirus qui a la capacité de médier un arrét
du cycle cellulaire en G2/M (869, 901). Cette activité médiée par E4orf4 a été reliée a la formation
d’'un complexe avec la sous-unité régulatrice B55 de PP2A. Ce faisant, Edorf4 induit Ila
phosphorylation de CDC20 et de CDH1, menant respectivement a I'activation prématurée

d’APC/C P20 et 3 I'inhibition d’APC/CtPH! (867-869, 902-904).

1.4.2. Virus de 'anémie du poulet

Le virus de I'anémie du poulet (CAV) est un petit virus de la famille des Circoviridae.
possede un simple brin d’ADN circulaire a polarité négative comme génome. Celui-ci est d’'une
taille de 2,3 kb et encode pour uniquement trois protéines virales (905, 906). Son nom vient du
fait qu’il cause une anémie accompagnée d’'une immunosuppression chez le poulet en causant
I'apoptose des hématies et des cellules épithéliales thymiques corticales (907, 908). La protéine
VP3 de CAV, également connue sous le nom d’Apoptine, peut induire I'apoptose des cellules T
lymphoblastoides et des cellules myéloides (906). Cette protéine est également capable d’induire

un arrét du cycle cellulaire en G2/M puis I'apoptose, indépendamment de P53, quand elle est
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exprimée dans des cellules transformées humaines (870, 909, 910). La capacité de la protéine
Apoptine d’induire un arrét du cycle cellulaire en G2/M puis I'apoptose, a été reliée a sa capacité
de lier APC1 et de relocaliser le complexe APC/C dans les corps PML. Ces événements ménent a
la dissociation du complexe APC/C et donc a son inactivation (870, 871). Notons qu’une protéine
homologue a la protéine Apoptine encodée par le CAV a été retrouvée chez le Gyrovirus humain
(HGyV). Cette protéine, Apoptine du HGyV, est également capable d’induire un arrét du cycle
cellulaire en G2/M et I'apoptose quand elle est exprimée dans des cellules transformées (911,
912). Bien qu’il n’y ait pas de preuve d’interaction entre Apoptine du HGyV et APC/C; nous
pouvons penser que le mécanisme d’action de cette protéine virale est proche, sinon identique,

a Apoptine du CAV (911, 912).

1.4.3. Virus de I’hépatite B

Le virus de I'hépatite B (HBV) est un virus de la famille des Hepadnaviridae. Son génome
est constitué d’un ADN partiellement double brin circulaire d’une taille approximative de 3.2 kb
(913). HBV encode la protéine X, également appelée HBx, afin de manipuler APC/C. HBx
compétitionne avec CDC20 pour le site de liaison présent sur BUBR1. Se faisant, HBx diminue
I'activité inhibitrice du complexe MCC ce qui mene a l'activation prématurée du complexe
APC/CP20 3 une entrée prématurée en mitose et a des anomalies chromosomiques (872, 874).
Enfin, HBx diminue les niveaux de CDH1 par un mécanisme encore non élucidé et stabilise ses
substrats, notamment CDC6, induisant une entrée en phase de S de la cellule (873). Notons que
de maniere intéressante, le recrutement du complexe Cul4-DDB1 par HBx a été associée a sa
capacité de médier la dégradation de protéines cellulaires (914-918). Cul4-DDB1 sont deux

composantes du complexe DCAF1 recruté par Vpr.

1.4.4. Cytomégalovirus humain
Le cytomégalovirus humain (HCMV) est un herpeésvirus (famille des Herpesviridae) a ADN
double brin linéaire ayant une taille d’environ 230 kb (919). Ce virus utilise une grande variété de
mécanismes (e.g. transcriptionnel, post-transcriptionnel, traductionnel, post-traductionnel) afin
d’induire un arrét du cycle cellulaire dans une pseudo-phase G1 afin de se répliquer

convenablement (920-925). HCMV utilise également deux protéines virales, UL21a et UL97, afin
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de manipuler le complexe APC/C. UL21a est capable d’induire la dégradation protéasomale des
composantes de la plateforme d’APC/C (incluant APC1, APC4 et APC5) et ainsi de déstructurer le
complexe (875-877). La kinase virale UL97 quant a elle, induit I’hyperphosphorylation de CDH1 et
inhibe du méme fait I'activation du complexe APC/C*PH (875, 878, 926, 927). L'importance de ces
deux protéines virales dans I'arrét de cycle en pseudo-G1 par HCMV reste a étre clarifiée (925).
Cependant, il semblerait qu’ensemble les activités de UL21a et de UL97 sur le complexe APC/C
contribue a augmenter la réplication virale et que des virus déficients pour UL21a et UL97 se
répliquent davantage dans un contexte de déplétion de certaines sous-unités du complexe par

des approches de siRNA (866, 876).

Il semblerait que deux autres herpésvirus pourraient manipuler APC/C. En effet, il a été
proposé que la protéine kinase virale BGLF4 du virus d’Epstein-Barr (EBV) induise une
augmentation des substrats d’APC/C, le mécanisme d’action éventuel n’a pas été identifié et
I'observation est principalement basée sur des résultats de SILAC (928). Il semblerait également
que la protéine K10 du KSHV interagisse avec plusieurs protéines du complexe APC/C mais ces
résultats obtenus par AP-MS n’ont pas été validés et le mécanisme d’action reste donc incertain
(929). Toutefois, un article trés récemment publié semble indiquer que KSHV pourrait se répliquer
indépendamment de I'activité d’APC/C (930), par conséquence, il reste a déterminer si KSHV

manipule APC/C et les conséquences de cette manipulation éventuelle.

1.4.5. Papillomavirus humain

Le papillomavirus humain (HPV) est un virus appartenant a la famille des Papillomaviridae.
Son génome est composé d’un ADN circulaire a double brin ayant une taille comprise entre 6 et
8 kb (931). Ce virus a la particularité de répliquer son ADN lorsque les cellules infectées se trouve
en phase G2 du cycle cellulaire (932). HPV n’utilise pas moins de trois protéines virales afin de
manipuler APC/C : E2,E6 et E7. E2 lie CDH1 et le relocalise dans des structures insolubles, inhibant
par conséquence la formation du complexe APC/CPH! (879). E2 inhibe également I'activation du
complexe APC/C®P20 en formant un complexe MCC-CDC20-E2 qui ne pourra pas étre activé,
prévenant donc I'activation du complexe APC/CP2° (880). En surexpression, cette protéine est
rapportée pour induire un arrét du cycle cellulaire en G2/M (879, 880, 933). A I'inverse de E2, les

protéines virales E6 et E7 permettent la sortie de mitose (881). Ces protéines induisent une
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augmentation des niveaux de CDC20 et de UbcH10 qui méne a lactivation d’APC/CtP¢20
indépendamment de l'activité du MCC, d’ou la sortie de mitose (881). De maniere contre-
intuitive, E7 semble également stabiliser les niveaux de EMI1 et ainsi inhiber I'activité d’APC/C
(882). L'importance d’E7 dans les mécanismes d’activations et d’inhibition d’APC/C doit
cependant étre analysée davantage; il se pourrait que E7 inhibe APC/C dans des conditions

particulieres notamment pour induire une rereplication de I’ADN (934).

1.4.6. Virus T-lymphotropique humain 1

Tous comme le VIH, le virus T-lymphotropique humain 1 (HLTV-1) fait partie de la famille
des Retroviridae. Son génome est composé d’'un ARN simple brin linéaire (= 9 kb) qui doit étre
rétrotranscrit en ADN double brin avant d’étre intégré (935). Sa protéine virale Tax, qui est la
protéine transactivatrice du virus, induirait un arrét du cycle cellulaire en phase G1, une activité
qui a été reliée par I'analyse de mutants de Tax a I'activation des complexes APC/C (884, 886). En
fait, il semblerait que Tax interagisse directement avec CDH1 et CDC20 pour activer
prématurément les complexes APC/C (883). Le mécanisme d’action reste mal compris. Notons
enfin que la capacité de Tax a induire un arrét en G1 est discutable car, pour certains groupes,

Tax induirait plutét une accélération afin de sortir de la phase G1 (936, 937).

1.4.7. Virus ORF
Le virus ORF (ORFV) est un virus de la famille des Poxviridae. Son génome est composé
d’un ADN double brin linéaire d’environ 140 kb et contenant = 130 genes (938). Ce virus encode
la protéine PACR, une protéine homologue a APC11 et avec laquelle PACR compétitionne pour
lier APC2 au sein du complexe APC/C (887, 888). La formation du complexe PACR-APC/C a été
associée a la perte d’activité d’APC/C car PACR ne possede pas d’activité E3 ubiquitine ligase a
I'inverse d’APC11. Dans un contexte de surexpression de PACR, un arrét du cycle cellulaire en

G2/M a été observé (887). Egalement, durant I'infection PACR favorise la réplication virale (887).

1.4.8. Pourquoi les virus ciblent-ils APC/C ?
Comme abordé dans les précédents paragraphes, différents virus sont capables de cibler
le complexe APC/C durant I'infection. Des virus comme I’adénovirus, HCMV ou encore HPV ont

évolués afin d’utiliser plusieurs de leurs protéines virales respectives afin de cibler ce complexe
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par diverses approches. Pourquoi consacrer autant de moyens a moduler ce complexe et quelles

en sont les conséquences? Les raisons sont trés variables d’un virus a l'autre.

Certains virus (i.e. adénovirus, HBV, HCMV, HPV) semblent cibler le complexe APC/C par
exemple dans le but de prévenir la reformation de I'enveloppe nucléaire durant la mitose et ainsi
accéder au noyau cellulaire ou ils se répliquent; ou plus généralement pour maintenir la cellule
dans une phase du cycle qui leur convient afin de pouvoir se répliquer (866, 924, 925, 932, 939,
940). Dans le cas de I'adénovirus et de HPV, il se pourrait que ces virus manipulent APC/C dans le

but d’induire une transformation des cellules infectées (775, 880, 883).

Dans le cas de HCMV, il se pourrait que le virus inhibe le complexe APC/C afin d’augmenter
les niveaux de dNTPs et de faciliter ainsi sa réplication. En effet, trois enzymes des voies de
synthése des dNTPs sont retrouvées parmi les substrats d’APC/C, soit : TK1, TMPK et RRM2. De
maniere intéressante, HCMV n’encode pas de thymidine kinase mais induit une hausse des
niveaux et de I'activité de la thymidine kinase lors de I'infection (941-943). Egalement, il a été
démontré que ce virus utilisait UL97 afin de médier la phosphorylation donc inactiver SAMHD1,
par un mécanisme dépendant des CDKs, et ainsi de prévenir le clivage des dNTPs (944). Il se

pourrait donc que HCMV utilise deux mécanismes distincts pour moduler les niveaux de dNTPs.

Dans le cas du CAV qui n’encode que trois protéines virales, la protéine Apoptine a été
sélectionnée pour cibler le complexe APC/C (870, 905). Il a été proposé que la production de I’ADN
virale induisait une réponse aux dommages a I’ADN par la cellule, une condition propice a la
relocalisation d’Apoptine au noyau cellulaire puis a I'induction d’'un arrét en G2/M menant a
I'apoptose. Ce mécanisme semble dépendre d’APC/C et pourrait favoriser la réplication

virale (945).

Notons que tous les virus ciblant le complexe APC/C sont des virus a ADN ou ont une étape
de leur cycle de réplication durant laquelle leur génome est sous forme d’ADN (dans le cas de
HLTV-1). Il se pourrait donc aussi que ces virus ciblent le complexe APC/C dans le but de limiter
ou d’orienter la réponse aux dommages a I’ADN et ainsi de forcer la cellule a poursuivre son cycle
de division ou promouvoir certaines voies de réparation au détriment d’autres (854, 855, 946,

947).
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Notons enfin qu’il a été rapporté dans la littérature des cas de protéines virales dégradées
ou potentiellement dégradées par APC/C. C'est notamment le cas de la protéine E1 du
papillomavirus bovin qui posséde un domaine KEN ainsi qu’une boite D et qui est dégradée par
APC/C. Notons que ces expériences ont été conduites dans des cellules d’origine humaine ou de
xénope (948). Dans le cas du HCMV, la protéine UL97 posséde deux boites D mais il n’a pas été
démontré pour l'instant qu’UL97 était une cible d’APC/C (875). Dans ce contexte, il est probable
que les virus ciblent APC/C afin de prévenir la dégradation de leurs propres protéines dans le but

de favoriser la réplication virale via d’autres activités.

2. Mise en contexte du chapitre

2.1. Rationnelle et objectifs du chapitre

Le choix d’étudier I'interaction de la protéine Vpr du VIH-1 avec le complexe APC/C a été
motivé par différentes raisons. La premiére est que Vpr est une protéine virale induisant un arrét
du cycle cellulaire en G2/M au moyen d’un mécanisme encore peu compris et que, comme
introduit précédemment dans ce chapitre, le complexe APC/C est ciblé par de nombreuses
protéines virales induisant des perturbations du cycle cellulaire. La seconde est que plusieurs
protéines du complexe APC/C ont été identifiées dans I’analyse BiolD et que j’ai retrouvé plusieurs
protéines du complexe (APC1, APC2, APC5, APC7 et CDC20) dans I'analyse des résultats obtenus
par une approche AP-MS de Vpr et publiés par le laboratoire du Dr Jacek Skowronski (640). La
troisieme est qu’il a été rapporté que DDB1, une composante du complexe DCAF1 recruté par
Vpr, pouvait former un complexe avec CDH1 afin d’activer le complexe APC/CPH! (949); notons
également que la protéine virale HBx qui recrute Cul4-DDB1 est aussi capable de moduler les
complexe APC/C (872-874). Enfin, les seules connaissances reliant APC/C et le VIH-1 ont été
obtenues par des approches d’analyses de banques d’ARN interférence (siRNA) et suggéraient

que le complexe APC/C était essentiel a la réplication du VIH-1 (950-952).

C’est pour ces raisons que je me suis donné |'objectif d’analyser la relation entre Vpr et le

complexe APC/C. L'emphase du projet a été mis sur la protéine APC1 car il s’agit d’une
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composante essentielle de la plateforme et que son absence induit une déstructuration du

complexe APC/C (750).

Les objectifs de ce chapitre sont donc : 1) d’analyser les partenaires a proximité de Vpr en
utilisant I'approche BiolD (introduite et présentée dans le précédent chapitre); 2) de valider
I’analyse BiolD en détaillant la nature des interactions entre Vpr et le complexe APC/C; 3) de
définir APC1 comme une cible de la protéine virale Vpr du VIH-1; et 4) d’établir les implications

de cette interaction au niveau de la réplication du VIH.

2.2. Contribution au chapitre

L’idée d’utiliser 'approche BiolD afin d’identifier de nouveaux partenaires ou de nouvelles
cibles de Vpr est une idée originale du Dr Eric A. Cohen. L'idée d’analyser la relation entre APC/C

et Vpr est une idée originale de moi-méme.
Les résultats présentés dans ce chapitre ont été générés par :

- Figure 3.3.1: génération des lignées stables et BiolD (moi-méme; avec les conseils du Dr
Jean-Frangois C6té ainsi que de son étudiant Dr Halil Bagci), injection et analyse par
spectrométrie de masse (effectuée par la plateforme de protéomique de I'IRCM), analyse
bioinformatique (Dr Jonathan Boulais).

- Figure 3.3.2: analyses bioinformatiques (moi-méme; avec les conseils du Dr Jonathan
Boulais).

- Figure 3.3.3 : moi-méme (avec la formation technique de la plateforme de microscopie de
I'IRCM).

- Figure 3.3.4 : moi-méme (Figure 3.3.4.C : avec la formation technique de la plateforme de
cytométrie en flux de I'IRCM).

- Figure 3.3.5 a Figure 3.3.8 : moi-méme.

- Figure 3.3.9: (A) moi-méme; (B) moi-méme (avec les conseils du Dr Mariana Bego);
(C-D) donneurs #1, #2 et #3: moi-méme (avec les conseils du Dr Robert Lodge),
donneurs #4 et #5 : Dr Robert Lodge; (E) protocole de marquage établit par moi-méme et

expérience faite par Dr Robert Lodge.
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Les expériences ont été conduites et les résultats générés sous la supervision

du Dr Eric A. Cohen.

3. Article #1

Statut de l'article : en révision pour Journal of Virology
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Abstract

Human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) encodes several accessory proteins — Nef,
Vif, Vpr and Vpu — whose functions are to modulate the cellular environment to favor viral
replication. In this study we focus on Vpr, a viral protein capable of mediating a G2/M cell cycle
arrest in dividing cells and providing a replicative advantage to the virus during infection of
myeloid cells. We further define its proximity interaction network by using the proximity labelling
approach known as BiolD and identified 352 potential Vpr partners/targets, including several
organized in complexes such as the anaphase promoting complex/cyclosome (APC/C). We
demonstrated that both wild type and cell cycle defective mutants of Vpr mediated the
degradation of an essential APC/C scaffolding protein, namely APC1. Vpr-mediated APC1
degradation relied on the recruitment by Vpr of functional DCAF1 E3 ubiquitin ligase complex and
was mediated by the proteasomal pathway. We next demonstrated that Vpr formed a complex
with APC/C, including APC1 and the APC/C coactivators CDH1 and CDC20. Interestingly, a well
characterized and studied Vpr variant called NL4.3 did not mediate APC1 degradation. Indeed, a
N28S-G41N double-mutation in NL4.3 Vpr abrogated its abilities to mediate APC1 degradation. In
contrast to NL4.3 Vpr, we showed that APC1 degradation is a conserved feature of some
transmitted/founder primary isolate variants of Vpr. This degradation of APC1 mediated by Vpr
did not correlate with previously mentioned Vpr functions and therefore more experiments need
to be conducted to fully understand the Vpr impact on APC/C activities with regard to HIV-1

pathogenesis.

Importance

HIV-1 uses Vpr to enhance viral replication, especially in myeloid cells. Several Vpr targets
were previously identified but their individual degradation does not fully explain Vpr activity.
Here, we used the unbiased proximity labelling approach called BiolD to further define the Vpr
proximity interaction network and identified several potentially new Vpr partners/targets. We
validated our approach by focusing on a cell cycle master-regulator, the APC/C complex, and

demonstrated that Vpr mediated the degradation of a critical scaffolding component of APC/C
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called APC1. The Vpr-mediated APC1 degradation was not correlating with the viral replication
increase attributed to Vpr in myeloid cells. However, given that it is a conserved feature of some
transmitted/founder primary isolate variants of Vpr we believe that this Vpr and APC/C interplay

might govern other aspects of HIV-1 pathogenesis.

Introduction

All primate lentiviruses, including human immunodeficiency virus type 1 and 2 (HIV-1/2),
encode a set of accessory proteins primarily involved in promoting viral immune evasion (182).
Of all the lentivirus-encoded accessory proteins, Viral Protein R (Vpr) remains the most enigmatic
at the functional level. HIV-1 Vpr is a 14 kDa protein that is packaged into virions, pointing to an
early role in the virus life cycle. The protein is required for HIV pathogenesis in vivo and for
efficient virus replication in macrophages but the mechanisms underlying these phenotypes
remain elusive (953). One well established but poorly understood Vpr-associated phenotype is its
ability to activate DNA replication/damage pathways, a condition that leads to a G2/M cell cycle
arrest in dividing cells (566, 954). This biological activity requires the recruitment of an E3
ubiquitin ligase complex, namely DDB1-CUL4A-DCAF1 (DCAF1com). However, while recruitment
of DCAF1com is necessary to induce a G2/M cell cycle arrest, it is not sufficient as demonstrated
by well characterized G2/M arrest-defective Vpr mutants that are impaired (Q65R) or still
competent (S79A or R80A) for complex formation with DCAF1com (550-552). Indeed, Vpr recruits
DCAFlcom to mediate polyubiquitination and subsequent proteasomal degradation of several
cellular targets (554), including the DNA repair proteins UNG2, HLTF, EXO1 and MUS81, a
component of the SLX4 complex (579, 610, 616, 639, 640, 659). However, degradation of these
cellular targets by Vpr — at least individually — could not explain the Vpr-mediated activation of

the DNA replication/damage checkpoint in G2/M (579, 610, 616, 639, 640, 659).

As for the G2/M cell cycle arrest induction in cycling cells, recruitment of DCAFlcom by
Vpr and proteasomal degradation of host cellular proteins appear to contribute to the
enhancement of HIV replication in myeloid cells such as macrophages (506). Hence, proteins

belonging to the TET family of methylcytosine dioxygenase (TET1/2/3) involved in transcriptional
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regulation are reported to be degraded by Vpr in a DCAFlcom-dependent manner (619). By
mediating TET2 degradation, Vpr affects the transcription of at least two cellular genes, namely
the cytokine IL-6 and the antiviral restriction factor IFTM3. While sustained IL-6 production by
Vpr-mediated TET2 degradation is reported to promote HIV-1 replication in macrophages,
decreased expression of IFTM3 enhances HIV-1 infectivity by increasing Env processing and
incorporation into virions (619, 623). More recently, Vpr was also found to induce the degradation

of REAF, a protein that inhibits HIV-1 reverse transcription during macrophages infection (638).

In order to develop a better understanding of Vpr functions, several studies have used
unbiased global proteomic approaches to identify host partners/targets of Vpr. For instance, both
Jager et al. and Hrecka et al. used an affinity purification approach (AP-MS) and respectively
reported a Vpr interaction network consisting of 47 highly confident proteins or identified HLTF
as a new Vpr target (640, 689). More recently, using a quantitative proteomics approach
Lahouassa et al. also demonstrated that Vpr mediates HLTF degradation (639), and Greenwood
et al. identified almost 2,000 cellular proteins modulated directly or indirectly by Vpr (690).
Indeed, the demonstration of a promiscuous targeting of cellular proteins by Vpr supports the
notion that this viral protein is unlikely to target one unique cellular protein or complex to
mediate cell cycle arrest or promote viral replication in myeloid cells, but instead that remodeling

of multiple host factors is likely to underpin the complex Vpr-associated phenotypes (609, 640).

To define the Vpr proximity interaction network and identify new specific Vpr
partners/targets, we used a proximity-dependent labeling approach — called BiolD — which allows
identification of proximal proteins and protein networks that are stably, weakly and/or transiently
interacting with a protein of interest (730). This approach relies on the biotinylation of proximal
proteins, which can then be pull-down through high affinity streptavidin-biotin interactions for
identification by mass spectrometry. Using BiolD, we define 352 partners/targets of Vpr that are
part of its proximity interaction network. In addition to previously reported targets of Vpr such as
UNG (659), EXO1 (610) and Vpr-interacting complexes such as DCAFlcom (550-552) and SMN
(689, 690), our analysis also reveals novel potential partners/targets of Vpr, including the

anaphase-promoting complex/cyclosome (APC/C).
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APC/C is a large 1.5 MDa E3 ubiquitin ligase complex composed of 14 subunits and two
coactivators, namely CDH1 and CDC20, that marks target cell cycle proteins for degradation by
the proteasome (see (748) for a review). While the APC/C*PH! complex activity peaks during the
G1 phase of the cell cycle, APC/CP¢20 activity peaks in the M phase (751, 752). Besides regulating
the cell cycle, APC/Cis implicated in additional processes, including DNA damage response/repair,
dNTPs synthesis, autophagy and cellular metabolism (955). Interestingly, several proteins from
both RNA and DNA viruses interact with APC/C to manipulate the host during infection, although
in most cases the relevance of these interactions for viral replication remains poorly understood

(865).

Given the importance of the APC1 scaffolding subunit in APC/C architecture and stability,
we focused herein our analysis on the interplay of HIV-1 Vpr and APC1 (750). We show that HIV-
1 Vpr forms a physical complex with APC1 and mediates its proteasomal degradation by a process
that relies on DCAFlcom recruitment. We further demonstrate that Vpr-mediated APC1
degradation is a conserved feature of selected primary and lab-adapted Vpr variants but not of
the prototypic NL4.3 Vpr. By comparing Bru Vpr variant competent for APC1 degradation to NL4.3
Vpr, we delineate N28S and G41N amino acid mutations responsible for NL4.3 Vpr defect and
further demonstrate that APC1 degradation and G2/M cell cycle arrest are two independent
activities of Vpr. Lastly, we show that the replication kinetics of viruses encoding wild type (WT)
Vpr or a Vpr containing the N285-G41N double-mutation in activated primary CD4* T cells and
monocyte-derived macrophages (MDMs) are undistinguishable, thus pointing to APC1
degradation and conceivably APC/C impairment as a new biological activity of Vpr with currently

undefined functional implications in HIV-1 pathogenesis.
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Results

Analysis of HIV-1 Vpr Proximity Interaction Network Uncovers Potential New Host

Partners/Targets

To gain insight into Vpr interactions with host cell proteins and processes, we took
advantage of the BiolD proximity labelling approach (730). To this end, we fused the highly active
Escherichia coli biotin ligase (BirAR186 annotated BirA*) at the N-terminus of WT Vpr or of G2/M
cell cycle arrest defective mutants (Q65R and R80A). We reasoned that introduction of Vpr
mutant in these analyses would expand the coverage of Vpr partners/targets that would either
be degraded in the context of the WT Vpr-DCAF1 complex or be absent from this complex in
condition where a G2/M cell cycle arrest was induced. Since Vpr is a nuclear protein, a BirA* fused
to a nuclear localization signal (NLS) sequence was used as negative control to exclude BirA*
specific proximity interaction network. Doxycycline-inducible HEK293 and Hela cell lines stably
expressing these constructs were generated using the Flp-In T-REx system. BiolD screens were
then performed in biological duplicates at 6 hours and 24 hours post-doxycycline induction in
HEK293 as well as at 24 hours post-doxycycline induction in Hela cells as described in Materials
and Methods. After performing significance analysis of interactome (SAINT analysis) for each bait
and for every time of induction in both cell lines, preys passing the statistical threshold (iProphet
protein probability > 0.9; unique peptides > 2; Bayesian false discovery rate (BFDR) < 0.02) were
kept and merged together, constituting the global Vpr proximity interaction network from both
HEK293 and Hela cell lines (Figure 3.3.1). Three hundred and fifty-two proximal proteins were
identified in our Vpr proximity interaction network analysis. The analysis was validated by the
presence of well-known Vpr partners/targets including: DCAF1 (550-552), DDB1 (550-552), UNG
(659), EXO1 (610), DICER1 (714) and components of the SMN complex (689, 690). Complexes of
statistically enriched processes with high number of preys, such as: cell cycle, RNA processing and

gene expression were presented in Figure 3.3.1. Given the
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Figure 3.3.1. The Large-Scale HIV-1 Vpr Proximity Interaction Network

HEK293 Flp-In T-REx and Hela Flp-In T-REx stable cell lines were induced for 6 or 24 hours with
0.5 pg/mL doxycycline to induce BirA*-Flag-Vpr (WT, Q65R or R80A) or Flag-NLS-BirA* fusion
protein expression. Biotin (50 uM for 6 or 24 hours) and MG-132 (10 uM for 6 hours) were also
added at the same time than doxycycline to allow respectively biotinylation of proximal
partners/targets and to prevent Vpr-mediated proteasomal degradation; see Materials and
Methods for detailed procedures. Three hundred and fifty-two SAINT-filtered Vpr proximal

partners/targets were identified by bioinformatic analysis in our merged BiolD dataset. Dataset

125



include two biological replicates for each of the following conditions: HEK293 (6 hours, with
MG-132), HEK293 (24 hours) and Hela (24 hours). Complexes of statistically enriched processes,
such as: response to DNA damage, cell cycle, RNA processing and gene expression are
represented in the framed boxes. For the “response to DNA damage” process, proteins which are
not part of determined complexes are also represented individually. Interesting complexes
surrounded in light grey, such as APC/C, are indicated with complex core components encircled
with brown dashed lines. Baits (Vprs) and preys (proximal partners/targets) are color-coded in
red and brown respectively. Previously reported Vpr partners/targets are colored in yellow.
Reported protein-protein interactions are represented by a light grey line. Interactions statistics
were determined using SAINTexpress and considered statistically significant based on the

following criteria: iProphet protein probability > 0.9; unique peptides > 2; BFDR < 0.02.
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Vpr ability to activate the DNA replication/damage process, proteins which are not part of
determined complexes are also represented individually (Figure 3.3.1). Furthermore,
we identified core elements from several complexes such as the APC/C (748); the ORC complex
implicated in transcriptional silencing and DNA replication (956); the RISC-loading complex
implicated in RNA silencing mediated by small RNAs (957); the CCR4-NOT complex involved in
transcriptional regulation and RNA surveillance (958); and the SMN complex implicated in
biogenesis of spliceosomal small nuclear ribonucleoproteins (691). These results suggest that Vpr

is in closed proximity with these complexes.

Of the 352 preys identified in the Vpr proximity interaction network, only a small fraction
(= 5-10%) overlapped with a AP-MS interactome analysis conducted by the Krogan group
(689) in HEK293 and Jurkat cell lines (Figure 3.3.2A). However, we observed a greater (= 40%)
overlap when analyzing our results with a second AP-MS analysis conducted by the Skowronski
group (640) in CEM.SScell line (Figure 3.3.2B). For instance, components of complexes such as the
APC/C, the ORC complex, the RISC-loading complex, the SMN complex, as well as centrosomal
proteins and polymerase components were found in both the Skowronski and our analysis. Our
BiolD analyses complement both AP-MS analyses with 200 additional Vpr preys. These cross-
analyses indicates that proximity labelling allows the identification of new potential Vpr

partners/targets that are not detected using conventional pull-down proteomic methods.

When analyzing our dataset with Gene Ontology (GO) and PANTHER
(http://geneontology.org/; version released on: 2019-07-03 (GO), 2019-07-11 (PANTHER)), we

observed that identified preys were distributed in the nucleus (nucleolus, nuclear body), at the
nuclear envelope and within the cytosol (microtubule organizing center, centrosome,
kinetochore), suggesting that Vpr was potentially in closed proximity with cellular proteins that
localized or shuttled between the cytoplasm and the nucleus (Figure 3.3.2C). Furthermore, when
analyzing our proximity interaction network for cellular processes, we found that both cell cycle
processes and to some extent DNA repair were represented in our BiolD analyses (Figure 3.3.2D).
As previously shown in Figure 3.3.1, Vpr also seemed to be in closed proximity with proteins

involved
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(A, B) Data from the Vpr proximity interaction network were cross-analyzed against results
obtained by affinity purification coupled with mass-spectrometry (AP-MS) analyses of HIV-1 Vpr
(640, 689). (A) Of the 352 proteins identified by BiolD, 16 (= 4.5%) and 38 (= 10.8%) were
respectively found (purple; #1) in Vpr AP-MS experiment conducted by the Krogan group (689) in
HEK293 cells (left pie chart) and in Jurkat cells (right pie chart). (B) 140 (= 39.8%) of the proteins
identified by BiolD were found (purple; #1) in Vpr AP-MS experiment conducted by the
Skowronski group (640) in Jurkat cells (right pie chart). The proportion of proteins unidentified by
AP-MS are represented in yellow (#2). (C, D) The list of proteins identified in the BiolD analysis
was clustered using Gene Ontology (GO) enrichment analysis and PANTHER Classification System

(http://geneontology.org/). GO cellular component (C) and GO biological process (D) were

manually curated to highlight general cellular components and biological processes. The X-axis
indicates the fold enrichment of the category in comparison to the human proteome, while the
Y-axis indicates the P values results from a Fisher’s exact test with the Bonferroni correction done
during the GO enrichment analysis. Red dashed line indicates a significant P value threshold (P =
0.05). Circles size correlate with the number of proteins identified, indicated in the center of each

circle, and associated with each category.
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in other cellular processes such as gene expression or RNA processing. In addition, we found that
complexes related to previously ascribed Vpr activities such as microtubule/cytoskeleton
organization, nuclear transport and gene silencing were also represented in our analyses
(Figure 3.3.2D). Taken together, these results suggest that Vpr may influence multiple cellular
processes beside DNA repair and cell cycle regulation, as suggested by several recent reports (589,

619, 638, 690, 713, 714).

HIV-1 Vpr Colocalizes with APC1, a Critical Scaffolding Component of APC/C

To validate a putative proximity interaction of Vpr and APC/C, we assessed the
co-localization of APC1, a critical scaffolding component of APC/C, and HIV-1 Vpr using a Hela cell
line inducibly expressing HA-Vpr. We first observed that in the absence of Vpr, APC1 localized in
puncta that are distributed throughout the nucleus (Dox - ; Figure 3.3.3A). When Vpr expression
was induced, immunostaining revealed an overlap between the Vpr staining and the APC1 foci
(Dox +; Figure 3.3.3A). Quantitative co-localization analysis showed that = 44% of the APC1 foci
overlapped with the Vpr immunostaining (Figure 3.3.3B). These results indicate that APC1 and
Vpr co-localize in discrete nuclear structures, thus validating the bait/prey proximity detected in

our BiolD analysis and further suggesting a putative interplay between HIV-1 Vpr and APC/C.

HIV-1 Vpr Mediates APC1 Depletion Independently of its Ability to Induce a G2/M

Cell Cycle Arrest

Vpr mediates the degradation of several cellular proteins such as UNG2, HLTF, EXO1 or
TET2 (610, 619, 639, 640, 659). We assessed whether Vpr could mediate the depletion of APC1
by transfecting HEK293T cells with a set quantity of plasmid encoding for Flag-APC1 and
increasing amounts of a plasmid encoding for HA-Vpr. After two days, transfected cells were
treated with cycloheximide for 6 hours to prevent de novo protein synthesis and evaluate the
effect of Vpr on a set amount of APC1. As shown in Figure 3.3.4A and B, Flag-APC1 levels were
increasingly reduced at increasing HA-Vpr expression levels, suggesting that Vpr mediates APC1

depletion.
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Figure 3.3.3. APC1 Forms Nuclear Foci and Colocalizes with HIV-1 Vpr
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Inducible Hela stable cell line expressing HA-Vpr were induced for 16-18 hours with

0.5 pg/mL doxycycline (Dox +) or left untreated (Dox -). APC1 and HA-Vpr were then

immunostained using rabbit a-APC1 and mouse a-HA primary antibodies. After counterstaining

with DAPI, images were acquired by confocal microscopy. (A) Representative images depicting

APC1 nuclear staining. APC1 foci are indicated by arrowheads and the colocalization of APC1 with

HA-Vpr within nuclear foci is indicated by yellow arrowheads (Dox + ; lower panels); white

arrowheads indicate APC1 nuclear foci that do not colocalize with HA-Vpr. Scale bar: 10 um.

(B) The percentage of APC1 foci colocalizing with HA-Vpr was determined on at least a hundred

cells (= 400 foci) per condition and per replicate. Each dot indicates the average of one biological

replicate (n = 4). Bar graph represents the median.
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(A, B) HEK293T were transfected with 5 pg of plasmid encoding for Flag-APC1 and
an empty control vector (lane 1) and/or with increasing amounts of a plasmid encoding for
HA-Vpr (1 ug, 2.5 ug or 5 ug; lanes 2-4). Forty-two hours post-transfection, cells were treated with
20 pg/mL cycloheximide for 6 hours and lysed prior to Flag-APC1 and HA-Vpr levels analysis by

Western blotting. A representative Western blot is presented in (A) and quantification of three
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biological replicates is depicted in (B). (C) HEK293T were transfected with 2.5 pg of the indicated
Vpr-expressing or control plasmids and 1 ug of a construct encoding for GFP. Two days later, the
cell cycle profiles of GFP* cells were analyzed by flow cytometry. G2/M:G1 ratios, were calculated
and indicated above each histogram. (D, E) HEK293T were co-transfected with 5 ug of a
plasmid encoding for Flag-APC1 and 5 pg of an empty vector (lane 1), 5 pug of a plasmid encoding
HA-Vpr WT or mutants Q65R, S79A, R80A (lanes 2-5) and processed as described for (A). A
representative Western blot is presented in (D) and quantification of three biological replicates is
depicted in (E). (A, D) Flag-APC1 quantification was performed using ImageJ and by calculating
the intensity of the Flag-APC1 bands relative to the loading control. The value obtained with the
Flag-APC1 control was set at 1.0 as indicated below the upper panels. (B, E) Each dot indicates

Flag-APC1 relative expression of one biological replicate (n = 3). Bar graphs represent the median.
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To ensure that APC1 depletion was not a consequence of Vpr-mediated G2/M cell cycle
arrest, we assessed the effect of well characterized G2/M cell cycle arrest-defective Vpr mutants
on APC1 levels. We first used the Q65R Vpr mutant, which is impaired in the recruitment of the
DCAFlcom and consequently does not arrest cycling cells in G2/M (Figure 3.3.4C). Whereas
WT Vpr induced a strong depletion of APC1, the Q65R mutation in Vpr almost completely
abrogate this effect (lanes 2, 3 vs 1; Figure 3.3.4D and E), suggesting that Vpr-mediated APC1
depletion requires the recruitment of DCAF1 by Vpr. Interestingly, co-expression of APC1 with the
S79A or R80A mutants of Vpr, which are competent for DCAF1 binding but impaired for G2/M cell
cycle arrest (Figure 3.3.4C), still led to an efficient depletion of APC1 (lanes 4, 5 vs 1; Figure 3.3.4D
and E). These results support the notion that Vpr-mediated APC1 depletion is not a consequence

of the G2/M cell cycle arrest induced by Vpr.

HIV-1 Vpr Relies on a Functional DCAF1 Complex to Degrade APC1 Through a

Proteasomal Pathway

Given that the Q65R Vpr mutant is unable to mediate APC1 depletion, we next sought to
examine whether DCAF1 was required for Vpr-mediated APC1-depletion using siRNA-directed
technology. First, we observed that depletion of DCAF1 appeared to slightly upregulate the levels
of Flag-APC1 detected in the absence of Vpr, although the effect was variable and did not reach
significance (lanes 3 vs 1; Figure 3.3.5A and B). Nevertheless, Vpr was no longer capable of
mediating APC1 depletion in condition of DCAF1 knockdown (lanes 4 & 3 vs 2 & 1, Figure 3.3.5A
and B). Furthermore, treatment of transfected cells with MLN4924, a neddylation
inhibitor of Cullin-RING E3 ubiquitin ligases, alleviated the Vpr-mediated APC1 depletion
(lanes 4 & 3 vs 2 & 1; Figure 3.3.5C and D), suggesting that the DCAF1com needs to be neddylated
in order to deplete APC1 in presence of Vpr. To evaluate whether Vpr mediates APC1 depletion
by a proteasome-dependent degradation process, similar experiments were conducted in the
presence or the absence of proteasome inhibitor MG-132. As shown in Figure 3.3.5E and F,
treatment of cells expressing HA-Vpr and Flag-APC1 with MG-132 limited the extent of APC1
depletion by Vpr (lanes 4 & 3 vs 2 & 1). Indeed, the extent of inhibition of Vpr-mediated APC1

degradation by MG-132 was comparable to the one observed with HLTF, a known Vpr
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(A, B) HEK293T were transfected with siRNA-DCAF1 (siDCAF1; lanes 3, 4) or siRNA-scrambled
(lanes 1, 2) and incubated overnight. Cells were then transfected with 5 ug of a plasmid encoding
for Flag-APC1 and 5 pg of either an empty vector (lanes 1, 3) or a plasmid encoding for
HA-Vpr (lanes 2, 4). Forty-two hours after plasmids transfection, cells were processed as
described in Figure 3.3.4 and analyzed for Flag-APC1, HA-Vpr and DCAF1 levels by Western
blotting. A representative Western blot is presented in (A) and quantification of three biological
replicates is depicted in (B). (A) Arrowheads indicate DCAF1-related bands that were depleted by
the siRNA-DCAF1 while * indicates non-depleted bands. (C, D) HEK293T were transfected with
plasmids as in (A, B) and treated at 42 hours after transfection with 20 ug/mL cycloheximide and
1 uM MLN4924 (lanes 3, 4) or an equivalent volume of DMSO (lanes 1, 2) for 6 hours. Flag-APC1
and HA-Vpr levels were monitored by Western blotting. A representative Western blot is
presented in (C) and quantification of four biological replicates is depicted in (D). (E, F) Cells were
transfected and treated as described previously in (C, D), except that 10 uM MG-132 was used
instead of MLN4924. As controls, 5 pg of a plasmid encoding for Flag-HLTF was transfected with
5 ug of either an empty vector or of a construct expressing HA-Vpr. After 42 hours, transfected
cells were treated as indicated above. A representative Western blot is presented in (E) and
guantification of four biological replicates is depicted in (F). (A, C, E) Quantification were
determined as described in Figure 3.3.4. (B, D, F) Each dot indicates Flag-APC1 or Flag-HLTF

relative expression of one biological replicate (n = 3 or 4). Bar graphs represent the median.
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target degraded through the proteasomal pathway (lanes 8 & 7 vs 6 & 5; Figure 3.3.5E and F).
Altogether, these results indicate that Vpr mediates APC1 degradation through a mechanism that
requires the recruitment of an active DCAFlcom by Vpr and the presence of a functional

proteasome.

HIV-1 Vpr Forms a Physical Complex with APC/C Independently of DCAF1

We next assessed whether Vpr and APC1 can be found in the same complex and if the
association between the two proteins was influenced by the presence of DCAF1. To do so, cells
were transfected with plasmids encoding for Flag-APC1 and HA-Vpr (WT or Q65R) and proteins
co-immunoprecipitated with HA-Vpr were then analyzed for the presence of Flag-APC1 and/or
DCAF1 by immunoblotting. As shown in Figure 3.3.6A, despite efficient DCAF1
co-immunoprecipitation with WT Vpr (lanes 3 & 4 vs 1), we were unable to detect a specific
co-immunoprecipitation of APC1 in these conditions (lanes 4 vs 2). In clear contrast, we
specifically detected the presence of APC1 in the Q65R Vpr mutant immunoprecipitates
(lanes 7 vs 2; Figure 3.3.6A), suggesting that the degradation of APC1 mediated by WT Vpr limits
the detection of Vpr-APC1 complexes. To further support these findings, we performed the
WT Vpr pull-down in conditions where cells were knockdown for DCAF1 by siRNA to prevent
Vpr-mediated APC1 degradation. In this context, APC1 was detected in complexes co-precipitated
with WT Vpr (lanes 5 vs 4 & 2; Figure 3.3.6A). Overall, these results suggest that Vpr forms a
physical complex with APC1 to mediate its degradation by the proteasome. Although the
DCAFlcom is required for Vpr-mediated degradation of APC1, association of Vpr to APC1 can

occur independently of the DCAF1com recruitment by Vpr.

Given that APC1 forms a complex with either CDH1 or CDC20, two different APC/C
coactivators that are allowing selective substrate recognition (748), we next asked if regulatory
components of the APC/C complex could also be found in complex with Vpr. To this end, Myc-
tagged APC/C coactivators were expressed either with WT Vpr or the Q65R Vpr mutant and
processed for HA or Myc pull-down followed by analysis of the immunocomplexes for the
presence of HA-Vpr, Myc-CDH1/Myc-CDC20 and DCAF1 by Western blotting. As shown in Figure

3.3.6B, both coactivators were found to be specifically co-immunoprecipitated with WT Vpr
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Figure 3.3.6. HIV-1 Vpr Forms a Physical Complex with APC/C Independently of DCAF1com

(A) HEK293T were transfected with siRNA-DCAF1 (DCAF1; lane 5), siRNA-scrambled (SC;
lane 4) or left mock-transfected (lanes 1-3, 6, 7). Following an overnight incubation, cells were
transfected with 10 pg of a plasmid encoding for Flag-APC1 (lanes 2, 4, 5, 7) and 10 pg of a plasmid
encoding either HA-VprWT (lanes 3-5) or HA-VprQ65R (lanes 6, 7). Two days later, cells were
harvested and lysed in ice-cold Triton lysis buffer. Lysates were then incubated with HA-beads for
3 hours. Flag-APC1, HA-Vpr and DCAF1 levels were determined by Western blotting in both the
input and immunoprecipitated fractions. Arrowheads indicate DCAF1 bands that were depleted
by the siRNA-DCAF1 while * indicates non-depleted bands. (B) HEK293T were transfected with
10 pg of a plasmid encoding for either Myc-CDH1 (lanes 2, 5, 8) or for Myc-CDC20 (lanes 3, 6, 9)
and either HA-VprWT (lanes 4-6) or HA-VprQ65R (lanes 7-9). Two days post-transfection, cells
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were harvested and lysed in ice-cold Triton lysis buffer. Lysates were then incubated with
a-HA-beads for 3 hours or with a rabbit a-Myc antibody for 2 hours followed by an additional
hour with protein A-sepharose beads. Myc-CDH1, Myc-CDC20, HA-Vpr and DCAF1 levels were

determined by Western blotting in both the input and immunoprecipitated fractions.
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(lanes 5 vs 2, 6 vs 3) or the Q65R mutant of Vpr (lanes 8 vs 2, 9 vs 3) indicating that APC/C
coactivators and Vpr could form a complex. Endogenous DCAF1 was also detected in the
precipitates of WT Vpr but not in those of the Q65R mutant (lanes 4-6 vs 7-9). Moreover, upon
immunoprecipitation of the co-activators, both WT and Q65R mutant Vprs were
co-immunoprecipitated (lanes 5 & 6 vs 4; 8 & 9 vs 7; Figure 3.3.6B), suggesting that CDC20 and
CDH1, which are part of distinct APC/C complexes, can associate with Vpr. Interestingly, we found
that Vpr was more efficiently pull-down with CDH1 than with CDC20, as shown for both WT Vpr
(lanes 5 & 6) and Q65R Vpr mutant (lanes 8 & 9), perhaps reflecting a specific targeting of
APC/CP"! by Vpr or an increased stability of the Vpr-APC/CPH! complex as compared to
Vpr-APC/CPC20, Together, these results support the notion that Vpr forms a complex with
components of the APC/C complex, including APC1 as well as the co-activators CDH1 and to a
lesser extent CDC20, and is likely to affect the integrity of APC/C complexes by mediating the
degradation of at least APC1.

HIV-1 Vpr Variants From the Laboratory-Adapted Strain Lai and

Transmitted/Founder Primary Isolates Mediate APC1 Degradation

In a recent SILAC analysis, the Lehner group reports that NL4.3 Vpr expression has a major
modulatory effect on the cellular proteome (690). Surprisingly, no components of the APC/C
complex were find modulated by Vpr in this analysis. To validate if the APC1 degradation
mediated by Vpr was specific to the Bru strain used herein, we analyzed side-by-side the impact
of Vpr variants encoded by two other laboratory-adapted strains, namely Lai and NL4.3, on APC1
levels using our transient expression system in HEK293T cells. Strikingly and in clear contrast to
both Bru and Lai variants, NL4.3 Vpr was unable to mediate APC1 degradation, while all three Vpr
variants were capable of mediating HLTF degradation (lanes 4 vs 2 & 3; Figure 3.3.7A and B). These
results indicate that Vpr variants display differences in their ability to mediate APC1 degradation
and importantly further demonstrate that Vpr-mediated APC1 degradation is not involved in the
induction of G2/M cell cycle arrest since both Vpr variants Bru (Figure 3.3.4C) and NL4.3 (954) can

trigger a cell cycle arrest in G2/M.

140



— Flag-APC1 —
HA-Vpr - B Lai NL43
a-Flag [ >

100 015 012 208
aHLTF| .

1.00 043 035 055

a-HA — L —

-15

Flag-APC1 relative expression

C-ACTin [— e e —— - Bru Lal NL4.3

Flag-APC1

N
HA-Vpr - & O O
g & ¥ & -

-250

a-Flag |——
100 018 0412 009 0.12

a-HA - {-15 ﬁ |':‘| |:;| i

a-GAPDH A d*p' é’f -t"gs

— - —— —— Flag-APC1 —

Flag-APC1 relative expression
(vs. no Vpr)

Figure 3.3.7. HIV-1 Vpr Primary Variants Mediate APC1 Degradation

(A, B) HEK293T were transfected with 5 ug of a plasmid encoding for Flag-APC1 (lanes 1-4)
and 5 pg of either an empty vector (lane 1) or a plasmid encoding for the indicated HA-Vpr variants
(lanes 2-4). After 42 hours, cells were treated as described in Figure 3.3.4 and processed for
Western blotting. A representative Western blot is presented in (A) and quantification of three
biological replicates is depicted in (B). (C, D) HEK293T were transfected with 5 pug of a plasmid
encoding for Flag-APC1 (lanes 1-5) and 5 ug of an empty vector (lane 1) or a plasmid encoding for
the indicated HA-tagged Vprs (lanes 2-4) for 42 hours, treated as described in Figure 3.3.4 and
processed for Western blotting. A representative Western blot is presented in (C) and
guantification of three biological replicates is depicted in (D). (A, C) Quantifications were
determined as described in Figure 3.3.4. (B, D) Each dot indicates Flag-APC1 relative expression

of one biological replicate (n = 3). Bar graphs represent the median.
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Given that the Vpr variants tested previously originated from laboratory-adapted strains, we next
sought to validate if Vpr variants encoded by transmitted/founder primary isolates (RHGA,
STCOr1 and WAROQ) were able to mediate APC1 degradation (959). As shown in Figure 3.3.7C and
D, Vpr variants encoded by the three primary isolates had the capacity to mediate APC1
degradation (lanes 3-5 vs 1). These results indicate that Vpr-mediated APC1 degradation activity
is not restricted to laboratory-adapted Vpr variants but is conserved by selected primary variants

of Vpr, highlighting the potential relevance of this interplay in HIV-1 pathogenesis.

N28S-G41N Double-Mutation Impedes HIV-1 Vpr Ability to Mediate APC1

Degradation

Given that NL4.3 Vpr does not mediate APC1 degradation, we next aligned its amino-acid
sequence with its counterpart from Bru Vpr. We found only three divergent amino acid residues
between Vpr variants Bru and NL4.3, namely H15Y, N28S and G41N (Figure 3.3.8A). We generated
individual mutations as well as combination of mutations at these amino acid positions in the
Vpr Bru variant based on the NL4.3 sequence and analyzed their impact on Vpr ability to mediate
APC1 degradation. As shown in Figure 3.3.8B and C, none of the individual substitution mutation
had a significant impact on Vpr-mediated APC1 degradation (lanes 3-5 vs 6). In contrast,
combining substitution mutation at amino acid 28 and 41, namely N28S-G41N, strongly impaired
Vpr-mediated APC1 degradation; in fact, this mutant mimicked the NL4.3 Vpr variant phenotype
(lanes 5 vs 1 and 6; Figure 3.3.8D and E). These results indicate that Vpr residues N28 and G41 are

critical for Vpr ability to mediate APC1 degradation.

In order to evaluate the possibility that Vpr from other HIV-1 strains could mediate APC1
degradation, we took advantage of the HIV Sequence Database (Los Alamos National Laboratory;

http://www.hiv.lanl.gov/) and analyzed 4 835 Vpr variants. We observed that amino acids N28

and G41 were respectively conserved in 32.08% and 60.87% of the Vpr variants, suggesting that
a significant number of HIV-1 strains encode Vpr variants potentially capable of inducing APC1

degradation.
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Figure 3.3.8. Double-Mutation N28S-G41N in Vpr Impedes its Ability to Mediate APC1

Degradation

(A) Sequences from Bru and NL4.3 Vpr variants were aligned using Clustal Q. Amino acid
positions (15, 28 and 41) that are not conserved between both variants are highlighted in yellow.
Residues known to be important for Vpr activities (Q65, S79 and R80) are highlighted in grey.
(B, C) HEK293T were transfected with 5 pg of a plasmid encoding for Flag-APC1 (lanes 1-6) and
5 ug of either an empty vector (lane 1) or a plasmid encoding for the indicated HA-tagged Vpr
(lanes 2-6) and processed 42 h later as described in Figure 3.3.4. A representative Western blot is

presented in (B) and quantification of three biological replicates is depicted in (C). (D, E) HEK293T
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were transfected with 5 pg of plasmid encoding for Flag-APC1 (lanes 1-6) and 5 pg of either an
empty vector (lane 1) or a plasmid encoding for the indicated HA-tagged Vpr (lanes 2-6). Cells
were processed as described in (B, C). A representative Western blot is presented in (D) and
quantification of three biological replicates is depicted in (E). (B, D) Quantifications were
determined as described in Figure 3.3.4. (C, E) Each dot indicates Flag-APC1 relative expression of

one biological replicate (n = 3). Bar graphs represent the median.
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HIV-1 Harboring Vpr N28S-G41N Double-Mutation do not Impact HIV-1

Replication in Primary CD4* T Cells and Macrophages

Having identified substitution mutations that abrogate APC1 degradation by Vpr, we next
assessed the impact of these mutations on HIV-1 replication in activated primary CD4* T cells and
primary monocyte-derived macrophages (MDMs). The N28S and G41N point mutations were
introduced by site-directed mutagenesis in the CCR5 tropic HxBru-ADA-GFP infectious molecular
clone (Richard et al. 2010) and viruses validated for Vprs ability to mediate a G2/M cell cycle arrest
during infection of the T cell line MT4. As shown in Figure 3.3.9A, vesicular stomatitis virus G
glycoprotein (VSV-G) pseudotyped viruses expressing WT or N285S-G41N double-mutant Vpr, but
not Vpr-deficient virus, induced a G2/M cell cycle arrest with similar efficiency during infection of
MT4 cells, indicating that the proteins were likely expressed and further validating that Vpr
mutations that impair APC1 degradation do not impact Vpr-mediated G2/M cell cycle arrest. We
then infected activated primary CD4* T cells at different multiplicities of infection and followed
the replication of the viruses over 6 days (Figure 3.3.9B). As indicated by the percentage of
GFP* cells, expression of Vpr did not confer any detectable replicative advantage in primary
CD4* T cells, as previously reported (186). In fact, the three isogenic viruses displayed very similar
spreading of infection in these cells indicating that expression of neither WT nor Vpr mutant

N28S-G41N had any impact on HIV-1 replication in this system.

Lastly, we tested the effect of the N285-G41N double-mutation on viral replication in
MDMs, a system where expression of Vpr was reported to provide a replication advantage (506).
While the virus encoding WT Vpr did spread more efficiently than the Vpr-deficient virus in
MDMs, no difference in replication kinetics was observed between the WT HxBru-ADA-GFP and
the Vpr double-mutant virus (Figure 3.3.9C and D). Furthermore, at three days after infection, we
assessed Vpr expression levels in infected MDMs by flow cytometry. In clear contrast to the Vpr-
deficient virus, we detected a Vpr signal for both the WT and the Vpr double-mutant viruses,
indicating that these viruses properly expressed a functional Vpr (Figure 3.3.9E). Altogether, these
results indicate that mutations abrogating Vpr-mediated APC1 degradation do not impede HIV-1

replication in primary CD4* T cells nor macrophages, suggesting
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(A) MT4 cells were infected with VSV-G pseudotyped HxBru-ADA-GFP viruses, expressing the
indicated Vpr, at a multiplicity of infection (MOI) of 0.75 or left mock infected. Twenty-four hours
later, cells were harvested and the cell cycle profile of the indicated population (GFP~ or GFP*)
analyzed. G2/M:G1 ratios were calculated and indicated above each histogram. (B) Activated
primary CD4* T cells were infected with VSV-G pseudotyped HxBru-ADA-GFP viruses expressing
the indicated Vpr, at MOI of 0.1 and 0.5. The percentage of GFP* cells was monitored daily for
up to 6 days post-infection by flow cytometry. (C) Primary MDMs were infected with
VSV-G pseudotyped HxBru-ADA-GFP viruses, expressing the indicated Vpr, at a MOI of 1 for up to
15 days post-infection. Viral spread was monitored every three days by determining the
percentage of GFP* cells by flow cytometry. (D) Area under the curves for each condition from
donors in (C) was determined using GraphPad Prism and the relative infection spread for
each condition calculated by setting the data obtained for individual donor infected with
HxBru-ADA-GFP VprWT virus to 1. ** indicates statistically significant difference (P values <0.01)
between HxBru-ADA-GFP dVpr and both the WT and the N28S-G41N Vpr viruses as determined
by two-tailed Mann Whitney. (E) Primary MDMs were infected as indicated in (C). Three days
later, Vpr levels were assessed in the GFP* population by flow cytometry. Geometric mean

fluorescent intensity (MFI) are indicated in the parentheses.
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that the interplay between HIV-1 Vpr and APC/C might influence other aspects of HIV-1

pathogenesis.

Discussion

Many studies have employed proteomic approaches to define the HIV-1 Vpr interactome
to ultimately identify Vpr partners/targets. Both the Krogan and the Skowronski groups analyzed
the Vpr interactome by using AP-MS, respectively in both HEK293 & Jurkat cells or CEM.SS cells,
leading to the identification of new Vpr partners/targets including HLTF (640, 689). More recently,
the impact of HIV-1 infection and specifically Vpr on the cellular proteome has been analyzed,
using a SILAC approach, by the Margottin group in Hela cells and more extensively by the Lehner
group in CEM T4 cells (639, 690). Indeed, the latter study identified almost two thousand proteins
that are directly or most-likely indirectly modulated by Vpr during HIV-1 infection (690). Both
approaches are complementary since, for instance, Jager et al. identified the SMN complex as a
potential Vpr partner/target while Greenwood et al. successfully demonstrated Vpr abilities to
deplete components of the SMN complex by SILAC and more conventional biochemical
approaches (689, 690); furthermore, Hrecka et al. and Lahouassa et al. used respectively an AP-

MS and a SILAC approaches to identify HLTF as a Vpr target (639, 640).

However, given the pull-down approach used to identify partners/targets, transient or
unstable interactions of proteins or protein complexes with Vpr are likely to have been missed,
suggesting that the Vpr interaction network is most probably underestimated. To further define
the Vpr interaction network and identify novel Vpr targets/partners, we used a proximity labelling
approach called BiolD (730). One major strength of BiolD is to provide in cellulo tagging of not
only stable, but also weak or transient proximal proteins and to allow their identification,
following a harsh cell lysis conditions, using mass-spectrometry. Using this approach with WT Vpr
as well as well characterized Vpr mutants (Q65R and R80A we report the identification of 352
preys (Figure 3.3.1), including well known Vpr partners such as DCAF1 and DDB1 (550-552), as
well as individually characterized targets such as UNG (659), EXO1 (610) or complexes like the
RISC loading complex (714) and the SMN complex (689, 690). Of the 352 preys, 152 preys were
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found in AP-MS analyses conducted by the Krogan or the Skowronski groups (640, 689), leading
to the identification of 200 new proteins that were previously not detected (Figure 3.3.2A and B).
Analysis of Vpr proximity interaction network reveals that in addition to being in close proximity
to components involved in DNA damage and cell cycle processes, Vpr was in close proximity with
proteins implicated in centrosome regulation (713), RNA processing (689, 690), and gene

expression (589, 619, 623), as reported by previous studies (Figure 3.3.2B and C).

In this study, we focused on APC/C as a HIV-1 Vpr target and provide evidence that Vpr
forms a physical complex containing APC1 and the APC/C coactivators CDH1/CDC20, to mediate
the degradation of APC1, a central scaffolding component of APC/C (Figure 3.3.4 and 3.3.6). As
for previously reported Vpr targets (554, 579, 610, 619, 639, 640, 659, 713, 714), our results
suggest that APC1 degradation relies on the recruitment of a functional DCAFlcom by Vpr
through DCAF1 binding as well as a functional proteasome (Figure 3.3.5). These results support a
model in which Vpr would form a complex with APC1 and recruit DCAFlcom to induce the
polyubiquitination and proteasomal degradation of central scaffolding component of APC/C, a
condition that is likely to impair APC/C activity (750). While AP-MS analyses suggested an
interplay between Vpr and CDC20 (640), more studies are warranted to directly assess whether

Vpr selectively targets APC/CPH or/and APC/CP¢?0 (Figure 3.3.6).

Interestingly, we show that Vpr-mediated APC1 degradation activity is conserved in the
tested transmitted/founder variants, suggesting that the interplay between HIV-1 Vpr and APC/C
might be a conserved feature of primary HIV-1 strains. We also found that the Vpr variant derived
from the laboratory-adapted virus NL4.3 does not mediate APC1 degradation, further supporting
the notion that APC1 depletion and G2/M cell cycle arrest are two distinct Vpr activities.
Mutagenic analysis of Vpr identified residues N28 and G41 as critical for Vpr-mediated APC1
degradation (Figure 3.3.8). Whether these residues play an important role for the formation of a
complex containing Vpr and APC/C remains to be determined. Importantly, the fact that some
HIV-1 Vpr variants display a conservation of these residues at these positions underlines further
the potential functional importance of Vpr-mediated APC1 degradation. This is not the first report

demonstrating that the laboratory-adapted NL4.3 virus behaves differently than primary isolate.
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For instance, Vpu variants from most HIV-1 primary strains downregulate HLA-C while the NL4.3

Vpu variant does not (960).

We found that mutations abrogating Vpr-mediated APC1 degradation, namely
N28S-G41N, do not impede viral replication in primary CD4* T cells nor in macrophages,
suggesting that the Vpr-APC1 interplay is not critical for HIV-1 replication at least in this cellular
setting. However, the conservation of this activity suggests that it might be important for other
aspects of HIV-1 pathogenesis. For instance, HIV-1 is heavily uracilated in macrophages given that
HIV-1 reverse transcriptase (RT) fails to distinguish dTTP and UTP during reverse transcription
(646, 647). Mis-incorporation of non-canonical dNTPs into the HIV-1 genome is reported to result
in mutations or sensing of the viral genome as “non-self” (646, 649). The fact that key regulators
of the dTTP pool, namely TK1 and TMPK, are modulated by APC/C®®H! and APC/C respectively
(826, 828), raise the interesting possibility that by targeting APC/C, Vpr might increase TK1 and
TMPK levels to increase dTTP levels relative to UTP in non-cycling macrophages and therefore
allow a preferential incorporation of dTTP during reverse transcription. Whether Vpr-mediated
APC1 degradation impacts the dTTP pool as well as HIV-1 genome uracilation and/or sensing

during infection of macrophages warrants further investigations.

Several viral proteins are known to interact with APC/C and consequently to impair APC/C
functions during viral infection. For instance, human T cell lymphotropic virus type 1 Tax
prematurely activates APC/CP¢20 (883), while ORF virus PACR acts as a competitor of the APC11
subunit (887) and chicken anemia virus Apoptin associates and displaces APC/C to promyelocytic
leukaemia (PML) nuclear bodies (870). In most cases, the impact of targeting of APC/C on viral
replication remains unclear (865). Interestingly, the interplay between APC/C and its coactivators
is regulated by the PP2A phosphatase (961). The adenovirus protein E4orf4 binds the PP2A
regulatory B55a subunit and thereby mediates CDK-dependent CDC20 and CDH1
phosphorylation, leading to premature APC/CtP20 activation and inhibition of APC/CtPH! (868).
Given that recent studies have reported that HIV-1 Vif mediates the degradation of the PP2A
phosphatase subunit called PPP2R5AF (452, 454), it will be interesting to determine whether the
phosphorylation status of APC/C and its coactivators is affected upon Vif expression. Indeed,

some HIV-1 strains might employ multiple accessory proteins and processes to modulate APC/C
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functions. This redundant concept of modulating APC/C by several accessory proteins might be a

strong a priori evidence of APC/C biological relevance with respect to HIV-1 pathogenesis.

Materials and Methods

Cells

HEK293T and Hela cells were cultured in DMEM (Wisent #319-005-CL) supplemented with
10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS; Wisent #080-150 or GE Hyclone #SH30396.03).
HEK293 Flp-In T-REx (736) and Hela Flp-In T-REx (from Stephen Taylor (University of Manchester
(962))) were cultured as HEK293T and Hela except that media was supplemented with 15 pg/mL
blasticidin (InvivoGen #ANT-BL-1). MT4 CD4"* T cells were cultured in RPMI (Wisent #350-000-CL)

supplemented with 10% heat-inactivated FBS.

Peripheral blood samples were obtained from HIV- and HCV-seronegative adults (of either
gender). Research protocols for the use of human blood cells were approved by the Research
Ethics Review Board of the Montreal Clinical Research Institute (IRCM). All participants had given
written informed consent and all studies were in compliance with the Declaration of Helsinki.

MDMs and CD4* T cells were obtained as previously described (963, 964).

Plasmids

HA-Vpr plasmids: HIV-1 Vpr were obtained by amplification from source plasmids (WT and
mutants (Q65R, S79A, R80A) Bru (550); Lai ; NL4.3 ; RHGA (#12421), STCOr1 (#12417) and WARO
(#12419) were obtained from Beatrice Hahn (University of Pennsylvania (959) through the NIH
AIDS Reagent Program)), HA-tagged and ligated into a modified pDEST-pcDNA5-BirA-FLAG N-term
(737) using Hindlll and Xhol restriction sites. Single Bru mutants (H15Y, N28S and G41N) were
obtained by Gene Art Gene Synthesis (Thermo Fisher Scientific) and cloned as indicated above.
Vpr double-mutants (H15Y-N28S, H15Y-G41N and N28S-G41N) were generated in the single
mutant plasmids using site-directed mutagenesis (SDM; New England Biolabs (NEB) # E0552S)
with the following primer pairs: N28S (F: GGAGCTTAAGAGTGAAGCTGTTAG; R:
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TCTAAAAGCTCTAGTGTCC; Tm = 59°C); G41N (F: TTGGCTCCATAACTTAGGGCAAC; R:
ATCCTAGGAAAATGTCTAAC; Tm =57°C).

BiolD plasmids: WT Vpr (Bru variant) and Vpr mutants (Q65R and R80A) were fused at the
N-terminal with BirA*-Flag- by Gateway cloning strategy in pDEST-pcDNA5-BirA-FLAG N-term
using pDONR-221 (Invitrogen - Thermo Fisher Scientific) as an intermediate. pDEST-pcDNA5-BirA-
FLAG N-term and pDEST-pcDNA5-FLAG-NLS-BirA constructs were provided by Anne-Claude

Gingras (The Lunenfeld-Tanenbaum Research Institute (737)).

pOG44 plasmid, encoding the Flp-Recombinase used to generate the stable cell lines, was
obtained from Invitrogen (Thermo Fisher Scientific #V600520); Flag-APC1 encoding plasmid was
provided by Jose Teodoro (McGill University); Flag-HLTF encoding plasmid was provided by Jacek
Skowronski (Case Western Reserve University (640)); Myc-CDH1 (Addgene #11595) and Myc-
CDC20 (Addgene #11593) encoding plasmids were provided by Marc Kirschner (Harvard Medical
School (965)).

Stable cell line generation, BiolD and LC-MS/MS

HEK293 Flp-In T-REx and Hela Flp-In T-REx stably expressing inducible HA-Vpr or BiolD
constructs (see above) were generated using the Flp-In T-REx system (Thermo Fisher Scientific
(743)) and BiolD screens were performed as previously described (736, 737). Briefly, two 150-mm
plates (around 13x10° cells) HEK293 Flp-In T-REx or Hela Flp-In T-REx cells inducibly expressing
Flag-NLS-BirA*, BirA*-Flag-VprWT, BirA*-Flag-VprQ65R or BirA*-Flag-VprR80A were induced with
0.5 pg/mL doxycycline and treated with 50 uM D-biotin (BioBasic #8B0078) for 6 or 24 hours.
HEK293 based cell lines treated for 6 hours were also treated with 10 uM proteasome inhibitor
MG-132 (Calbiochem - MilliporeSigma #474787) to prevent proteasomal degradation of potential
Vpr targets. After induction, cells were washed once in phosphate-buffered saline (PBS) and lysed
for 1 hour at 4°C on wheel in RIPA-DOC buffer (140 mM NaCl, 8 mM Na;HPO4, NaH2POs, 1% NP-
40, 0.05% SDS, 5 g/L sodium deoxycholate, 1x cOmplete mini protease inhibitor cocktail (Roche -
MilliporeSigma #11836145001), pH 7.2) supplemented with 200 U Benzonase (EMD Millipore
#70664) per sample. Samples were then sonicated (450 Sonifier, Branson Ultrasonics

Corporation) on ice for 30 seconds (3 x (10 sec ON, 5 sec OFF cycle)) at 20 W. Following sample
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clarification (5 min, 10 000 g, 4°C), 4 mg of proteins were mixed with 200 uL of prewashed
streptavidin sepharose high performance beads (GE Healthcare #17-5113-01) and incubated on
wheel for 3 to 4 hours. Beads were washed once in RIPA-DOC buffer and four additional times in

50 mM ammonium bicarbonate (pH 8.5).

The on-bead proteins were digested and harvested as previously described (736). Peptides
were then reduced, alkylated and detergent residue removed by MCX (96-well Oasis MCX
pElution plate; Waters #186001830BA) following manufacturer’s instructions. After elution in
10% ammonium hydroxide / 90% methanol (v/v), samples were dried, reconstituted in 5% formic
acid and injected on a LTQ Orbitrap Velos equipped with a Proxeon nanoelectrospray Flex ion

(Thermo Fisher Scientific) source as previously described (736).

Mass Spectrometry Data Analyses

Raw mass spectrometry files were analyzed with the search engines Mascot, XTandem!,
and Comet through the iProphet pipeline integrated in Prohits (966), using UniProt database
(v20160623) supplemented with ''common contaminants" from the Max Planck Institute

(http://maxquant.org/downloads.htm), the Global Proteome Machine (GPM;

http://www.thegpm.org/crap/index.html) and decoy sequences. The parameters were set with

trypsin specificity (two missed cleavage sites allowed), variable modifications involved Oxidation
(M), Deamidation (NQ), Biotin (K), Biotin (N-Term) and Ubiquitin (K), and fixed modification was
set with Carbamidomethyl (C). The mass tolerances for precursor and fragment ions were set to
15 ppm and 0.6 Da, respectively, and peptide charges of +2, +3, +4 were considered. The resulting
searches results were individually processed by PeptideProphet and peptides were assembled
into proteins using parsimony rules first described in ProteinProphet using the Trans-Proteomic
Pipeline (TPP) with the following settings: -p 0.05 -x20 -PPM —“DECQY”; iProphet options: pPRIME

and PeptideProphet: pP.

Interaction Scoring

To estimate interaction statistics, we used SAINTexpress (v3.6.1) on proteins with iProphet
protein probability > 0.9 and unique peptides > 2 (967). Each of the proteomics datasets (HEK293

(6 or 24 hours) and Hela (24 hours)) was compared separately against their respective negative
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control (Flag-NLS-BirA*). SAINT analyses were performed with the following settings: nControl:2,
nCompressBaits:2 (no baits compression). Interactions displaying a BFDR < 0.02 were considered
statistically significant and kept. Unfiltered contaminants, such as Keratin, BirA* and beta-

galactosidase were considered as contaminants and removed.

Bioinformatics Analyses

Proteomic data and annotation databases, such as BioGRID (human v3.4.164),
Uniprot (human, released on October 2017) and Gene Ontology (GO) Annotation Database were
imported into a local MySQL database (968). Graphical representations of protein-protein
networks were generated with Cytoscape (v3.7.0). Network augmentations of our BiolD screens
was performed by extracting prey-prey interactions from the human BioGRID network and from
Cytoscape’s PSICQUIC Web Service client (released on October 2018) searching the IntAct,
iReflIndex, Reactome and Uniprot databases. Individual network from the HEK293 (6 and 24
hours) and Hela (24 hours) were merged together into one Vpr proximity interaction network
and clustered using GO enrichment analysis and PANTHER Classification System

(http://geneontology.org/). Interactions were clustered and the following functions were

extracted: response to DNA damage, cell cycle, RNA processing and gene expression; based on

the GO associated to each node within the network.

Transfection and Cycloheximide Treatment

HEK293T were transfected with the indicated plasmids using the calcium phosphate
precipitation method. Forty-two hours post-transfection, cells were treated with 20 pg/mL
cycloheximide (Calbiochem - MilliporeSigma #239764) to inhibit translation, allowing the analysis
of a preset pool of proteins. Six hours post-treatment, cells were harvested and processed for

immunoblotting by Western blot.

SDS-PAGE and Western Blot Analysis

Cells were lysed in RIPA-DOC buffer for > 30 min at 4°C. Lysates were then clarified
by centrifugation (5 min, 10 000 g, 4°C), protein amounts quantified by Bradford
assay (Bio-Rad #5000006) and analyzed by Western blotting as previously described (550). The
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following primary antibodies were used: a-HA (BioLegend #901513); a-Flag (MilliporeSigma
#F3165); a-Myc (MiliporeSigma #C3956); a-HLTF (Bethyl #A300-230A); a-DCAF1 (Bethyl #A301-
887A); a-Actin (MP Biomedicals #0869100); o-GAPDH (BioLegend #649202). Horseradish
peroxidase (HRP)-conjugated secondary antibodies were from Bio-Rad (#170-6515 & #170-6516).

Quantification of bands was performed using Image J (v1.52).

SiRNA-Mediated Protein Knockdown

DCAF1 knockdown in HEK293T was performed with lipofectamine RNAIMAX (Thermo
Fisher Scientific #13778150) according to the manufacturer instructions and as previously
described (550). The following siRNAs were used: DCAF1 (Dharmacon #M-021119-01); scrambled
(Dharmacon #D-001210-02). After siRNA transfection, cells were subjected to transfection of

plasmids of interest using the above-mentioned protocol.

Co-Immunoprecipitation

Forty-eight hours post-transfection, HEK293T cells were washed once in DMEM, harvested
and lysed in ice-cold Triton lysis buffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris, 0.5% Triton X-100, 1x cOmplete
mini protease inhibitors without EDTA (Roche - MilliporeSigma #11873580001), pH 7.25) for
30 min and clarified (5 min, 10 000 g, 4°C). For HA co-IP, 1.5 mg of proteins were mixed with
50 pL a-HA agarose beads (MilliporeSigma #A-2095) and incubated at 4°C for 3 hours on wheel.
For Flag and Myc co-IP, 1.5 mg of proteins were mixed with 2.5 pug a-Myc antibody
(MilliporeSigma #C3956) or 5 pg a-Flag antibody (MilliporeSigma # F3165), incubated at 4°C, and
after 2 hours, 100 uL protein A - sepharose beads (Invitrogen - Thermo Fisher Scientific #101041)
were added to the mixture. Following an incubation of 1 hour at 4°C, beads were washed three
times in lysis buffer, resuspended in Laemmli buffer, boiled for 5 min and loaded on SDS-PAGE for

Western blotting analysis.

Cell Cycle Analysis

Cell cycle analyses of transfected HEK293T or of infected MT4 were performed by flow
cytometry (BD FACS Calibur, Becton Dickinson) as previously described (713). The ModFit
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mathematical model (v4.1.7, Verity Software House) was used to determine the proportion of

cells in G1 and G2/M phases and ratio G2/M over G1 calculated.

Confocal Microscopy

APC1 and HA-Vpr localization was determined by confocal microscopy as previously
described (576). HA-Vpr inducible Hela cells were treated with 0.5 pg/mL doxycycline for 16-18
hours. Cells were fixed, permeabilized and incubated with a-HA (1/500; BioLegend #901513) and
a-APC1 (1/250; Abcam #ab133397) for 1h at 37°C. The following secondary antibodies were used
for 30 min at 37°C: a-mouse Alexa Fluor 488 (1/500; Invitrogen - Thermo Fisher Scientific #A-
11001) and a-rabbit Alexa Fluor 647 (1/500; Invitrogen - Thermo Fisher Scientific #A-21244).
Pictures were acquired using 43x or 63x oil immersion objectives on an inverted confocal
microscope LSM710 (Zeiss). APC1 and HA-Vpr colocalization was determined using Image)

(v1.52).

Vpr Sequence Alignments
Primary amino-acid sequences from Bru and NL4.3 Vpr variants were aligned
using Clustal Q from European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI;

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/; v1.2.4). The percentage of conservation of Vpr

residues at position 28 and 41 was determined using nucleotide sequences from 4 835 HIV-1
strains obtained from the HIV Sequence Database (Los Alamos National Laboratory;

http://www.hiv.lanl.gov/), translated and aligned with Jalview (v2.11.0).

Proviral Constructs, Viral Production and Infection

Isogenic proviruses HxBru-ADA-GFP encoding WT Vpr or defective for Vpr (dVpr) were
previously described (141). HxBru-ADA-GFP harboring N28S-G41N Vpr double-mutation was
generated by SDM and validated by sequencing. Infectious VSV-G-pseudotyped HIV-1 viruses
were produced by transfection of proviral construct with plasmid encoding VSV-G in HEK293T by
using calcium phosphate transfection method (141). After 48 hours, culture supernatant was

harvested and ultracentrifuged onto a 20% sucrose cushion to concentrate viruses. Viral titers
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were determined by analyzing the percentage of GFP* cells in infected Hela cells by flow

cytometry at 24 hours post-infection.

MT4 cells were infected at MOI of 0.75 and processed for cell cycle analysis 24 hours later.
MDMs were infected at MOI of 1 and the percentage of infection was determined by
measurement of GFP by flow cytometry (SA3800 Spectral Analyzer; Sony Biotechnology) every
three days (963). Primary CD4* T cells were infected at a MOI of 0.1 and 0.5 and the percentage
of GFP positive cells monitored daily by flow cytometry (964).

Immunostaining and Flow Cytometry

MDMs were infected as described above. After three days, cells were harvested, fixed
with 4% formaldehyde, permeabilized with 0.2% Triton X-100 and blocked as previously
described (963). Vpr was detected by immunostaining using an o-Vpr monoclonal primary
antibody (1/200; clone 8D1; obtained from Yukihito Ishizaka (National Center for Global Health
and Medicine, Tokyo, Japan (969), commercially available: Cosmo Bio #CAC-NCG-MO01-1)) and a
secondary a-mouse Alexa Fluor 647 antibody (1/100; Invitrogen - Thermo Fisher Scientific #A-
21236). Vpr levels were determined on the GFP* population by flow cytometry (BD LSRFortessa,

Becton Dickinson) and analyzed using FlowJo (v9.3.2).

Statistics

Statistical analyses were done using GraphPad Prism 5.03 or 8.2.1. P values of less
than 0.05 were considered statistically significant. *, ** and *** indicate statistically significant
differences (P values < 0.05; < 0.01; < 0.001 respectively) relatively to the no Vpr control as

determined by two-tailed paired Student’s t-tests or as indicated.
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Chapitre 4

La protéine Vpr du VIH-1 module I'homéostasie

des centrosomes






1. Introduction spécifique

Les centrosomes sont des organelles non-membranaires localisés a proximité du noyau
cellulaire. lls sont essentiels a la division cellulaire et composent le centre cellulaire organisateur
des microtubules, aussi appelé MTOC (970). lls sont composés d’une paire de centrioles (une
mere et une fille) entourées d’une matrice appelée matrice péricentriolaire (PCM). C'est de cette

structure que proviendront les microtubules et, durant la quiescence, les cils ou flagelles (971).
1.1. Les centrosomes

1.1.1. Duplication des centrosomes

Les cellules en phase G1 du cycle cellulaire possédent un centrosome, composé de deux
centrioles, qui devra se dupliquer afin d’obtenir deux paires de centrioles. Ces deux paires de
centrioles sont essentielles pour permettre la bonne séparation des chromosomes durant la
mitose (972-974). Le cycle de duplication des centrosomes est régulé parallélement au cycle
cellulaire et commence a la transition G1/S. Ce mécanisme dépend notamment de |’expression
de la protéine SAS6 (975). En G1, SAS6 est dégradé par APC/CPH! afin de prévenir la duplication
prémature des centrosomes (976). La protéine FBXW5, également dégradée par APC/CPH?, fait
partie d’un autre complexe d’E3 ubiquitine ligase (SCFF®W>) capable de médier la dégradation
de SAS6 (798). Comme le complexe APC/CPH! est progressivement inactivé en fin de G1, les
niveaux de FBXW5 augmenteront et le complexe SCFF®*W> se formera; ce mécanisme permettra
alors de garder SAS6 a un faible niveau (798). En début de phase S, FBXWS5 sera phosphorylée par
la kinase PLK4, menant a I'inactivation du complexe d’E3 ubiquitine ligase SCFTBW> et ultimement
a une hausse des niveaux de SAS6 (798). L'augmentation des niveaux de SAS6 initiera alors la

duplication des centrioles (976-978).

Une fois la duplication des centrosomes initiée et les procentrioles formées, celles-ci
seront alors allongées. Ce mécanisme est régulé négativement par plusieurs protéines incluant
notamment OFD1 et CP110 (979-981). Ces protéines sont localisées a I'extrémité distale des
centrioles et empécheront leur élongation (980-982). Afin de permettre I’élongation des

centrioles, CP110 sera dégradée par les complexes d’E3 ubiquitine ligase SCFOinF et/ou
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EDD-DYRK2-DDB1PCA! (983, 984). De maniére intéressante et bien que le mécanisme soit peu
défini, la dégradation de CP110 par le complexe EDD-DYRK2-DDB1PA*1 pourrait étre contrecarrée
par une interaction de la E3 ligase avec la protéine centrosomale CEP78 (984). La dégradation de
CP110 et OFD1 permettra I'allongement des centrioles et I'obtention de deux paires de centrioles

matures.

1.1.2. Matrice péricentriolaire et microtubules

Comme mentionné précédemment, une matrice péricentriolaire se trouve a la base des
centrosomes. La PCM est composée de protéines dont le but est d’initier et d’ancrer les
microtubules aux centrosomes (985-987). L'ancrage des microtubules aux centrosomes est
effectué par un mécanisme peu compris mais qui impliquerait, entre autres, les protéines
Péricentrine (PCNT), Ninéine, AKAP450, NLP, ASP et la protéine centrosomale CEP83 (988, 989).
Toutefois, il semblerait que la phosphorylation de la protéine PCM1, également associée a la PCM,
soit un élément critique permettant la maturation des centrosomes. En effet, la phosphorylation
de PCM1 par la kinase PLK1, induit la relocalisation de PLK1 aux centrosomes en début de
mitose (990). Ce recrutement de PLK1 par PCM1 au niveau des centrosomes permet notamment
le recrutement de la Tubuline y, qui est I'élément de base des microtubules et qui permettra
I'assemblage des dimeres de Tubulines aff et conséguemment |'allongement des microtubules.

C’est le mécanisme de nucléation des microtubules (991-996).

Une fois que les microtubules seront convenablement ancrés aux kinétochores, le
complexe MCC sera activé, se désassemblera et permettra I'activation d’APC/C®P“°, Comme
introduit précédemment, ce complexe médiera notamment la dégradation de la protéine

Sécurine, permettant ainsi la séparation des chromatides (774, 821, 844).

1.2. Centrosomes et VIH-1

1.2.1. Importance des centrosomes pour les étapes précoces de l'infection
du VIH-1
Le VIH-1, comme les autres rétrovirus, doit naviguer a travers le cytoplasme pour accéder

au noyau cellulaire. Pour ce faire, il utilisera le réseau de microtubules et les filaments
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d’actine (218, 221, 230, 231). Dans le cas des microtubules, la protéine de capside du virus liera
I'adaptateur de la Kinésine 1 appelé FEZ1. Cette liaison entre la capside et FEZ1 permet au
complexe de préintégration d’utiliser le systéme de transport kinésine/microtubules, comme un
cargo, afin de rejoindre le MTOC puis le noyau cellulaire (220, 223). Notons que la capside peut
aussi interagir avec la protéine adaptatrice BICD2 afin de recruter le complexe Dynéine-Dynactine

et ainsi exploiter les filaments d’actine pour se rendre au noyau cellulaire (217, 230, 231).

En plus d’exploiter les microtubules, le virus semble capable d’induire leur stabilisation.
En effet, il a été démontré que la protéine de matrice recrute la kinésine KIF4. Ce recrutement de
KIF4 par la matrice permet le recrutement subséquent de la protéine cellulaire EB1; une protéine
qui est essentielle a l'acétylation des microtubules, une modification post-traductionnelle
permettant leur stabilisation (997-1001). Cette stabilisation des microtubules durant les étapes
précoces du cycle de réplication virale a été associée a une plus grande capacité du virus a
rejoindre le noyau cellulaire et donc & une augmentation de I'infection (1000). A I'inverse, la
déstabilisation du réseau de microtubules, notamment par la protéine Moésine, corréle avec une
inhibition de I'infection par le VIH-1 (219, 1002). La stabilité des microtubules est donc essentielle
a l'infection du VIH-1 dans la mesure ou la stabilisation et la déstabilisation des microtubules

stimule et inhibe respectivement I'infection (219, 222, 1000, 1002).

1.2.2. Relation entre Vpr et centrosomes

Vpr est une autre protéine virale capable de promouvoir le trafic du PIC au noyau
cellulaire, une activité qui semblerait étre reliée au recrutement de la Dynéine par Vpr (224). A
contrario, il a été rapporté qu’une fois I'infection établie dans les macrophages, Vpr délocaliserait
EB1 des microtubules afin de prévenir le recrutement de la Dynéine et possiblement I'assemblage
des microtubules (1003). Cette activité de Vpr permettrait notamment d’inhiber la maturation
des phagosomes en phagolysosomes (1003). Enfin et bien que le mécanisme d’action soit peu
clair, il semblerait que Vpr induise des duplications des centrosomes. Ceci ménerait a une
surabondance de fuseaux mitotiques et a des défauts mitotiques ainsi qu’a des défauts de

cytodiérése (1004-1006).
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2. Mise en contexte du chapitre

2.1. Rationnelle et objectifs du chapitre

Les centrosomes et le réseau de microtubules sont des éléments critiques a I'infection par
le VIH-1. Etant donné que la protéine virale Vpr est encapsidée et est retrouvée au niveau du PIC,
et qu’elle semble avoir une activité sur les centrosomes, il n’est donc pas surprenant de constater
que de nombreuses composantes des centrosomes ont été retrouvées dans I'analyse BiolD des

partenaires a proximité de Vpr (Chapitre 3).

L'analyse BiolD révéle que Vpr est a proximité de protéines présentes dans la matrice
péricentriolaire, incluant PCM1, PCNT, CEP170 ou encore ALMS1. Ces protéines sont notamment
impliquées dans la duplication des centrosomes et I'ancrage des microtubules (996, 1007-1011).
Nous y retrouvons également OFD1 qui régule I'allongement des centrioles (979, 1012); une
sous-unité de la Dynéine (DYNLL1) qui joue un réle dans le transport vésiculaire via les
microtubules (1013, 1014); ainsi que HAUSS et HAUS6 qui sont deux composantes d’un complexe
de huit protéines dont la fonction est de réguler I'intégrité des centrosomes, des microtubules et

des fuseaux mitotiques (1015, 1016).

Le groupe du Dr William Tsang (Institut de recherches cliniques de Montréal) a récemment
démontré que le complexe d’E3 ubiquitine ligase EDD-DYRK2-DDB1Pf! est impliqué dans la
dégradation de la protéine centrosomale CP110; un mécanisme menant a une élongation des
centrioles (984). Etant donné que deux des sous-unités du complexe d’E3 ligase dégradant CP110
font partie du complexe DCAF1 recruté par Vpr, Dr William Tsang a initié des études, en
collaboration avec notre laboratoire, visant a définir si le complexe EDD-DYRK2-DDB1P*! pouvait
étre un nouveau partenaire de Vpr et si la protéine CP110 pouvait étre une nouvelle cible de Vpr.
Cette étude a mené a l'identification de Vpr comme un modulateur de I'homéostasie des

centrosomes et de CP110 comme une nouvelle cible de Vpr (713).

2.2. Contribution au chapitre

L'idée d’étudier la relation entre Vpr, le complexe EDD-DYRK2-DDB1P¢Af1 et CP110 est une

idée originale du Dr William Tsang et de son étudiant Dr Delowar Hossain.
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Les résultats présentés dans ce chapitre ont été générés par :

- Figure 4.1.1 a Figure 4.1.5 : Dr Delowar Hossain

- Figure 4.1.6 : (A) moi-méme; (B-F) Dr Delowar Hossain

- Figure 4.1.7 et Figure 4.1.8 : Dr Delowar Hossain

- Figure 4.1.9: Infection et fixation des cellules : moi-méme; marquage et analyses par
microscopie : Dr Delowar Hossain

- Figure 4.1.10 : Dr Delowar Hossain

Les expériences ont été conduites et les résultats générés principalement par Dr Delowar
Hossain sous la supervision du Dr William Tsang et en partie par moi-méme sous la supervision

du Dr Eric A. Cohen.

3. Article #2

Statut de I'article : Publié dans The Journal of Biological Chemistry (713); article introduit

avec licence du journal autorisant sa publication dans le cadre de cette thése.
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Abstract

Viruses exploit the host cell machinery for their own profit. To evade innate immune
sensing and promote viral replication, the human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) subverts
DNA repair regulatory proteins and induces G2/M arrest. The pre-integration complex of HIV-1 is
known to traffic along microtubules and accumulate near the microtubule-organizing center. The
centrosome is the major microtubule-organizing center in most eukaryotic cells, but precisely
how HIV-1 impinges on centrosome biology remains poorly understood. We report that HIV-1
accessory protein viral protein R (Vpr) localizes to the centrosome through binding to DCAF1 and
forms a complex with the ubiquitin ligase EDD-DYRK2-DDB1P®AF! and CEP78, a resident
centrosomal protein previously shown to inhibit EDD-DYRK2-DDB1P“A*1, Vpr does not affect
ubiquitination of CEP78. Rather, it enhances ubiquitination of an EDD-DYRK2-DDB1PAF! substrate
CP110, leading to its degradation, and this effect can be overcome by CEP78 expression.
Down-regulation of CP110 and elongation of centrioles provoked by Vpr are independent of
G2/M arrest. Infection of T lymphocytes with HIV-1, but not with HIV-1 lacking Vpr, promotes
CP110 degradation and centriole elongation. Elongated centrioles recruit more y-tubulin to the
centrosome and results in increased microtubule nucleation. Our results suggest that Vpr is
targeted to the centrosome where it hijacks an ubiquitin ligase, disrupting organelle homeostasis

which might contribute to HIV-1 pathogenesis.

Introduction

Viruses are pathogens that infect all life forms and reproduce inside living cells. To do so,
they must be able to counteract and evade immune defenses and utilize cellular machinery from
the host for their own replication. Human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) belongs to the
lentivirus subgroup of retroviruses and is the causal agent of acquired immunodeficiency
syndrome (5, 1017). The HIV-1 genome encodes five proteins essential for viral replication and
four accessory proteins, namely, viral infectivity factor (Vif), viral protein U (Vpu), negative
regulatory factor (Nef), and viral protein R (Vpr) (161, 1018). These accessory proteins are not

absolutely essential for viral replication in vitro, but nevertheless play critical roles in viral
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infection, survival, and propagation in vivo (343,499, 552,579, 1019-1026). Vpr is among the least
characterized in terms of function and mechanism of action. As a predominantly nuclear protein,
Vpr is able to exert multiple effects on host cells by interacting with a cohort of cellular proteins
(343, 552, 554, 558, 560, 563, 579, 659, 663, 1025-1027). Among these, viral protein R binding
protein (VprBP/DCAF1) is the first protein identified to bind Vpr (519, 558). Current evidence
suggests that DCAF1 can function as a protein kinase (1028), a transcriptional repressor (1029),
and a substrate recognition subunit of two distinct multi-subunit ubiquitin ligases, EDD-DYRK2-
DDB1PAF! and CRL4PCAF1 (1030). EDD-DYRK2-DDB1P®Af! is composed of DYRK2, EDD, DDB1, and
DCAF1 subunits (1031), whereas CRL4P“AF! consists of Rocl, Cullin4, DDB1, and DCAF1 (556, 1032,
1033). Upon binding to an ubiquitin ligase, Vpr directs ubiquitination of novel substrates and
accelerates ubiquitination of native substrates, leading to their premature degradation (561, 579,

639, 640, 659, 1027).

In contrast to CRL4PAF1 which is present in the nucleus, EDD-DYRK2-DDB1PAF! exists in
two distinct subcellular compartments, the nucleus and centrosome, which comprises a pair of
centrioles surrounded by pericentriolar material from which microtubules emanate and elongate
(564, 984). In the nucleus, EDD-DYRK2-DDB1P"! functions to suppress telomerase activity by
targeting telomerase reverse transcriptase TERT for ubiquitination and degradation (564). The
downregulation of TERT is further enhanced by Vpr binding to EDD-DYRK2-DDB1Pf! (563). On
the other hand, EDD-DYRK2-DDB1P®*1 at the centrosome is known to ubiquitinate and induce
the degradation of CP110, a protein which controls centriole length (980, 981, 984, 1034, 1035).
The ability of EDD-DYRK2-DDB1PA! to ubiquitinate CP110 is subjected to regulation by CEP78, a
resident centrosomal protein which directly associates with, and inhibits, EDD-DYRK2-DDB1PCAF!
in a cell cycle-dependent manner (984). It is currently unknown if Vpr has the capacity to hijack

EDD-DYRK2-DDB1PAF1 gt the centrosome.

The centrosome is the major microtubule-organizing centers in most eukaryotic cells and
acts as a central hub for coordinating a multitude of cellular events. Various molecules and cargos
are known to transit through this organelle (1036). The viral core of HIV-1 disassembles upon
entry into the host cells and the resulting pre-integration complex traffics along microtubules and

accumulates near the microtubule-organizing center (217, 221, 222, 1000). Another study
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reported that HIV-1 sub-viral particles accumulate at the centrosome under resting T cells through
an unknown mechanism and resumes infection upon stimulation (1037). Interestingly, Vpr has
been observed to disrupt certain protein interactions at the centrosome (1038) and induce
centrosome amplification and multipolar spindle formation (1005, 1039), suggesting that this viral
protein is capable of exerting an effect on the centrosome, either directly or indirectly. In spite of
these observations, the extent to which Vpr modulates different aspects of centrosome biology

and the underlying mechanisms have not been studied in detail.

Results

Vpr Binds to CEP78 and EDD-DYRK2-DDB1°“*! and Localizes to the Centrosome

We have recently demonstrated that CEP78 forms a complex with EDD-DYRK2-DDB1PAF!
through DCAF1 (984). Given that Vpr is known to associate with DCAF1 (519, 558), we first asked
if Vpr and CEP78 interact. Endogenous CEP78 and DCAF1 coimmunoprecipitated with HA-Vpr in
HEK293 cells (Figure 4.1.1A and B). When DCAF1 was depleted with siRNA, very little CEP78 was
detected in Vpr immunoprecipitates (Figure 4.1.1A). Moreover, endogenous DCAF1 and CEP78
bound to wild type Vpr, but neither protein interacted with a Vpr mutant refractory to DCAF1
binding (VprQ65R) (Figure 4.1.1B). Thus, Vpr is likely to associate with CEP78 through DCAF1, and
these results are consistent with the findings that the Vpr- and CEP78-binding sites of DCAF1 are
non-overlapping. Vpr binds to the WD40 domain of DCAF1 (551, 558), whereas CEP78 binds to
the acidic domain of DCAF1 (984).

Next, we explored whether Vpr might specifically bind to the CEP78/EDD-DYRK2-
DDB1PF1 complex, which normally forms at the centrosome. We expressed Flag-CEP78 and
HA-Vpr in HEK293 cells, performed anti-Flag immunoprecipitations, and demonstrated that
CEP78 binds to EDD-DYRK2-DDB1P®F! but not to CRLAPAF1 as expected (984), and Vpr (Figure
4.1.1C). Wild type Vpr co-localized with endogenous CEP78 in = 20-25% of transfected Hela cells,
indicating that this viral protein is targeted to the centrosome in some contexts (Figure 4.1.2A

and B). In contrast, VprQ65R did not exhibit centrosomal localization (Figure 4.1.2A and B). Taken
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Figure 4.1.1. Vpr Interacts with CEP78 and EDD-DYRK2-DDB1PA*! Through DCAF1

A) HEK293 cells were transfected with NS (non-specific) or DCAF1 siRNA, followed by

plasmid expressing HA-Vpr wild type (WT). Lysates were immunoprecipitated with an anti-HA

antibody and Western blotted with the indicated antibodies. IN, input. a-tubulin was used as

loading control. B) HEK293 cells were transfected with plasmid expressing HA, HA-VprWT, or HA-

Vpr mutant refractory to DCAF1 binding (Q65R). Lysates were immunoprecipitated with an anti-

HA antibody and Western blotted with the indicated antibodies. IN, input. C) HEK293 cells were

co-transfected with plasmids expressing Flag-CEP78 and HA or HA-VprWT. Lysates were

immunoprecipitated with an anti-Flag antibody and Western blotted with the indicated

antibodies. IN, input.
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Figure 4.1.2. Vpr but not VprQ65R Localizes to the Centrosome

A) Hela cells transfected with plasmid expressing HA, HA-VprWT, or HA-VprQ65R were
processed for immunofluorescence and stained with antibodies against HA (green) and
CEP78 (red). DNA was stained with DAPI (blue). Scale bar, 2 um. B-C) The percentage of
HA-expressing cells showing centrosomal localization of Vpr (B) or no centrosomal CEP78 staining
(C) was determined. For (B-C), at least 100 cells were scored for each condition in each experiment
and mean (thick open line) and standard error (bar) of three independent experiments (o) are

shown in the graph. *, P < 0.01; ns, nonsignificant.
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together, these data suggest that Vpr engages in a complex with EDD-DYRK2-DDB1PAf! and
CEP78 at the centrosome through binding to DCAF1.

Vpr Hijacks EDD-DYRK2-DDB1°“*f! to Enhance Ubiquitination and Degradation
of CP110

To explore the relevance of Vpr-binding to EDD-DYRK2-DDB1P“AF! and CEP78, we tested if
Vpr might promote ubiquitination of proteins at the centrosome. The ubiquitination levels of
CEP78, an inhibitor and non-substrate of EDD-DYRK2-DDB1PA! (984), remained the same upon
Vpr expression (Figure 4.1.3A). Likewise, centrosomal localization and steadystate levels of CEP78
were not altered by wild type Vpr or VprQ65R (Figure 4.1.2A and C, Figure 4.1.3A and C). On the
contrary, ubiquitination of CP110, a known centrosomal EDD-DYRK2-DDB1PAF! substrate (984),
became greatly enhanced by Vpr (Figure 4.1.3D). This was accompanied by a decrease in CP110
protein levels (Figure 4.1.3D-H), and a loss of centrosomal CP110 staining by immunofluorescence
(Figure 4.1.4A and B). Notably, diminished levels of CP110 were specifically induced by wild type
Vpr but not VprQ65R mutant (Figure 4.1.3G and H, Figure 4.1.4A and B), and could be rescued by
addition of a proteasome inhibitor MG132 (Figure 4.1.5A and B) or depletion of DCAF1 (Figure
4.1.5C and D). Furthermore, co-expression of CEP78 drastically reduced ubiquitination of CP110
(Figure 4.1.3D) and restored endogenous CP110 to wild type levels (Figure 4.1.3E and F). These
data indicate that Vpr subverts centrosomal EDD-DYRK2-DDB1P®! to accelerate ubiquitination
and proteasomal degradation of a native substrate CP110, and these effects can be counteracted

by overexpression of CEP78.

Vpr Induces Centriole Elongation Through CP110 Degradation

Previously, it has been shown that depletion of CP110 induces the formation of overly long
or longated centrioles, represented by y-tubulin filaments, in non-ciliated or poorly ciliated cells
including Hela (980, 981, 1034, 1035). This phenotype can also be recapitulated by CP110 loss
resulting from ablation of CEP78 or overexpression of EDD-DYRK2-DDB1P®AF1 (984). To further
substantiate our observations that Vpr enhances degradation of CP110, we found that wild type
Vpr provokes centriole elongation, whereas VprQ65R mutant could not (Figure 4.1.4A and C). Of

note, wild type Vpr also induced centrosome amplification (>2 y-tubulin foci; Figure 4.1.4A and
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Figure 4.1.3. Vpr Enhances Ubiquitination and Degradation of CP110 but not CEP78

A) HEK293 cells were co-transfected with plasmids expressing HA-Ub, Flag-CEP78, and HA

or HA-VprWT. Lysates were immunoprecipitated with an anti-Flag antibody in 1% SDS and

Western blotted with the indicated antibodies. IN, input. B) HEK293 cells were transfected with

plasmid expressing HA, HA-VprWT or HA-VprQ65R. Lysates were Western blotted with the

indicated antibodies. a-tubulin was used as loading control. C) Normalized CEP78 protein level.

Mean (thick open line) and standard error (bar) of three independent experiments (o) are shown

in the graph. ns, non-significant. D) HEK293 cells were co-transfected with plasmids expressing

HA-Ub, Flag-CP110, GFP or GFP-CEP78, and HA or HA-VprWT. Lysates were immunoprecipitated

with an anti-Flag antibody in 1% SDS and Western blotted with the indicated antibodies. IN, input.

E) HEK293 cells were co-transfected with plasmids expressing HA and GFP, HA-VprWT and GFP,
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or HA-VprWT and GFP-CEP78. Lysates were Western blotted with the indicated antibodies.
a-tubulin was used as loading control. F) Normalized CP110 protein level. Mean (thick open line)
and standard error (bar) of three independent experiments (o) are shown in the graph.
*, P < 0.01. G) HEK293 cells were transfected with plasmid expressing HA, HA-VprWT, or
HA-VprQ65R. Lysates were Western blotted with the indicated antibodies. a-tubulin was used as
loading control. H) Normalized CP110 protein level. Mean (thick open line) and standard

error (bar) of three independent experiments (o) are shown in the graph. *, P < 0.01.
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Figure 4.1.4. Vpr Induces CP110 Loss, Centriole Elongation and Centrosome Amplification

A) Hela cells transfected with plasmid expressing expressing HA, HA-VprWT, or
HA-VprQ65R were processed for immunofluorescence and stained with antibodies against
HA (green) and CP110 or y- tubulin (red). DNA was stained with DAPI (blue). Scale bar, 2 um.
B) The percentage of HA-expressing cells with no centrosomal CP110 staining was determined.
C-D) The percentage of HA-expressing cells with elongated centrioles (y-tubulin filaments; (C)) or
centrosome amplification (>2 y-tubulin dots; (D)) was determined. For B-D), at least 100 cells were
scored for each condition in each experiment and mean (thick open line) and standard error (bar)

of three independent experiments (o) are shown in the graph. *, P <0.01.
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Figure 4.1.5. Vpr-Induced Proteasomal Degradation of CP110 Occurs in a DCAF1-Dependent

Manner

A) HEK293 cells transfected with plasmid expressing HA or HA-VprWT were treated with
or without 10 uM MG132 for 6 hours. Lysates were Western blotted with the indicated
antibodies. a-tubulin was used as loading control. B) Normalized CP110 protein level. Mean (thick
open line) and standard error (bar) of three independent experiments (o) are shown in the graph.
*, P < 0.01; ns, non-significant. C) HEK293 cells were transfected with NS (non-specific) or

DCAF1 siRNA, followed by plasmid expressing HA or HA-VprWT. Lysates were Western blotted
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with the indicated antibodies. a-tubulin was used as loading control. D) Normalized CP110 protein
level. Mean (thick open line) and standard error (bar) of three independent experiments (o) are

shown in the graph. *, P < 0.01.
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D), consistent with a previous report (1039), but this phenotype is unlikely to be a consequence
of CP110 loss since excessive CP110, rather than loss of CP110, drives centrosome amplification

(983).

Vpr-Induced CP110 Degradation and Centriole Elongation are Independent
of G2/M Arrest

A recent study showed that Vpr associates with the SLX4 complex to induce chromosomal
instability, triggering activation of DNA damage response (DDR) pathways and cell cycle arrest at
the G2/M phase (579), although this is debated (616). Coincidentally, CP110 has been
documented to undergo ubiquitination by SCF¥"F and EDD-DYRK2-DDB1PCA*1 (983, 984), and
subsequently proteasomal degradation, in G2/M. Thus, we sought to address whether, or not,
down-regulation of CP110 induced by Vpr is due to prolonged G2/M arrest. For this purpose, we
utilized a well-characterized Vpr mutant VprR80A, which, in contrast to VprQ65R, can bind to
DCAF1 but is unable to provoke G2/M arrest ((550, 1040) and Figure 4.1.6A). Similar to wild type
Vpr, VprR80A was detected at the centrosome in = 20-25% of transfected cells (Figure 4.1.6B and
C). Next, we investigated the consequences of expressing VprR80A on CP110 and centriole length.
Wild type Vpr and VprR80A were equally able to enhance CP110 ubiquitination (Figure 4.1.6D),
causing a diminution of CP110 levels (Figure 4.1.6E and F) and immunostaining at the centrosome
(Figure 4.1.7A and B). Furthermore, wild type Vpr and VprR80A induced y-tubulin filament
formation to similar extent (Figure 4.1.7A and C). Downregulation of CP110 provoked by wild type
Vpr or VprR80A could be rescued by ectopic expression of CEP78 (Figure 4.1.8A-D). Remarkably,
unlike wild type Vpr, VprR80A did not induce centrosome amplification (Figure 4.1.7A and D).
These data suggest that CP110 downregulation and centriole elongation could be attributed to
subversion of EDD-DYRK2-DDB1P®Af! rather than G2/M arrest. On the contrary, the other
phenotype caused by Vpr, namely centrosome amplification, is dependent on cell cycle arrest at

the G2/M phase.

Vpr Induces CP110 Degradation and Centriole Elongation in Infected T Cells

We have thus far shown that Vprinduces the loss of CP110 in two model cell lines, HEK293

and Hela. However, it remains unknown if this accessory protein could trigger the same response
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Figure 4.1.6. Vpr Centrosomal Localization and Vpr-Induced Ubiquitination and Degradation

of CP110 are Independent of G2/M Arrest

A) HEK293T cells co-transfected with plasmids expressing GFP and HA (empty vector),
HA-VprWT, HA-VprQ65R or HA-VprR80A. Cell cycle profiles were determined by flow cytometry
gating on the GFP* population. G2/M:G1 ratio is presented for each condition. B) Hela cells
transfected with plasmid expressing HA, HA-VprWT or HA-VprR80A were processed for
immunofluorescence and stained with antibodies against HA (green) and CEP78 (red). DNA was
stained with DAPI (blue). Scale bar, 2 um. C) The percentage of HA-expressing cells showing
centrosomal localization of Vpr was determined. At least 100 cells were scored for each condition
in each experiment and mean (thick open line) and standard error (bar) of three independent
experiments (o) are shown in the graph. *, P < 0.01; ns, nonsignificant. D) HEK293 cells were

co-transfected with plasmids expressing HA-Ub, Flag-C110, and HA, HA-VprWT or HA-VprR80A.
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Lysates were immunoprecipitated with an anti-Flag antibody in 1% SDS and Western blotted with
the indicated antibodies. IN, input. E) HEK293 cells were transfected with plasmid expressing HA,
HA-VprWT or HA-VprR80A. Lysates were Western blotted with the indicated antibodies. a-tubulin
was used as loading control. F) Normalized CP110 protein level. Mean (thick open line) and
standard error (bar) of three independent experiments (o) are shown in the graph. *, P<0.01; ns,

non-significant.
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Figure 4.1.7. Vpr-Induced Centrosome Amplification, but not CP110 Loss or Centriole

Elongation, is Dependent of G2/M arrest

A) Hela cells transfected with plasmid expressing HA, HA-VprWT or HA-VprR80A were
processed for immunofluorescence and stained with antibodies against HA (green) and CP110 or
y-tubulin (red). DNA was stained with DAPI (blue). Scale bar, 2 um. B) The percentage of
HA-expressing cells with no centrosomal CP110 staining was determined. C-D) The percentage of
HA-expressing cells with elongated centrioles (y-tubulin filament; (C)) or centrosome
amplification (>2 y-tubulin dots; (D)) was determined. For B-D), at least 100 cells were scored for
each condition in each experiment and mean (thick open line) and standard error (bar) of three

independent experiments (o) are shown in the graph. *, P < 0.01; ns, nonsignificant.
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Figure 4.1.8. Degradation of CP110 Induced by Vpr or VprR80A can be Overcome by CEP78

Expression

A) HEK293 cells were transfected with plasmids expressing HA and Flag, HA-VprWT and
Flag, or HA-VprWT and Flag-CEP78. Lysates were Western blotted with the indicated antibodies.
a-tubulin was used as loading control. B) Normalized CP110 protein level. Mean (thick open line)

and standard error (bar) of three independent experiments (o) are shown in the graph.
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*, P <0.01. C) HEK293 cells were transfected with plasmids expressing HA and Flag, HA-VprR80A
and Flag, or HA-VprR80A and Flag-CEP78. Lysates were Western blotted with the indicated
antibodies. a-tubulin was used as loading control. D) Normalized CP110 protein level. Mean (thick

open line) and standard error (bar) of three independent experiments (o) are shown in the

graph. *, P<0.01.
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in CD4* T lymphocytes that HIV-1 normally infects. To interrogate the relationship between Vpr
and CP110 in a more physiologically relevant cell line, we infected CD4* MT4 T cells, which are
highly susceptible to, and permissive for, infection with HIV-1. We found that a significant
percentage of cells infected with wild type HIV-1 (HIV-1 Vpr+) exhibit CP110 loss and centriole
elongation (Figure 4.1.9A-C), in addition to centrosome amplification (Figure 4.1.9A and D). In
contrast, very few mock infected cells or cells infected with HIV-1 lacking Vpr (HIV-1 Vpr-)
possessed these phenotypes (Figure 4.1.9A-D). These results indicate that HIV-1 can also induce

CP110 degradation and centriole elongation in T cells in a Vpr-dependent manner.

Elongated Centrioles Enhance Microtubule Nucleation

In order to shed light on the net effects of down-regulating CP110 for Vpr, we studied how
elongated centrioles might influence centrosome function. When a centriole becomes
abnormally long, the surrounding pericentriolar material becomes distorted into the shape of a
filament (980, 981, 1034, 1035). Given that y-tubulin present in the pericentriolar material plays
a crucial role in microtubule nucleation, we addressed whether, or not, elongated centrioles
might alter nucleation. We quantified the staining area occupied by y-tubulin and found that it is
substantially bigger in CP110-depleted or Vpr expressing cells than in control cells (Figure 4.1.10A-
C). y-tubulin staining intensity was likewise higher upon depletion of CP110 or expression of Vpr
(Figure 4.1.10A, B and D). Next, we performed microtubule re-growth assays following
microtubule depolymerization with nocodazole. Shortly after removal of nocodazole, control cells
nucleated an aster of microtubules emanating from the centrosome (1’; Figure 4.1.10A and B).
With time, the aster enlarged, signifying an increase in the length and number of microtubules
(5’; Figure 4.1.10A and B). Strikingly, cells depleted of CP110 or expressing Vpr formed a bigger
aster and nucleated more microtubules at comparable time points (1’, 5’; Figure 4.1.10A, B and
E). In contrast, no gross microtubule anchoring defects were observed (45’; Figure 4.1.10A and
B). Together, these data strongly suggest that elongated centrioles have the capacity to recruit

more y-tubulin, resulting in enhanced microtubule nucleation.
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Figure 4.1.9. HIV-1 Vpr Induces CP110 Loss, Centriole Elongation and Centrosome Amplification

in Infected T Cells

A) MT4 cells mock infected or infected with either wild type HIV-1 (Vpr+) or HIV-1 missing
Vpr (Vpr-) were processed for immunofluorescence and stained with antibodies against P24
(green) and CP110 or y-tubulin (red). DNA was stained with DAPI (blue). Scale bar, 2 um. B) The
percentage of P24-positive cells with no centrosomal CP110 staining was determined. C-D) The
percentage of P24-positive cells with elongated centrioles (y-tubulin filaments; (C)) or
centrosome amplification (>2 y-tubulin dots; (D)) was determined. For B-D), at least 100 cells were
scored for each condition in each experiment and mean (thick open line) and standard error (bar)

of three independent experiments (o) are shown in the graph. *, P < 0.01.
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Figure 4.1.10. Depletion of CP110 or Expression of Vpr Enhances Microtubule Nucleation

A) Hela cells transfected with NS (non-specific) or CP110 siRNA were subjected to a
microtubule regrowth assay. Cells were processed for immunofluorescence at the indicated time
points after release and stained with antibodies against a-tubulin (green) and y-tubulin (red). DNA
was stained with DAPI (blue). B) Hela cells transfected with plasmid expressing HA or HA-VprWT
were subjected to a microtubule regrowth assay. Cells were processed for immunofluorescence
at the indicated time points after release and stained with antibodies against HA (red),
a-tubulin (green) and y-tubulin (blue). C) The staining area of y-tubulin at the centrosome was
guantitated. D) The staining intensity of y-tubulin at the centrosome was quantitated. E) The
number of cytoplasmic microtubules emanated from the centrosome was determined at
the 1’ time point. For C-E), at least 20 cells were scored for each condition in each experiment
and mean (thick open line) and standard error (bar) of three independent experiments (o) are

shown in the graph. *, P < 0.01.
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Discussion

In this work, we sought to obtain molecular insights into how HIV-1 Vpr exploits host
machinery at the centrosome. While an intimate connection exists between HIV-1, Vpr, and
centrosomes (1005, 1006, 1036-1039), the extent to which Vpr orchestrates its effects on this
organelle remains poorly understood. Our data show that Vpr associates with a resident
centrosomal protein CEP78 through DCAF1 and that it localizes to the centrosome by engaging in
a complex with the ubiquitin ligase EDD-DYRK2-DDB1P“AF1 and CEP78. Because Vpr and VprRS80OA
localize to the centrosome with similar efficiency and EDD-DYRK2-DDB1P®AF! components are
known to be present at this organelle throughout the cell cycle (984), it seems likely that
centrosomal localization of Vpr is independent of G2/M arrest. Vpr is able to hijack EDD-DYRK2-
DDB1PF! accelerating ubiquitination and degradation of a native centrosomal substrate CP110.
Down-regulation of CP110 triggers the formation of abnormally long centrioles which recruit
excess y-tubulin, and as a consequence, nucleation of cytoplasmic microtubules becomes greatly
enhanced. In addition, Vpr can provoke other centrosome anomalies such as amplification ((1039)
and this study), indicating that proteins involved in the regulation of organelle copy number might
also be affected. It would therefore be interestingly to identify novel Vpr-interacting partners
and/or EDD-DYRK2-DDB1PAf! substrates, and test if any of these might be responsible for the

centrosome amplification phenotype.

Although Vpr triggers centriole elongation and centrosome amplification, it is clear that
these phenotypes occur through two distinct mechanisms. We show that centriole elongation as
a result of Vpr-mediated CP110 loss is independent of G2/M arrest, whereas centrosome
amplification necessitates G2/M arrest. How then does Vpr-induced G2/M arrest result in
centrosome amplification? It is reported that Vpr targets DNA repair factors such as HLTF and
UNG (639, 640) for degradation and inappropriately activates the SLX4 complex in the nucleus
(579), conditions that could contribute to replication stress and induction of DDR (953). The DDR
protein Ataxia Telangiectasia-Mutated (ATM) and Rad3-related protein (ATR), once activated,
initiates downstream signaling cascades that involve activation of Checkpoint Kinase 1 (CHK1) and
inhibition of Cell Division Cycle 25C (CDC25C) and Cyclin B/Cyclin-Dependent Kinase 1 (CDK1),

ultimately leading to G2/M arrest (574). Curiously, other studies have shown that DNA damage
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alone is sufficient to induce centrosome amplification (1041), and several DDR proteins, such as
ATM, ATR and CHK1, are found in the nucleus and at the centrosome (1042). While the precise
functions of DDR proteins at the centrosome await future investigation, it is plausible that a DDR
signal originating from the nucleus impinges on the centrosome through DDR proteins, causing

amplification to occur.

What are the benefits HIV-1 might receive by hijacking EDD-DYRK2-DDB1P®AF! at the
centrosome? Regulation of microtubule dynamics and microtubule-associated proteins such as
end-binding proteins and motor proteins is an important facet during the HIV-1 replication cycle.
For example, HIV-1 promotes the formation of stable microtubules, an event crucial for early
infection and translocation of the viral core in the cytoplasm en route to the nucleus (1000). Intact
microtubules are needed to facilitate HIV-1 uncoating and disruption of microtubules by
nocodazole impairs this process (222). In macrophages, HIV-1 Vpr perturbs the localization of End-
Binding 1 (EB-1) to impair the maturation of phagosomes, leading to defects in innate immunity
(1003). Moreover, HIV- 1 Tat can promote or hinder microtubule stability in a context-dependent
fashion (1043-1045). Thus, it is clear that HIV-1 employs different strategies to remodel the host
microtubule network during infection. Further studies will be needed to decipher how CP110 loss,
elongated centrioles, and enhanced microtubule nucleation provoked by Vpr might affect various

stages of HIV-1 infection.

One interesting finding from our studies is that CEP78 counteracts the effects of Vpr on
CP110, raising the possibility that it might have anti-viral properties. It would therefore be

interesting to test if this protein might safeguard the centrosome to inhibit viral infection.

Experimental procedures

Cell Culture and Plasmids

Hela, HEK293, and HEK293T cells were grown in DMEM (Wisent Inc, 319-005-CL)
supplemented with 5% FBS (Wisent Inc, 080150) at 37°C in a humidified 5% CO2 atmosphere.
MT4 T cells were grown in RPMI1640 (Wisent Inc, 350-000-CL) supplemented with 10% FBS at
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37°C in a humidified 5% CO2 atmosphere. The following proteins were expressed from plasmids
in mammalian cells: HA-Ub (1046), pCBF-Flag-CEP78 (984), pEGFP-C1-CEP78 (984), pCBF-Flag-
CP110 (982), pQBI25, SVCMV-HA-Vpr, SVCMV-HA-VprQ65R and SVCMV-HA-VprR80A (550).

Viral Production and Infection

Infectious GFP-marked HIV-1 NL4.3 or NL4.3AVpr viruses were generated by calcium
phosphate transfection of HEK293T cells. Virus containing supernatants were recovered 2 days
post transfection, clarified, pelleted by ultracentrifugation and titrated by analyzing the
percentage of GFP positive MT4 T cells using flow cytometry. MT4 T cells were infected with the
different GFP-expressing NL4.3 viruses at a multiplicity of infection of 0.75. Three days post

infection, cells were plated on coated coverslips and processed for immunofluorescence.

Antibodies

Antibodies used in this study included anti-CP110 (Bethyl Laboratories, A301-344A),
anti-CEP78 (Bethyl Laboratories, A301-799A and IRCM6 (984)), anti-DCAF1 (Proteintech, 11612-
1-AP), anti-EDD (Bethyl Laboratories, A300-573A), anti-DDB1 (Bethyl Laboratories, A300-462A),
anti-Cullin4A (Bethyl Laboratories, A300-739A), anti-GFP (Roche, 11814460001), anti-HA (Santa
Cruz, sc-7392 and Novus Biologicals, NB600-362), anti-Flag (Sigma-Aldrich, F7425 and F3165),
anti-a-tubulin (Sigma-Aldrich, T5168), anti-y-tubulin (Sigma-Aldrich, T3559 and T6557)) and anti-
DYRK2 (Abcam, ab37912). The anti-P24 monoclonal antibodies were produced from hybridomas
31-90-25 (HB9725) obtained from the American Type Culture Collection (ATCC).

RNA Interference and Transient Expression of Recombinant Proteins

For RNA interference, synthetic siRNAs for non-specific (NS) control, DCAF1 and CP110
were described previously (1031, 1047, 1048) and purchased from GE Dharmacon. Transfection
of siRNA into HEK293 or Hela cells was performed using siIMPORTER (Millipore, 64-101) per
manufacturer’s instructions, and cells were processed for immunoprecipitation, immunoblotting,
or immunofluorescence 72 hours post transfection. For expression of recombinant proteins,
expression vector(s) was/were transfected into HEK293 cells using calcium phosphate or Hela

cells using polyethylenimine, and cells were processed 72 hours post transfection. For
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experiments involving both RNA interference and recombinant protein expression, HEK293 cells
were transfected with siRNA, followed by transfection of expression vector 24 hours later. Cells
were processed 72 hours after siRNA transfection. Optimal knockdown and recombinant protein

expression were achieved 72 hours and 48-72 hours, respectively, post transfection.

Immunoprecipitation, Inmunoblotting and Immunofluorescence

Immunoprecipitation, immunoblotting and immunofluorescence were performed as
described (1047, 1048). Cells were lysed in a lysis buffer (50 mM HEPES/pH 7.4, 250 mM NacCl, 5
mM EDTA/pH 8, 0.1% NP-40, 1 mM DTT, 0.5 mM PMSF, 2 ug/ml leupeptin, 2 pug aprotinin, 10 mM
NaF, 50 mM B-glycerophosphate and 10% glycerol) at 4°C for 30 minutes. Extracted proteins were
recovered in the supernatant after centrifugation at 16,000g. For immunoblotting, 100 ug of
extract was used as input. For immunoprecipitation, 2 mg of extract was incubated with anti-Flag
(Sigma-Aldrich, A2220) or anti-HA agarose (Sigma-Aldrich, A2095) beads at 4°C for 2 hours. The
beads were washed three times with a lysis buffer, and bound proteins were analyzed by SDS-
PAGE and immunoblotted with primary antibodies and horseradish peroxidase (HRP)-conjugated
secondary antibodies (Rockland Inc, 610-703-002 and 611-7302). For indirect
immunofluorescence, cells were fixed with cold methanol and permeabilized with 1% Triton X-
100/PBS. Slides were blocked with 3% BSA in 0.1% Triton X-100/PBS prior to incubation with
primary antibodies. Secondary antibodies used were Cy3- (Jackson Immunolabs, 711-165-151 and
715-165-152), Alexa647- (Jackson Immunolabs, 711-605-152), DyLight649- (Jackson Immunolabs,
715-495-151), or Alexa488- (Thermo Fisher Scientific, A11008, A11055, A11001) conjugated
donkey anti-mouse, anti-goat or anti-rabbit IgG. Cells might also be stained with DAPI (Molecular
Probes, D3571), and slides were mounted, observed, and photographed using a Leitz DMRB

(Leica) microscope (100 x, NA 1.3) equipped with a Retiga EXi cooled camera.

In Vivo Ubiquitination Assay

In vivo ubiquitination assays were performed as described (984, 1049). Briefly, HEK293
cells were transfected with various plasmids including HA-Ub. Cells were lysed 72 hours post
transfection and the desired protein was immunoprecipitated with 1% SDS (Bio Basic Inc, SB0485)

to prevent non-covalently linked binding partners from co-immunoprecipitating with the desired
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protein. After extensive washing, bound proteins were analyzed by SDS-PAGE and

immunoblotting with an anti-HA antibody.

Microtubule Regrowth Assay

Cells were treated with 10 uM nocodazole (Sigma-Aldrich, M1404) for 1 hour at 4°C. After
washing the cells several times with cold medium, they were placed in a pre-warmed medium at
37°C. Cells were fixed at various time points (0’, 1’, 5’, 45’) after 37°C and processed for

immunofluorescence.

Cell Cycle Analysis

HEK293T cells were co-transfected plasmids expressing GFP (pQBI25) and wild type or
mutant HA-Vpr. 48 hours post transfection, cells were fixed, permeabilized and stained with
propidium iodide as described (550). Cell cycle analysis was performed on the GFP* population by
flow cytometry (BD FACSCalibur, Becton Dickinson). The ModFit mathematical model (ModFit LT
v4.1.7, Verity Software House) was used to enumerate proportions of cells in G1 and G2/M

phases.

Quantitation of y-Tubulin Staining Area and Intensity

A region of interest (ROI) was drawn around y- tubulin which marks the centrosome and
the area of the ROl was calculated by using Volocity6 (PerkinElmer). The area of the ROl was used
to measure the fluorescence intensity of y-tubulin by using Volocity6. Image conditions were

identical in all cases and none were saturated as confirmed by the pixel intensity range.

Quantitation of Cytoplasmic Microtubules

The number of microtubules emanated from the centrosome at 0’ after microtubule
regrowth was subtracted from that at 1’ after regrowth and presented as microtubules nucleated

per minute.
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Quantitation of Western Blots

Protein bands from Western blot films were quantitated with Imagel. Different film
exposure lengths were used to prevent saturation. Quantitation was normalized with respect to

the loading control.

Data and Statistical Analysis

Each experiment was conducted three times. The statistical significance of the difference
between two means was calculated using a two-tailed Student’s t-test. Differences were

considered significant when P < 0.01.
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Chapitre 5

Discussion & Conclusion






1. Discussion des résultats

1.1. Comprendre la protéine Vpr du VIH-1 en explorant ses partenaires

cellulaires

Depuis la découverte de la protéine Vpr, le domaine a abondamment utilisé les approches
de protéomique afin d’étudier ses partenaires cellulaires et ses fonctions. L'utilisation des
approches de type AP-MS a notamment permis de démontrer que Vpr manipulait le complexe
d’E3 ubiquitine ligase Cul4a-DDB1-DCAF1 afin d’induire la dégradation de protéines cellulaires,
des événements essentiels a I'activité d’arrét du cycle cellulaire en G2/M médiée par Vpr (519,
550-552, 558, 659). Ce ft une découverte majeure dans le domaine de Vpr et le point de départ
d’une course a la recherche de nouvelles cibles pouvant expliquer les phénotypes attribués a
cette protéine virale. Dans les dix derniéres années, cette course a permis l'identification de
nombreuses cibles de Vpr, incluant : DICER1 (714), le complexe SLX4 (579, 614, 616), HLTF (639,
640), EXO1 (610), TET2 (619), le complexe SMN (689, 690), CTIP2 (589) ou encore REAF (638).

Certaines études ont également utilisé les approches protéomiques afin de définir un
interactome de Vpr le plus ample possible. C'est notamment le cas de Jager et al. (689) qui ont
défini un interactome composé de 47 protéines cellulaires, incluant en plus du complexe DCAF1 :
le complexe SMN impliqué dans la biogénése des snRNPs (691); le signalosome COP9 impliqué
dans l'inactivation des complexes d’E3 ubiquitine ligase de type Cullin-RING (1050); et trois
sous-unités de la Dynéine qui permet le transport de cargo grace aux microtubules (1014). Plus
récemment, les travaux de Greenwood et al. ont démontré que Vpr modulerait environ 2 000
protéines cellulaires durant l'infection par le VIH-1 (690). Ces deux études, parmi d’autres,

montrent a quel point I'effet de Vpr sur le protéome cellulaire est un effet global.

Nous avons également décidé d’explorer le réseau de protéines a proximité de Vpr en
utilisant une approche de protéomique alors nouvelle, le BiolD (Chapitre 2). L'idée était que
d’utiliser le BiolD nous permettrait d’identifier les protéines interagissant de maniére stable mais
aussi celles interagissant faiblement et/ou transitoirement avec Vpr et qui sont majoritairement

non-identifiées dans les approches d’AP-MS (730). La force de cette approche est de marquer in
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cellulo les protéines a proximité de la protéine d’intérét et de les identifier par spectrométrie de
masse. L'utilisation de I'approche BiolD, nous a permis d’identifier 352 cibles ou partenaires
potentiels de Vpr. L'analyse a été validée par la présence de nombreux partenaires (DCAF1 et
DDB1 (550-552)), et cibles (UNG (652, 659, 662), EXO1 (610), DICER1 (714) ou encore des
composantes du complexe SMN (689, 690)) connus de Vpr. L'une des forces de I'approche BiolD
est de pouvoir identifier des réseaux de partenaires a proximité de la protéine de fusion et notre
analyse en présente en effet. Nous retrouvons notamment les complexes APC/C (Chapitre 3),
SMN, ORC, CCR4-NOT ainsi que des réseaux correspondant aux centrosomes (Chapitre 4), au
spliceosome, aux polymérases ou encore aux complexes Polycomb. De maniéere intéressante,
parmi les 352 cibles ou partenaires potentiels identifiés dans nos analyses de BiolD, conduites
dans des modeéles de cellules HEK293 et Hela, 152 avaient déja été identifiées par des approches
d’AP-MS (640, 689), conduites dans des modeles de HEK293 et de Jurkat (des lymphocytes T CD4*
en culture cellulaire). L'utilisation de I'approche BiolD a donc permis d’obtenir 200 protéines qui
n’avaient alors pas été identifiées précédemment par les approches classiques d’AP-MS. Ces
résultats suggerent que parmi ces protéines, certaines interagissent probablement faiblement ou

transitoirement avec Vpr. C'est la une autre force de I'approche BiolD.

Alors que I'attention scientifique des 15-20 dernieres années dans le domaine semblait
principalement centrée sur les voies de réponse et de réparation des dommages a I’ADN ainsi que
sur le cycle cellulaire, nos résultats suggérent que Vpr pourrait exploiter de nombreuses autres
voies cellulaires. En effet, en plus des deux voies précédemment mentionnées, nous avons
retrouvé de nombreuses protéines impliquées notamment dans les mécanismes de régulation
épigénétique, des ARNs, des microtubules et du cytosquelette ou encore du transport nucléaire.
Ces résultats sont en accord avec de nombreuses études rapportant des activités de Vpr dans ces
mécanismes de régulation (224, 249, 293, 300-302, 304, 563, 586-589, 619, 638, 679-681, 683,
684, 690, 714, 716, 1051). Comme mentionné précédemment, des résultats récemment publiés
par le groupe du Dr Paul J. Lehner valident que I'effet de Vpr est un effet global sur le protéome
cellulaire et que Vpr modulerait environ 2 000 protéines lors de I'infection par le VIH-1 (690). Les
conclusions de cette analyse ainsi que de la n6tre est qu’il y a encore beaucoup a comprendre sur

cette protéine virale et qu’il serait probablement judicieux d’utiliser des approches globales pour
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déterminer les mécanismes d’action de Vpr. En ce sens, choisir judicieusement les candidats a
détailler en croisant les différentes analyses de SILAC (639, 690), d’AP-MS (640, 689),
de BiolD (Chapitre 3) et éventuellement méme de transcriptomique (1052-1055) ou d’approche
de déplétion par siRNA (950-952, 1056), pourrait permettre d’identifier des facteurs contribuant
aux diverses activités de Vpr. Avec le recul, il serait cependant surprenant que les activités de Vpr,
notamment celles d’arrét du cycle cellulaire et d’avantage réplicatif, soient le fruit de la

dégradation par Vpr d’une seule protéine ou d’un seul complexe.

1.2. Identification de la sous-unité APC1 du complexe APC/C comme une

cible de la protéine Vpr du VIH-1

1.2.1. Résumé des résultats

Etant nous méme dans la course a la recherche de nouvelles cibles pouvant expliquer les
phénotypes attribués a cette protéine virale, il semblait alors logique d’étudier la relation entre
la protéine virale Vpr et le complexe APC/C, particulierement étant donné I'importance de ce
complexe pour la régulation du cycle cellulaire. J’ai donc fait la démonstration que Vpr formait un
complexe avec le complexe APC/C, incluant notamment : APC1 et les coactivateurs CDH1 et
CDC20, et que la formation de ce complexe induisait la dégradation protéasomale de la
sous-unité APC1 (Chapitre 3). J'ai également démontré que le recrutement d’'un complexe
composé de DCAF1, tres fort probablement Cul4a-DDB1-DCAF1, par Vpr était essentiel a I'activité
de dégradation d’APC1 médiée par Vpr, mais facultative pour la formation du
complexe Vpr-APC1. De maniére intéressante, le variant de Vpr provenant du clone moléculaire
NL4.3 n’est pas capable de médier la dégradation d’APC1 et cette perte d’activité a été reliée a
une double-mutation N28S-G41N présente chez le Vpr NL4.3 en comparaison au variant Vpr
provenant du clone moléculaire Bru. Le fait que la combinaison des acides aminés N28 et G41 est
prédite pour étre conservée chez = 20% des variants de Vpr, laisse penser que ces résidus
pourraient contribuer a un certain point a la pathogéneése virale. Cependant, I'introduction des
mutations N28S-G41N dans le virus ne semble pas avoir un effet flagrant sur la réplication virale

lors de I'infection de macrophages.
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1.2.2. Voies de réponses aux dommages a I’ADN et activité d’arrét du cycle
cellulaire de la protéine Vpr du VIH-1

Le complexe APC/C a notamment été associé aux voies de réponses aux dommages a

I’ADN et pourrait orienter le choix de la réponse enclenchée lors de dommages (783, 785, 794,
848). Il a notamment été démontré que I'activation de la kinase CHK1 permettait le recrutement
du complexe APC/CPH! qux sites de dommages afin de favoriser la réparation par HR durant les
phases S/G2 (851, 852). Au contraire, il a également été proposé que le complexe APC/CPH! cible
des protéines clef de la HR pour favoriser la NHEJ en GO/G1 (850, 853, 854). Enfin, le complexe
APC/C semble réguler et étre régulé par 53BP1, un déterminant de la NHEJ (855). Ces exemples
démontrent I'importance d’APC/C dans les mécanismes de réponse une fois les dommages
détectés. Il semblerait que le complexe APC/CPH! puisse aussi activer I’axe ATR-CHK1. En effet la
déplétion du coactivateur CDH1 par des approches d’interférence a ARN augmente la
phosphorylation et promeut la formation de foci de H2AX (1057, 1058), puis la phosphorylation
de CHK1 (783, 1059). Etant donné que I'activité d’arrét du cycle cellulaire de Vpr est dépendante
de I'activation de la kinase ATR (565-568), que la déplétion de CDH1 activerait ce mécanisme et
que le complexe APC/C est un régulateur essentiel du cycle cellulaire on aurait pu s’attendre a ce
gue la dégradation d’APC1 par Vpr et son activité sur le cycle cellulaire soient deux activités de
Vpr reliées 'une a 'autre. Ceci ne semblerait cependant pas étre le cas. Cette conclusion est
soutenue par le fait que les variants NL4.3 et Bru induisent tous deux un arrét du cycle cellulaire
et que le transfert des mutations N28S-G41N, responsable de la perte d’activité de dégradation
d’APC1, dans le variant Bru n’induit pas de variation dans la capacité de Vpr a médier un arrét du
cycle cellulaire; mais aussi par le fait que les mutants S79A et R80A de Vpr sont capables de médier
la dégradation d’APC1 mais n’induisent pas d’arrét du cycle cellulaire comme le fait Vpr dans les

cellules humaines.

Une étude récemment publiée, sans révision par les pairs, laisse penser que Vpr (LAI)
pourrait inhiber la réparation des dommages a I’ADN par les voies HR et NHEJ (1060). Cette méme
étude a été publiée, avec révision par les pairs, durant la révision de cette these (1061). Comme
introduit précédemment, étant donné l'implication du complexe APC/C dans les voies de

réparation des dommages a I'ADN, il serait intéressant de valider si la double mutation
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N28S-G41N pourrait affecter cette activité de Vpr. En effet, le variant LAl de Vpr est également
capable de médier la dégradation d’APC1 (Chapitre 3) et possede la combinaison de résidus N28-
G41 identique au variant Bru. Si la dégradation d’APC1 médiée par Vpr est importante pour cette
activité de diminution des voies de réparation de I’ADN, I'introduction des mutations N28S-G41N
dans LAl devrait alors induire une perte de cette fonction de Vpr. De maniére intéressante, cette
activité de Vpr sur la HR n’a pas été observée, par un autre groupe (1062), dans un contexte
d’infection avec le virus provenant du clone moléculaire NL4.3 et encodant donc pour le variant
NL4.3 de Vpr, incapable de médier la dégradation d’APC1 dans notre systéme. Bien qu’il soit
impossible d’exclure les variations liées aux systemes utiliser dans les deux études précédemment
citées, ces observations suggerent une corrélation, du moins génétique, avec I'activité de Vpr sur

APC/C.

Concernant le mutant N28S-G41N de Vpr, il n’est pas clair si ce mutant qui n’induit pas la
dégradation d’APC1 a seulement perdu sa capacité de former un complexe avec APC1 ou si ce
mutant forme un complexe mais n’induit pas la dégradation de la protéine APC1. Le fait de
retrouver des composantes du complexe APC/C dans les analyses d’une approche AP-MS
effectuée avec le variant de Vpr NL4.3 (640), semblerait indiquer que ce variant est capable de
former un complexe avec APC/C mais en n’induisant pas la dégradation d’APC1. Ce manque
d’information limite également l'interprétation de certains résultats précédemment introduits,
car il se pourrait que Vpr forme un complexe avec APC/C sans dégrader APC1 mais en inactivant
tout de méme le complexe APC/C. C’'est ce que fait par exemple la protéine PACR du virus ORF
qui compétitionne avec APC11 pour inactiver le complexe sans induire la dégradation des
sous-unités (887, 888), ou encore les pseudo-substrats EMI1 (765, 796) et MCC (845, 846). En ce
sens, j’ai noté la présence d’une boite de destruction (RxxLxxL) tres conservée sur la séquence de
Vpr (Annexe 1), il s’agit-la d’'un motif typique des substrats des complexes APC/C (758, 1063).
Notons que ce motif (fpR*®*PWL3°HGL*’gq) contient de nombreux acides aminés aromatiques, des
conditions pas nécessairement optimales mais dont certaines combinaisons ont été retrouvée
chez d’autres substrats d’APC/C, incluant Cycline B1 (756, 757), le récepteur au glutamate 1
(1064), la protéine DVL1L1 (1065), la protéine TEX14 (1066). Egalement, ce domaine contient

I’acide aminé Glu41 qui est I'un des deux acides aminés définis comme essentiels a la dégradation
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d’APC1 médiée par Vpr. Notons enfin que ce motif est localisé a la fin de la région flexible et au
début de la seconde hélice a (acides aminés 38 a 50) de Vpr, ce qui en fait une région relativement
exposée. L'idée est donc que différents variants de Vpr utilisent des mécanismes différents afin
de moduler le complexe APC/C; notamment 1) en formant un complexe avec APC/C et induisant
la dégradation d’APC1 en recrutant le complexe DCAF1 comme le fait le variant Bru; et
éventuellement 2) en formant un complexe avec APC/C et le verrouillant comme un pseudo-
substrat en induisant un changement conformationnel du complexe par exemple, sans recruter
le complexe DCAF1, comme pourrait éventuellement le faire le variant NL4.3. Notons encore une
fois que des composantes du complexe APC/C ont été retrouvées dans des analyses AP-MS
effectuées avec le variant de Vpr NL4.3 (640). Pour ces raisons, je pense qu’il serait important de
vérifier si le mutant N285-G41N et/ou NL4.3 sont capables de former un complexe avec APC/C.
Le cas échant, il serait important d’effectuer des mutations au niveau du motif RxxLxxL afin de
valider I'importance de ce dernier pour la formation du complexe éventuel. Si ce motif RxxLxxL
permet a certains variants de Vpr d’agir comme des pseudo-substrats, alors il faudrait valider quel
complexe APC/C est ciblé. Comme le complexe ne serait pas déstructuré dans ce cas éventuel,
une approche biochimique de chromatographie d'exclusion stérique pourrait étre utilisée et
permettrait d’identifier le ou les coactivateur(s) présent(s) au sein du complexe APC/C-Vpr.
Toutefois, cette expérience serait limitée par I'arrét du cycle cellulaire en G2/M induit par Vpr et
il faudrait alors procéder soit avant I'obtention de I'arrét du cycle, soit dans un contexte de
cellules synchronisées en G1 puis en G2 afin de regarder spécifiquement a la liaison de Vpr avec

APC/CCPHL oy APC/CPC20 respectivement.

J'ai précédemment démontré que les mutations S79A et R80A de Vpr n’affectaient pas la
capacité de Vpr a induire la dégradation d’APC1. De maniére intéressante, ces mutations qui sont
responsables d’une perte de I'activité d’arrét du cycle cellulaire de Vpr dans les cellules humaines,
ne semblent pas induire cette perte d’activité dans des modeéles de levures (1067, 1068). De plus,
étant donné que DCAF1 n’est pas exprimé chez la levure et que Vpr n’est pas capable de lier DDB1
dans ce modele, les mécanismes d’arrét du cycle cellulaire dans les levures et dans les cellules
humaines semblent différents (550, 558). |l pourrait donc étre intéressant de valider I'importance

d’APC/C dans I'activité d’arrét du cycle cellulaire médiée par Vpr dans des modeéles de levures car
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nous n’avons pas exclu la possibilité que Vpr puisse inactiver le complexe APC/C sans le dégrader,
notamment chez la levure. La relation entre APC/C et Vpr pourrait donc éventuellement expliquer

I'activité d’arrét du cycle cellulaire de Vpr dans ce modéle particulier.

1.2.3. La relation entre le complexe APC/C et la protéine Vpr du VIH-1 dans le
contexte de la rétrotranscription

Le complexe APC/C étant un complexe d’E3 ubiquitine ligase, on pourrait s’attendre a ce

qu’en le ciblant, Vpr augmente les niveaux des substrats d’APC/C. Comme discuté dans le Chapitre
3, nous retrouvons deux enzymes clefs de la voie de synthéese des dTTPs, soit TK1 et TMPK, parmi
les substrats d’APC/C (826-828). Ceci est particulierement intéressant car le VIH-1 est
abondamment uracilé lors de I'infection des macrophages, notamment car ceux-ci ont de faibles
niveaux de dTTP et que la transcriptase inverse peut intégrer accidentellement les dUTPs a défaut
des dTTPs durant la synthése de I’ADN viral (646, 647, 650). En ciblant APC/C, Vpr pourrait ainsi
augmenter les niveaux de TK1 et de TMPK, prévenant alors I'uracilation du génome viral durant
la rétrotranscription. Ce mécanisme serait alors complémentaire aux effets d’'UNG2, qui excise
les uraciles intégrés a I’ADN viral lors de la RT (644, 653, 655, 656, 658); et de dégradation
d’APOBEC3F/G par Vif et Vpr, prévenant la désamination des cytosines (422-425, 660). Afin de
valider cette hypothese, il faudrait tout d’abord valider que les niveaux de TK1 et de TMPK sont
augmentés durant l'infection de macrophages par des virus encodant un variant de Vpr capable
ou non de médier la dégradation d’APC1. Si I’"hypothése est vraie alors on s’attendrait a voir une
augmentation des niveaux protéiques de TK1 et de TMPK par le virus encodant un Vpr capable de
médier la dégradation d’APC1 mais pas dans le cas de |'autre virus. Gardons cependant en téte
un éventuel effet confondant de Vif qui pourrait également jouer sur le complexe APC/C via PP2A
(voir la discussion du chapitre 3 ou la section 1.2.5 de la présente discussion). De maniere
intéressante, deux analyses de SILAC semblent indiquer que les niveaux de TK1 sont augmentés
en présence de Vpr (variant NL4.3) dans des contextes d’infection ou de transduction de cellules

T CD4* (639, 690).
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1.2.4. Est-ce que Vpr dégrade APC1 pour permettre I’exploitation du complexe
SCF parle VIH-1?

Le complexe APC/C et le complexe SCF sont les deux régulateurs principaux du cycle
cellulaire. Ces complexes se régulent I'un et I'autre (833). APC/C médi la dégradation de plusieurs
protéines contenant des boites F, incluant notamment SKP2, FBXWS5, NIPA ou encore la protéine
CKS1 (782, 798, 812, 825). De I'autre c6té, SCFETCP dégrade EMI1 et active ainsi APC/C (796, 842,
843). Bien qu’il n’ait pas été rapporté qu’APC/C pourrait dégrader B-TrCP, deux boites D putatives
sont présentes dans la séquence de cette protéine : caR8°LCL38nq et cgRZPHSL23QRI?°6hc. Etant
donné que la protéine virale Vpu recrute le complexe SCF®T® notamment pour dégrader le
facteur de restriction BST-2 (491, 493), si B-TrCP est un substrat d’APC/C alors on pourrait penser
que Vpr pourrait cibler APC/C pour maintenir des niveaux stables de B-TrCP et ainsi permettre a

Vpu d’exploiter le complexe d’E3 ubiquitine ligase SCFFT,

1.2.5. Le complexe APC/C est-il un complexe ciblé par deux protéines du VIH-1?

Dans cette thése, j'ai démontré que Vpr ciblait le complexe APC/C et induisait la
dégradation d’au moins APC1. De maniere extrémement intéressante, il a récemment été
rapporté que la protéine accessoire Vif induisait la dégradation de la sous-unité régulatrice B56
de la phosphatase PP2A; une condition responsable de I'arrét du cycle cellulaire en G2/M médié
par Vif (452, 453). Bien que le lien avec APC/C n’a pas été établi dans ces publications, il est bien
connu que PP2A est un régulateur d’APC/C. En fait, en liant APC1, PP2A-B56 permet le
recrutement du coactivateur CDC20 et I'activation du complexe APC/CP¢%0, permettant ainsi le
début de la phase de mitose (961, 1069). Notons que I'activité de Vif sur PP2A semble également
corréler avec une augmentation des niveaux de Cycline B1 (453); une cible bien connue d’APC/C
(789). L'importance d’APC/C dans le cadre de I'arrét du cycle cellulaire en G2/M médiée par Vif
pourrait donc étre un élément critique de ce phénotype. Il se pourrait donc qu’en plus de Vpr qui
dégrade APC1, une sous-unité de la plateforme du complexe APC/C, Vif soit capable d’inhiber le
recrutement de CDC20 et donc lactivation du complexe APC/CP20, Cette possibilité
complexifierait davantage I’analyse des résultats de réplication durant l'infection des
macrophages car il se pourrait que la contribution de Vif balance pour la perte d’activité de Vpr

dans le contexte du double-mutant. Gardons toutefois en téte les mutants de Vpr S79A et R80A
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dont la réplication est altérée durant I'infection de macrophages (570) et qu’il est possible que
certains variants de Vpr n’induisent pas la dégradation d’APC1. La possibilité que le VIH-1 utilise
deux protéines accessoires pour moduler les activités du complexe APC/C est néanmoins

indicative d’'une importance de ce complexe pour la réplication du VIH-1.

La redondance des fonctions semble étre une chose relativement fréquente parmi les
protéines accessoires du VIH. C’'est par exemple le cas pour Vpu et Nef qui ciblent toutes deux
CD4 (461-464, 469, 470), Vpr et Vpx qui recrutent toutes deux le complexe Cul4-DDB1-DCAF1
(550-553, 555), ou encore de Vif et Vpr qui ont été rapportées pour médier la dégradation
d’APOBEC3G (422, 423, 425, 660). L'idée que Vpr et Vif soient toutes les deux capables de
moduler les activités d’APC/C est donc séduisante. Sachant que PP2A promeut la formation du
complexe APC/CP0 en stimulant la formation de ce complexe, il serait intéressant de voir si Vif
module la quantité de CDC20 présent sous forme de complexe avec APC/C au moyen, par
exemple, d’approche d’'immunoprécipitation (1069). Si I'effet de Vif sur PP2A et son activité sur
le cycle cellulaire sont reliés au complexe APC/CP¢20, alors on pourrait s’attendre a retrouver une
moindre quantité de CDC20 en complexe avec APC/C en présence de Vif. Une fois ce point validé,
je pense qu’il serait important d’étudier la conservation des activités de Vpr (sur APC1) et de Vif
(sur PP2A) parmi les différentes souches primaires de VIH-1 ainsi que du VIH-2 et des VISs. Je
pense que cette analyse phylogénétique pourrait étre critique afin de mieux comprendre
I'importance pour le virus de cibler les complexes APC/C. Si la présence de ce complexe dans la
cellule est d’une fagon ou d’une autre nuisible a la réplication virale, alors on pourrait prédire un
haut niveau de conservation des activités anti-APC/C du virus. Dans I’éventualité ou Vpr et Vif
auraient toutes les deux un réle a jouer contre APC/C, alors il serait intéressant de procéder a
I'infection de MDMs avec des virus ayant des substitutions dans Vpr (N285-G41N) et/ou Vif (131V-
R33G (452)) qui les rendent incapables de médier les dégradations respectives d’APC1 ou de
PP2A. Si APC/C joue role négatif dans la réplication virale alors on pourrait s’attendre a avoir une

diminution de lI'infection avec les virus possédant les substitutions précédemment nommées.
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1.3. Recrutement des complexes d’E3 ubiquitine ligase par Vpr

Le recrutement du complexe Cul4-DDB1-DCAF1 par Vpr est bien caractérisé (550-552, 555,
559, 560, 562). De maniére intéressante, il semblerait que Vpr soit capable de recruter au moins
un autre complexe d’E3 ubiquitine ligase, EDD-DYRK2-DDB1Pf! (563, 564, 713, 1031), pour
dégrader les protéines TERT et CP110 (563, 564, 713). Etant donné que la protéine DCAF1 est
présente a la fois dans EDD-DYRK2-DDB1PAF! mais aussi dans le complexe Cul4a-DDB1-DCAF1, on
pourrait se demander si les autres cibles connues de Vpr sont vraiment ciblées par ce dernier
complexe. En effet, certaines études présentant Cul4a-DDB1-DCAF1 comme I'E3 ubiquitine ligase
recrutée par Vpr pour induire la dégradation d’une cible démontrent principalement que la
déplétion de DCAF1 ou de DDBI1, par des approches de siRNAs, corréle avec une augmentation
des niveaux de la cible en présence de Vpr; et/ou que DCAF1 et DDB1 sont retrouvés dans un
complexe avec Vpr et la cible. Cependant étant donné que DCAF1 et DDB1 sont retrouvés dans
les deux complexes d’E3 ubiquitine ligase, il se pourrait que certaines conclusions soient erronées
et que le complexe EDD-DYRK2-DDB1P*! soit davantage impliqué. La différence majeure entre
ces deux complexes d’E3 ligase est la présence/absence de Cul4 ainsi que la neddylation du
complexe Cul4a-DDB1-DCAF1, nécessaire a son activation (1030, 1031, 1070-1073). Dans notre
cas, l'utilisation du MLN4924, un inhibiteur de la neddylation (1074), nous a permis d’observer
gue ce mécanisme était important dans I'activité de dégradation d’APC1 par Vpr. Ceci laisse
penser que le complexe Cul4a-DDB1-DCAF1 est fort probablement impliqué dans ce mécanisme.
Nous ne pouvons cependant pas exclure complétement une implication éventuelle du complexe
EDD-DYRK2-DDB1P®AF! particulierement au niveau des centrosomes. De maniére générale, il
serait mécanistiquement intéressant de valider si le paralogue de Vpr, Vpx, a également la
capacité de manipuler le complexe EDD-DYRK2-DDB1P“A! en plus du complexe Cul4a-DDB1-
DCAF1, afin de vérifier s’il s’agit-la d’'une activité acquise ou conservée durant |’évolution. Notons
que cette activité de Vpr sur EDD-DYRK2-DDB1P®Af! ne semble pas reliée a I'activité d’arrét du
cycle cellulaire de Vpr et que son importance dans la pathogénese du VIH-1 reste a étre

déterminée.
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2. Limites et perspectives des approches protéomiques

2.1. Les limites principales du BiolD

Comme mentionné précédemment, la force de I'approche BiolD est de marquer in cellulo
les protéines a proximité de la protéine d’intérét et de les identifier par spectrométrie de masse.
L'une des faiblesses du BiolD est que les protéines identifiées peuvent ne pas étre a proximité de
la protéine de fusion de maniere spécifique mais plutot se trouver malencontreusement dans le
diametre approximatif de 10 nm de biotine réactive présent autour de la protéine de fusion.
Comme pour toutes les autres approches protéomiques utilisant la spectrométrie de masse, la
validation de l'interaction entre la protéine d’intérét et la protéine cible est donc une étape
critique a l'identification du partenaire. Une autre limite du BiolD est que des défauts de
localisation et d’activité peuvent étre observés dans le contexte des protéines de fusion, cet
obstacle est bien connu de I"approche BiolD (733, 1075). Dans notre cas, la fusion de la biotine
ligase BirAl* en N-terminal de Vpr est problématique pour au moins deux raisons : 1) la fusion
altére grandement, de I'ordre de 90%, I’activité d’arrét du cycle cellulaire en G2/M associée a Vpr;
et 2) la fusion induit un changement de localisation de Vpr. Cependant, I'arrét de cycle résiduel
et la localisation partielle de la protéine de fusion BirA1*-Flag-Vpr au noyau, nous a permis de
générer une analyse des réseaux a proximité de Vpr intéressante et pertinente dans le contexte
de Vpr. Nous avons de plus validé I'approche en rapportant la présence de partenaires et cibles

de Vpr dans I'analyse, en plus de valider biochimiquement I'interaction entre APC/C et Vpr.

L'altération des activités de Vpr dans la protéine de fusion peut probablement étre
expliquée par la petite taille de Vpr (= 14 kDa) comparativement a la taille de BirA1* (= 35 kDa).
Des altérations des activités de Vpr dans le contexte de protéines de fusion ont également été
rapportées dans le passé. Par exemple, la fusion de la luciférase (= 60 kDa) a I'extrémité
N-terminale de Vpr relocalise la protéine dans le cytoplasme et induit une perte de son activité
d’arrét de cycle (296). Il a également été démontré que la fusion de GFP (= 28 kDa) en N-terminal
de Vpr localisait correctement au noyau, tandis que la fusion en C-terminal de Vpr relocalisait la
protéine au niveau du cytoplasme et de la membrane nucléaire. Dans les deux cas, la fusion de

GFP a Vpr rendait la protéine incapable de médier un arrét du cycle cellulaire en G2/M (744). 1l a
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enfin été noté que la fusion de la chloramphénicol acétyltransférase (= 27 kDa) aux extrémités N-
ou C-terminales de Vpr induisait également une perte de I'activité d’arrét de cycle de la protéine

(1076, 1077).

2.2. Perspectives concernant les analyses protéomiques

Plusieurs nouvelles générations de BiolD ont récemment été développées et pourraient
étre utilisées en alternative a I'approche classique. Branon et al. ont développé deux nouvelles
enzymes dont les capacités de biotynilation ont été améliorées (735). L'utilisation de ces
approches pourraient étre une bonne alternative a la condition six heures que nous avons utilisé.
Elles permettraient notamment d’identifier plus facilement le réseau d’interaction de partenaires
de proximité de Vpr a des temps réduits. Cependant, étant donné que ces versions ont été
développées en utilisant les versions de premieres générations (BirAl et BirA2) et que ces
dernieres inhibent grandement I'activité d’arrét de cycle de Vpr (Chapitre 2), il serait donc
surprenant qu’elles permettent a Vpr de médier cette activité dans un contexte de fusion. Une
autre alternative, plus prometteuse, serait d’utiliser I'approche de split-BiolD (745). Cette
approche est basée sur la séparation de BirAl*, entre les acides aminés E256 et G251, en deux
fragments capables de reformer une enzyme fonctionnelle en interagissant ensemble (745). Etant
donné les tailles de Vpr et de DCAF1, respectivement d’environ 14 et 170 kDa, nous pourrions
penser a fusionner le fragment C-terminal de BirA1* (= 10 kDa) a I'extrémité N-terminale de Vpr
et le fragment N-terminal de BirAl1* (= 25 kDa) a DCAF1. Sachant que la fusion de I'étiquette
TAP (= 21 kDa) a I'extrémité N-terminale de Vpr, permet de conserver une activité d’arrét du cycle
cellulaire (550), la fusion du fragment C-terminal de BirA1* a Vpr devrait permettre I'obtention
d’une protéine de fusion au moins partiellement fonctionnelle. L'interaction entre Vpr et de
DCAF1 permettrait de reconstruire I'enzyme BirAl* et ainsi d’obtenir un réseau de partenaire a

proximité de Vpr plus raffiné.

Comme mentionné précédemment, en utilisant une approche de SILAC, le groupe du
Dr Paul J. Lehner a démontré que Vpr induisait la modulation d’environ 2 000 protéines lors de
I'infection par le VIH-1 de cellule lymphocytes T CD4* en culture (690). Cette approche de SILAC

ne permet cependant pas d’identifier les complexes protéiques qui sont déstructurés, et donc
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inactivés, en présence de Vpr. A contrario, I'approche BiolD permet bien d’identifier les
complexes étant a proximité de Vpr mais ne permet pas, sans expériences complémentaires, de
valider que ces complexes sont en effet déplétés en présence de la protéine. Une approche de
protéomique qui permettrait d’identifier les complexes protéiques dégradés et déstructurés en
présence de Vpr est I'approche de profilage de corrélation des protéines (protein correlation
profiling; PCP). Cette approche développée au début des années 2000 est essentiellement basée
sur I"approche SILAC (1011, 1078). La différence majeure réside dans le fait qu’une fois les
protéines cellulaires marquées, les lysats cellulaires seront fractionnés au moyen d’une
chromatographie a exclusion de taille (1079). Se faisant, il sera possible de déterminer quels
seront les complexes protéiques présents/absents dans chaque fraction et ainsi de déterminer

quels complexes protéiques sont déstabilisés ou déplétés en présence de Vpr.

Parmi les limites de notre approche, nous retrouvons également le fait que nous avons
analysé le réseau de partenaires a proximité de Vpr dans des conditions non physiologiques, en
surexpression et dans des modeéles cellulaires de HEK293 et Hela; et a des temps relativement
longs (aprés 6 et 24 heures d’induction). Malgré la complexité technique, il serait vraiment
intéressant d’analyser I'effet de Vpr notamment par I'approches AP-MS directement dans les
macrophages ou dans des lignées cellulaires équivalentes. On pourrait par exemple encapsider
HA-Vpr durant la production virale de virus déficients pour Vpr et encodant GFP, puis analyser les
partenaires de Vpr dans des cellules triées pour exprimer ou non GFP a deux jours apreés
I'infection. Ceci nécessiterait une quantité importante de cellules et |'utilisation de tri cellulaire
mais permettrait de gagner en spécificité par rapport aux candidats qui seront alors identifiés.
Sachant que Vpr est une protéine virale encapsidée, qu’elle est retrouvée dans le complexe de
pré-intégration et que certaines activités peuvent étre induites par elle lorsqu’elle est encapsidée,
il serait également intéressant d’analyser ses partenaires et ses effets précoces sur le protéome
cellulaire. Pour cela, on pourrait par exemple penser a des expériences de type AP-MS ou SILAC
en présence de virus ayant une mutation dans l'intégrase (e.g. D64A) et qui sont capables d’entrer
dans la cellule, de rétrotranscrire leur ARN mais qui ne peuvent pas s’intégrer dans le génome
cellulaire. Ceci permettrait ainsi d’éliminer la confondante de Vpr néosynthétisé et de regarder

uniguement a l'effet des protéines encapsidées.

209



2.2. Perspectives sur les candidats identifiés par I’'approche BiolD

L’analyse BiolD nous a permis d’identifier de nombreux complexes ou réseaux a proximité
de Vpr. Pour les raisons mentionnées précédemment nous avons décidé d’analyser la relation
entre le complexe APC/C et Vpr, mais bien d’autres peuvent étre intéressants a analyser en
profondeur. Parmi ceux-ci: le complexe SMN, le complexe CCR4-NOT ainsi que le complexe

d’histone acétyltransférase NuA4 et les complexes Polycomb (PRC).

Le complexe SMN est important pour I'assemblage des petites ribonucléoprotéines
nucléaires spliceosomales et I'épissage des ARNs messagers (691). Ce complexe a été tres
récemment validé comme étant une cible de Vpr et sa déplétion par des approche de shRNA
semblerait induire une accumulation de cellules en phase G2/M du cycle cellulaire (689, 690). Ce
complexe est particulierement intéressant car il semblerait que I'intégrase soit capable d’interagir
avec Gemin2, une sous unité du complexe et que la déplétion de Gemin2 diminue la RT durant
I'infection de macrophage (692, 693). Il semblerait donc que cette protéine, et par extension
possiblement le complexe SMN, joue un role précoce durant I'infection de macrophage, menant
a se poser la question de savoir si ce complexe est encapsidé durant la production virale. De
maniére contrintuitive, ce complexe est également dégradé par Vpr, laissant suggérer qu'il
pourrait aussi affecter des étapes tardives du cycle de réplication virale (690). Comme mentionné
précédemment, le complexe SMN joue notamment un réle dans les mécanismes d’épissage des
ARNs messagers (691); le VIH étant un virus dont la régulation post-intégration dépend
notamment de |'épissage (180, 181), il serait intéressant de valider I'effet de ce complexe sur
I’épissage du virus. Etant donné que Vpr induit la dégradation de ce complexe (690), on pourrait
spéculer que SMN régule indirectement I'épissage du VIH et qu’en modulant ce complexe Vpr
limite cette activité. De maniére intéressante, il semblerait que Vpr module différents facteurs
importants dans le mécanisme d’épissage comme par exemple SAP145, SAP49; et que Vpr soit
capable de moduler I'épissage viral mais aussi cellulaire (1080). Notons également que le
spliceosome qui joue un réle dans I'épissage des ARNs (1081), est un réseau que nous avons

détecté a proximité de Vpr en utilisant I'approche BiolD.

Le complexe CCR4-NOT possede notamment des activités de déadénylase et de 3’-5’

exonucléase qui lui permettent d’étre impliqué au niveau du contréle de la qualité des ARNs
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messagers (958). Il semble aussi jouer des réles au niveau de la chromatine et moduler
I’expression génique; mais aussi moduler l'initiation et I’élongation de la transcription ou encore
I’export des ARNs messagers (1082). Ce complexe a été rapporté pour interagir avec une protéine
liant I’ARN, appelée Tristetraprolin (1083). Cette protéine semble inhiber la production virale en
liant I’ARN génomique du VIH (1084). Il est spéculé que le complexe CCR4-NOT pourrait recruter
Tristetraprolin pour inhiber au niveau transcriptionnel le VIH (1085). De maniére intéressante, il
semblerait que I'expression de Tristetraprolin soit elle-méme modulée par un mécanisme
dépendant de micro-ARN durant I'infection par le SIV (1086). Pour ces raisons, il semblerait donc
pertinent d’analyser la relation entre Vpr et CCR4-NOT. Un modele dans lequel Vpr dégraderait

CCR4-NOT pour augmenter I'expression du VIH-1 pourrait alors étre proposé.

Les complexes NuA4 et PRC sont impligués dans des mécanismes de régulation
épigénétique (1087). De manieére intéressante, il a été démontré que les complexes PRC étaient
importants dans I'établissement et la maintenance de la latence du VIH-1 et que dépléter
certaines composantes par des approches d’ARN interférence ou inhiber les complexes réactivait
les virus latents (1088). Dans le cas du complexe NuA4, il a été rapporté que NuA4 pouvait
augmenter la transcription a partir du LTR du VIH mais ces observations proviennent d’un systeme
in vitro (1089). Il serait intéressant de valider cette activité lors de I'infection. La protéine Vpr a
été rapportée pour dégrader la protéine CTIP2, un régulateur épigénétique, un mécanisme
proposé pour permettre au virus d’éviter le mécanisme de latence et pour promouvoir la
transcription virale et donc sa réactivation éventuelle le cas échéant (589). Egalement, il a
récemment été rapporté que le complexe HUSH, un autre régulateur épigénétique, pouvait étre
dégradé par Vpx, le paralogue de Vpr, entrainant la réactivation virale dans des systémes de
latence (724, 725). |l serait donc intéressant de valider I'effet de Vpr sur les complexes NuA4 et

PRC ainsi que les mécanismes éventuellement conséquents de réactivation du VIH.

Les cibles éventuelles discutées ici sont toutes plus intéressantes les unes que les autres.
Un point que je pense important de rappeler et que Vpr a un effet majeur et global au niveau du
protéome cellulaire. Considérant que cet effet de Vpr sur le protéome est probablement

majoritairement indirect, il se pourrait que chacune de ces cibles ait le potentiel théorique
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d’expliquer une partie de ces effets de Vpr et de contribuer aux activités de cette protéine

énigmatique du VIH.

3. Conclusion et contributions de la these

3.1. Conclusion

Cette these présente une exploration moléculaire des partenaires cellulaires de la
protéine virale Vpr du VIH-1. L'utilisation de I'approche BiolD, nous a permis d’identifier
200 nouvelles cibles potentielles de Vpr incluant de nombreux complexes cellulaires et réseaux
de protéines dont : APC/C, ORC, les centrosomes, le spliceosome, CCR4-NOT, NuA4 ou PRC. Nous
avons validé I'approche en choisissant de détailler la relation entre le complexe APC/C et Vpr, et
avons démontré que Vprinduisait la dégradation d’APC1, une sous-unité essentielle a la structure
du complexe APC/C. Nous avons ainsi défini APC1 comme une nouvelle cible de Vpr dont nous ne

comprenons actuellement pas I'importance dans la pathogénese du VIH-1.

Au-dela des nouvelles cibles potentielles de Vpr identifiées, I'approche BiolD semble nous
indiquer que Vpr pourrait avoir des activités additionnelles aux activités de régulation du cycle
cellulaire et de dommages a 'ADN. Vpr pourrait notamment jouer au niveau de la régulation
épigénétique, mais aussi au niveau de I'épissage ou encore du controle de la qualité des ARNs, et
ce pour les génes/ARNs cellulaires et/ou viraux. Ces activités potentielles de Vpr pourraient étre

importantes pour la pathogénicité du VIH-1.

Dans cette these, des travaux relatifs a I'activité de Vpr au niveau des centrosomes sont
également présentés. Ces travaux qui ont été réalisés en grande majorité par Dr Delowar Hossain,
sous la supervision du Dr William Tsang, démontrent que Vpr module I'homéostasie des
centrosomes, notamment en induisant la dégradation de la protéine centrosomale CP110.
L'importance de cette activité de Vpr dans la pathogénése du VIH-1 n’est pas comprise pour

I'instant.
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Les travaux présentés ici nous permettent de mieux comprendre les activités moléculaires
de Vpr et ouvrent la voie a de nombreux axes de recherche possibles. L’activité globale de Vpr
durant l'infection semble aller au-dela des activités d’arrét du cycle cellulaire en G2/M dans les
cellules cycliques et d’avantage réplicatif dans les macrophages. Il reste beaucoup de travail a
fournir afin de comprendre moléculairement parlant Vpr, ainsi que son role dans la pathogénése

du VIH-1.

3.2. Contributions de la these

Les contributions scientifiques majeures des travaux présentés dans cette these sont :

1- Premiere utilisation de I'approche BiolD afin d’identifier les partenaires cellulaires et

réseaux de protéines a proximité de Vpr.

2- Identification de 200 nouvelles cibles potentielles de Vpr incluant de nombreux complexes
protéiques et réseaux d’interaction. L’analyse inclut notamment les complexes et
réseaux : APC/C, ORC, du centrosome, CCR4-NOT, du spliceosome, NuA4, du médiateur,

de polymérase, Polycomb.

3- Identification d’APC1 comme une nouvelle cible de Vpr dont I’activité est conservée par des
variants provenant d’isolats primaires mais non par celui provenant de lisolat

prototypique NL4.3.
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Annexe 1. Conservation de la boite D présente dans la séquence protéique de Vpr

Représentation partielle de la séquence protéique de Vpr, comprise entre les acides
aminés 34 et 45. Cette séquence a été obtenue en analysant 4 835 variants de Vpr provenant de
la banque de donnée des séquences du VIH (Los Alamos National Laboratory;

http://www.hiv.lanl.gov/). Les acides aminés en rouge indiquent les résidus d’'un motif

correspondant a une boite D (RxxLxxL) qui sont potentiellement reconnus par les coactivateurs
du complexe APC/C comme un domaine de reconnaissance de substrat. Les acides aminés R36, L3
et L% sont conservés respectivement dans 96%, 99.9% et 98.5% des variants de Vpr analysés.
Bru indique la séquence du variant de Vpr alignée au-dessus du logo. G41 indique un acide aminé
décrit comme important pour l'activité de dégradation d’APC1 médiée par Vpr. Probability
indique la probabilité, de 0 a 1, de trouver I'acide aminé indiqué a la place indiquée dans les

séquences de Vpr.
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