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1. Présentation générale des protéines IFITM

Les protéines IFITM1, 2 et 3 (« InterFeron-Induced TransMembrane proteins »)
constituent, comme leur nom 1’indique, une famille de protéines transmembranaires dont
I’expression est fortement amplifiée par les interférons de type 1 et 2 grace a un élément
ISRE (« Interferon-Stimulated Response Element ») présent dans le promoteur des génes
correspondants (Tartour et Cimarelli, 2015). Chez I’'Homme, la famille IFITM comporte
également deux autres membres IFITM5 et 10. Cependant, seules les protéines IFITM1, 2 et
3, sont induites par les interférons et exercent une activité antivirale, les qualifiant a ce titre de
facteurs de restriction antiviraux. Ces protéines sont exprimées de fagon ubiquitaire a un
niveau basal et ont une activité constitutive au sein de toutes les cellules, notamment celles de
la barriere épithéliale, constituant une premiere ligne de défense contre les infections virales
(Bailey et al., 2012). Les protéines IFITM1, 2 et 3 ont la propriété unique de restreindre
I’infection par de nombreux virus pathogénes particuliérement dangereux pour I’homme tels
que le virus de Marburg, le virus de la Dengue, le virus Ebola et le virus de la grippe, avant
méme que ces virus n’aient pu traverser la membrane cellulaire et atteindre le cytoplasme.
Cette propriété les distingue des autres facteurs de restrictions antiviraux connus qui eux
agissent a différentes étapes du cycle viral consécutives a 1’entrée du virus. Cependant, les
mécanismes moléculaires précis par lesquels les protéines IFITM exercent leurs actions

antivirales n’ont pas encore été élucidés.

Les deux autres membres de la famille IFITM humaine, les protéines IFITM5 et 10,
n’ont quant a elles aucune fonction antivirale connue. De plus, contrairement aux protéines
IFITM1, 2 et 3, le promoteur de leurs génes ne comprend pas d’¢lément ISRE, signifiant que
leur expression n’est, par conséquent, pas induite par les interférons. La protéine IFITM5 est
principalement exprimée a la membrane cellulaire des ostéoblastes et pourrait étre impliquée
dans la minéralisation osseuse. (Moffatt et al., 2008 ; Hanagata et al., 2011) Des mutations
dans le gene IFITM5 sont d’ailleurs responsables de 1’ostéogenése imparfaite de type 5 (Cho
et al., 2012 ; Semler et al., 2012). Quant a la protéine IFITM10, ni son mode d’expression, ni

sa fonction n’ont été investigués.
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2. Réponse du systéme immunitaire inné a ’infection virale

Bien que les virus soient des parasites intracellulaires obligatoires, signifiant qu’ils ne
peuvent survivre sans détourner a leur profit la machinerie cellulaire d’un hote vivant, la
plupart d’entre eux ne compromettent habituellement pas notre survie. Ceci s’explique par le
fait que notre organisme n’est pas sans défense et déploie de nombreuses mesures destinées a
limiter et a éradiquer les infections virales. Le systéme des interférons de type 1 (o/B) joue
notamment un réle central dans cette défense antivirale et est actif contre tous les types de
virus (Haller et al., 2006).

Afin de développer une réponse rapide et efficace contre une intrusion virale, celle-ci
doit tout d’abord étre décelée. Pour ce faire, la cellule hote détecte la présence du virus grace
a des récepteurs, les PRRs (« Pattern Recognition Receptors »), situés dans le cytosol et dans
les endosomes, qui reconnaissent spécifiquement certaines molécules virales appelées
PAMPs (« Pathogen-Associated Molecular Patterns »). Par exemple, dans le cytosol, les
ARN viraux double brin sont reconnus par les récepteurs RIG-1 et MDA5 (famille de
récepteurs RIG-I-like) (Yoneyama et al., 2004 ; Andrejeva et al., 2004). Tandis que dans les
endosomes, les ARN viraux double brin sont reconnus par le récepteur TLR3 (« Toll-Like
Receptor 3»), les ARN viraux simple brin sont reconnus par les récepteurs TLR7 et 8 et les
ADN double brin sont eux reconnus par les récepteurs TLR9 (Beutler, 2004 ; Bowie et Haga,
2005 ; lwasaki et Medzhitov, 2004). La liaison de ces PAMPs viraux aux PRRs initie alors
des cascades de signalisation, dont fait partie la voie NF-xB, aboutissant a la synthése et a la

sécrétion dans le milieu extracellulaire environnant d’interférons de type I par la cellule hote.

Les interférons de type | constituent une famille de cytokines appartenant au systeme
immunitaire inné et agissant en premiere ligne de défense contre tous les types de virus. Les
interférons de type I, a et B, ont un récepteur commun, IFNAR. IFNAR est un hétérodimére
composé de deux sous unités, IFNAR 1 et 2, et est situé a la membrane des cellules
productrices d’interférons et des autres cellules de 1’organisme, susceptibles d’étre de
nouvelles cibles du virus. En circulant et en se liant a leur récepteur, les interférons a/p
stimulent ainsi la réponse antivirale des cellules de fagon autocrine et paracrine afin de limiter
la propagation du virus. La liaison des interférons de type | a leur récepteur IFNAR induit le
recrutement et ’activation des kinases JAK1 (« JAnus Kinase 1 ») et TYK2 (« TYrosine-
specific Kinase 2 ») qui a leur tour phosphorylent les proteines STAT1 et 2 (« Signal
Transducers and Activators of Transcription »). Les protéines STATL1 et 2 phosphorylées
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s’associent au facteur-9 de régulation d’interféron IRF-9 (« Interferon Regulatory Factor-9 »)
pour former un complexe de facteurs de transcription hétérotrimérique appelé ISGF3
(« Interferon-Stimulated Gene Factor 3 »). ISGF3 est ensuite transloqué dans le noyau ou il
induit la transcription de plusieurs centaines de génes stimulés par 1’interféron, appelés 1SGs
(« Interferon-Stimulated Genes ») (de Veer et al., 2001 ; Der et al., 1998), en se liant aux
éléments ISRE de leur région promotrice (Samuel, 2001 ; Stark et al., 1998). Ces ISGs codent
pour des protéines exercant différentes activités antivirales, telles que, pour n’en citer que
quelques-unes, les protéines MX1, OAS1, PKR, TRIMS, Tetherin, Viperin ainsi que les
protéines IFITM1, 2 et 3 (Schoggins et Rice, 2011).

Cependant, certains virus ne constitueraient pas de dangereux pathogeénes s’ils
n’avaient pas évolués en développant des stratégies leur permettant d’échapper au controle
des interférons. Ces stratégies incluent la suppression de la synthése d’interférons, la
régulation négative de leur signalisation ou encore ’inhibition de 1’action antivirale de leurs
protéines effectrices. Pour accomplir ces activités provirales, les virus utilisent des protéines
virales non structurales (c’est-a-dire non présentes dans les particules virales mais exprimées
dans les cellules infectées) et non essentielles a leur réplication, interagissant avec différents
constituants viraux et cellulaires, et exercant souvent plusieurs fonctions au sein des cellules
infectées. Par exemple, la protéine NS1 du virus de la grippe A exerce plusieurs actions
ciblant des points stratégiques de la défense antivirale cellulaire et qui toutes concourent a
favoriser la multiplication virale. NS1 se lie notamment aux molécules d’ARN double brin et
les séquestre dans le but d’empécher 1’activation du systéme des interférons (Wang et al.,
2000). Elle contribue également a favoriser la traduction des ARNm viraux au détriment des
ARNmM cellulaires (de la Luna et al., 1995 ; Park et Katze, 1995) et inhibe la maturation de
ces derniers (Lu et al., 1994). Et enfin, NS1 participe a la régulation du cycle de réplication
viral (Krug et al., 2003). Par conséquent, il semble établi a présent que la capacité des virus a
antagoniser 1’action antivirale des interférons détermine directement leur degré de virulence et
pourrait étre a 1’origine de la transmission interespeces de virus dits émergents ou
réémergents a la recherche de nouveaux hotes. En effet, il a été démontré que I’efficacité de
ces actions virales antagonistes, permettant d’outrepasser la défense mise en place par les
interférons, varie d’une espéce a I’autre (Bossert et Conzelmann, 2002 ; Parisien et al., 2002).
Une sélection de variations génétiques permettant a ces virus d’étre transmis a I’Homme et de
mieux échapper a sa réponse antivirale pourraient alors s’opérer au sein d’un hote

intermédiaire auquel ces virus sont bien adaptés (Munier et al., 2010), expliquant deés lors la
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survenue d’infections zoonotiques telles qu’illustrées par les épidémies de Coronavirus SRAS
ou encore celles des virus Hendra, Nipah, Ebola et Marburg ; et justifiant la menace que

représente la transmission du virus de la grippe aviaire HSN1 a I’ Homme (Haller et al., 2006).

3. Contribution de la protéine IFITM3 a la réponse antivirale de

limmunité adaptative

Wakim et al. ont découvert que, suite a une primo-infection par le virus de la grippe
A, des lymphocytes/cellules T mémoire CD8" résidentes (TRM, « Tissue-Resident Memory
T cells ») apparaissent dans les poumons (aux sites de la primo-infection) et expriment de
fagon constitutive et en grande quantité la protéine antivirale IFITM3. Ces cellules, persistant
a long terme dans les tissus non lymphoides périphériques, maintiendraient 1’expression
d’IFITM3 déclenchée par I’infection virale, afin de les protéger et de garantir leur survie en
cas de nouvelles expositions au virus de la grippe ainsi qu’a d’autres virus également
restreints par IFITM3. Ces cellules seraient alors en mesure de contribuer & une élimination
plus rapide des infections virales. Des cellules du méme type exprimant IFITM3 en grande
concentration ont également été observées dans le cerveau de souris infectées par le Virus de
la Stomatite Veésiculaire (VSV). Bien qu’il ait été montré que 1’expression d’IFITM3 dans ces
cellules naives puissent étre stimulée aussi bien par la détection d’interférons (IFN) alpha que
par une reconnaissance antigénique, le maintien de la surexpression de la protéine une fois
I’infection résolue ne semble pas, par contre, étre engendrée par des signaux locaux (tel que
I’TFN-a) présents dans les poumons. Ces cellules posséderaient en réalité la propriété unique
de déméthyler le promoteur du gene IFITM3 permettant dés lors 1’expression constitutive de
la protéine IFITM3 en grande quantité. En conclusion, la fonction antivirale de la protéine
IFITM3 ne se limiterait pas seulement a I’'immunité innée mais supporterait également
I’immunité adaptative en lui conférant une résistance prophylactique aux infections virales,

améliorant par conséquent la qualité de sa réponse (Wakim et al., 2012).
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4. Les familles IFITM et CD225/Dispanines

La famille de protéines IFITM fait elle-méme partie d’une plus grande famille de
protéines transmembranaires, les dispanines. Celles-ci ont en commun de présenter la méme
topologie membranaire, a savoir deux régions TransMembranaires ou TM, d’ou leur nom, les
dispanines, « span » signifiant travee en anglais. Les dispanines existent chez les eucaryotes et
les bacteries et présentent une forte homologie de séquence ainsi que plusieurs motifs
conservés, situés principalement au niveau de la boucle intracellulaire séparant les 2 TM ou
hélices ainsi qu’au niveau de la premiére hélice transmembranaire (Séllman Almén et al.,
2012). Les protéines IFITM sont également caractérisées par la présence d’une région centrale
hautement conservée, nommeée CD225, correspondant au premier domaine associé a la
membrane suivi de la boucle intracellulaire (figure 1), dont ’homologie de séquence est
partagée par plus de 300 membres constituant la famille CD225/pfam04505 (John et al.,
2013). En plus des protéines IFITM 1 a 3, 5 et 10, la famille CD225 comprend sept autres
membres chez I’humain, a savoir PRRT1, PRRT2, TMEM233, TMEM91, TUSCS5,
SYNDIG1, SYNDIGLL (Perreira et al., 2013). Cependant, seules les protéines IFITM1, 2 et 3
possedent des propriétés anti-virales reconnues. Alors que leur domaine CDD225 est lui
hautement conservé, leur région N-terminale présente quant a elle des variations de séquence
et de taille d’une protéine IFITM a I’autre qui pourraient expliquer leurs spécificités anti-
virales respectives (figure 1) (John et al., 2013). Quant aux sept autres protéines humaines de
la famille CD225, peu de choses sinon rien n’est connu a propos de leur fonction (Perreira et
al., 2013). SYNDIGIL est suspectée d’étre impliquée dans la pathogenése de la maladie de
Huntington (de Chaldée et al., 2006) tandis qu’il a été établi que des mutations dans le géne
PRRT2 sont responsables de la survenue de la dyskinésie kinésigénique paroxystique et du
syndrome de convulsions infantiles-choréathétose (Lee et al., 2012). Cependant, le

mécanisme engendrant ces maladies reste inconnu.
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Figure 1 : Domaines des protéines IFITM représentés au-dessus de I’alignement de séquences des
protéines IFITM de I’Homme, de la souris, du poulet et du poisson (ici, truite arc-en-ciel). Le motif
d’internalisation ainsi que les acides aminés subissant des modifications post-traductionnelles ou étant
potentiellement impliqués dans la dimérisation sont surlignés en couleur.

(figure adaptée de Bailey et al., 2014).

5. Domaines des protéines IFITM

Les protéines IFITM peuvent étre décomposées en cing domaines se différenciant par
leur degré d’hydrophobicité, leur localisation membranaire, ainsi que par leur conservation.
Ces cing domaines comprennent un domaine hydrophobe N-terminal variable (NTD, « N-
Terminal Domain ») suivi d’un domaine hydrophobe transmembranaire ou intramembranaire
conservé (IM1, « IntraMembrane » ou TM1, « TransMembrane »), suivi a son tour d’une
boucle intracellulaire conservée (CIL, « Conserved Intracellular Loop »), puis d’un second
domaine hydrophobe transmembranaire ou intramembranaire variable (IM2 ou TM2) et

enfin, d’un court domaine C-terminal hautement variable (CTD, « C-Terminal Domain »)
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(figure 1). Les domaines IM1 ou TM1, et CIL définissent ensemble le domaine CD225 dont
I’homologie de séquence est partagée par plus de 300 membres eucaryotes et procaryotes de

la famille CD225/pfam04505 tel qu’introduit plus haut.

Les protéines IFITM présentent en effet une tres forte homologie de séquence entre
elles : 91 % entre IFITM2 et IFITM3, et 59 % entre IFITM2 et IFITM1 (Tartour et Cimarelli,
2015). Ces protéines difféerent majoritairement par la longueur de leur domaine N-terminal,
celui des protéines IFITM2 et 3 étant plus long que celui d’TFITM1 de 20 et 21 acides aminés
respectivement (figure 1). Cette disparité pourrait expliquer les différences de distributions

cellulaires et d’activités antivirales observées entre ces protéines telles qu’abordées plus bas.

6. Les genes IFITM et leurs orthologues chez la souris

Les protéines IFITM sont codées chez ’homme par une famille de cinq genes :
IFITM1, IFITM2, IFITM3, IFITM5 et IFITM10, tous situés sur le chromosome 11. Les génes
IFITM1, 2, 3 et 5 sont rassemblés au sein d’une région de 26.5 kb proche du télomere sur le
bras court du chromosome 11 tandis que le gene IFITM10 est situé 1.4 Mb plus loin en

direction du centromere (figure 2) (Smith et al., 2014).

Chez la souris, ces mémes génes sont situés sur le chromosome 7 et sont orthologues
de leurs homologues humains. Le génome de la souris contient, en outre, deux autres genes
Ifitm : Ifitm6 également situé sur le chromosome 7 et Ifitm7 situé sur le chromosome 16.
Ifitm7 a probablement été rétrotranscrit sans intron a partir du gene Ifitm1. Chez les humains
ainsi que chez la souris, le gene IFITM4/Ifitm 4 constitue un pseudogéne, qui comme son nom
I’indique, ne conduit pas a ’expression d’une protéine. Tous les génes humains ou murins
codant des protéines IFITM contiennent deux exons codant séparés par un intron et la plupart
d’entre eux sont aussi initiés par un exon non codant additionnel (figure 2) (Hickford et al.,
2012). Des genes analogues ont également été retrouvés chez d’autres mammiféres (Siegrist
et al., 2009), notamment chez les marsupiaux (Hickford et al., 2012) et les espéces aviaires
(Smith et al., 2013).
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Figure 2 : Positions relatives des différents genes IFITM sur les chromosomes humains et
murins. Les exons des genes sont représentés par des rectangles colorés tandis que leurs introns sont
représentés par des carrés gris foncé situés entre les exons. Les fleches indiquent quant a elles le sens

de la transcription (Bailey et al., 2014).

7. Découverte de la famille IFITM et de ses propriéetés antivirales

Trois génes de la famille IFITM humaine, nommés 9-27 (IFITM1), 1-8D (IFITM2) et
1-8U (IFITM3) ont été découverts en 1991. Leur analyse a révélé que leur région promotrice
contenait un ou plusieurs éléments ISRE, permettant de conclure que leur expression eétait

hautement inductibles par les interferons de type I et Il (Lewin et al., 1991).

En 1995, Deblandre et al. ont démontré que le produit du géne 9-27 (IFITM1) est une
protéine précédemment identifiée comme étant 1’antigéne Leu-13 (Deblandre et al., 1995).
Leu-13 a été initialement définie comme étant une petite protéine membranaire dont

I’expression est induite par les interférons et qui s’associe, dans les leucocytes et les cellules
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endothéliales, a d’autres protéines (tels que les composants CD19, CD21 et CD81/TAPA-1 du
récepteur des lymphocytes B) (Matsumoto et al., 1993) pour former un complexe a la surface
cellulaire relayant des signaux d’agrégation et d’inhibition de la prolifération cellulaire (Evans
etal., 1990).

Un an plus tard, en 1996, Alber et Staeheli ont voulu déterminer si la protéine 9-27
(IFITM1 ou encore Leu-13) exercait elle aussi une activité antivirale, tout comme d’autres
protéines induites par les interférons, telle que MxA. Ces auteurs ont constaté que chez la
souris, les cellules exprimant la protéine humaine 9-27 étaient moins sensibles a 1’infection
par le virus de la stomatite vésiculaire que les cellules controle n’exprimant pas la protéine,
mais que son efficacité antivirale était moindre que celle de la protéine MxA testée en
paralléle. En outre, les auteurs n’ont constaté aucune inhibition significative du virus de la
grippe par la protéine 9-27. (Alber et Staeheli, 1996). Bien que ces conclusions soient
aujourd’hui contestées par des études plus récentes, indiquant qu’au contraire, [FITMI
restreindrait plus efficacement le virus de la grippe que celui de la stomatite vésiculaire, Alber

et Staeheli ont été les premiers a attribuer une fonction antivirale a une protéine IFITM.

Hormis une rapide mention, en 2003, de I’activité antivirale exercée par le géne 1-8 U
(IFITM3) contre le virus de 1’hépatite C (Zhu et Liu, 2003), ce n’est que 13 ans plus tard, en
2009, que les propriétés antivirales des protéines IFITM ont été redécouvertes et
véritablement mises en avant. Auparavant, la plupart des études concernant les protéines
IFITM s’intéressaient a leur role dans le développement, bien que leur forte induction par les
interférons soit déja connue (Tanaka et al., 2005), et ce, jusqu’a ce qu’il ait été démontré que
la délétion du locus Ifitm entier n’avait aucun impact sur le développement ou le phénotype

apparent de souris IfitmDel-/- (Lange et al., 2008).

En 2009, Brass et al. ont donc identifié les protéines IFITM comme pouvant étre de
potentiels facteurs de restriction du virus de la grippe A lors d’un criblage par ARN
interférence destiné a identifier les facteurs cellulaires modifiant la réplication du virus de la
grippe. Ces auteurs ont ensuite validé leur hypothése en constatant un accroissement de la
réplication du virus de la grippe dans les cellules humaines lorsque IFITMS3 était ciblée par de
petits ARN interférents. Ils ont également démontré que la surexpression des protéines
IFITML1, 2 et 3 inhibait la réplication de toutes les souches du virus de la grippe A examinees
ainsi que celle des flavivirus du Nil Occidental et de la Dengue testés en parallele. Ils ont

observés, en outre, que les souris IfitmDel-/- étaient d’une part, plus vulnérables a I’infection
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par le virus de la grippe A et d’autre part, que 1’effet antiviral des interférons de type 1 et 2
était moindre chez ces souris. Brass et al. ont ensuite poussé leurs investigations encore plus
loin en montrant que seuls les rétrovirus pseudotypés, c’est-a-dire combinés, a différentes
hémagglutinines (HA) virales (H1, H3, H5 et H7) pouvaient étre efficacement restreints par
les protéines IFITML1, 2 et 3, suggérant que les protéines IFITM pourraient cibler I’entrée des
souches du virus de la grippe dans la cellule via leur protéine d’enveloppe HA. Les protéines
IFITM ont alors éte définies comme constituant une famille de facteurs de restriction
antiviraux actifs contre deux familles de virus enveloppés, les familles orthomyxoviridae et
flaviviridae, et participant de fagon non négligeable a I’action antivirale des interférons de

type 1 et 2 (Brass et al., 2009).

8. Localisation des protéines IFITM

La protéine IFITML1 réside principalement dans les radeaux lipidiques de la membrane
plasmique (Bradbury et al., 1992) ainsi qu’a la membrane des endosomes précoces, tandis que
les protéines IFITM2 et 3 sont majoritairement présentes a la membrane des endosomes
tardifs, des lysosomes et des autolysosomes, soit au niveau des compartiments intracellulaires
(Huang et al., 2011 ; Feeley et al., 2011). Cette distribution cellulaire des protéines IFITM
pourrait étre déterminée par leur domaine NTD respectif. La tyrosine 20 (Y20), appartenant
au domaine NTD d’TFITM2 et 3 mais absente d’IFITM1, a notamment été identifiée comme
étant un résidu clé ciblant IFITM3 aux membranes endolysosomales (figure 1). La mutation
d’Y20 a eu pour effets de changer la localisation d’IFITM3, des compartiments
endolysosomaux vers la membrane plasmique, et d’y induire son accumulation (Jia et al.,
2012). Y20 appartiendrait en effet & un motif Yxxd (¢ représentant un acide aminé a chaine
hydrophobe « imposante »), ici la séquence protéique 20-YEML-23, servant de signal de tri
aux proteines, leur permettant d’étre rapidement internalisées a partir de la membrane
plasmique pour étre ensuite adressées aux lysosomes. En outre, la découverte que cette
tyrosine Y20 peut étre phosphorylée par la tyrosine kinase Fyn suggére que 1’activité de ce
motif peut étre régulée. Etant donné qu’il a été constaté que seule une faible proportion des
protéines IFITM3 sont phosphorylées au sein de la cellule, on peut en déduire que la
phosphorylation d”Y?20 inhiberait la localisation d’IFITM3 au sein des membranes du systéme
endolysosomal réprimant, par conséquent, ses fonctions antivirales. Il est en effet trés

probable que la phosphorylation d’Y20 empéche I’interaction du motif YEML avec la sous-
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unité p2 du complexe AP2 («Adapter Protein-2 ») impliqué dans le processus
d’internalisation par endocytose clathrine-dépendante, ayant pour conseéquence la rétention
d’IFITM3 a la surface cellulaire (Jia et al., 2012).

Il convient toutefois de garder a I’esprit que la quasi-totalité des études visant a
déterminer la localisation des protéines IFITM au sein de la cellule ont été conduites avec des
protéines IFITM étiquetées et/ou surexprimées et que ces modifications ont pu affecter dans
une certaine mesure leur distribution cellulaire (Perreira et al., 2013) et/ou leur activité. En
effet, la surexpression de la protéine IFITM3 engendrerait d’une part, sa redistribution a la
membrane plasmique et d’autre part, entrainerait un élargissement des vésicules
cytoplasmiques telles que les endosomes tardifs et les lysosomes ainsi qu’une augmentation
du nombre et de la taille des autolysosomes dans lesquels les particules virales sont piégées et
transportées jusqu’a leur dégradation (Feeley et al., 2011). De méme, le type cellulaire ou
tissulaire influencerait également la localisation des protéines IFITM. Par exemple,
I’observation par imagerie confocale du tissu pulmonaire de souris infectées par le virus de la
grippe A a confirmé la localisation endolysosomale d’Ifitm3 in vivo dans la plupart des types
cellulaires (tels que les pneumocytes alvéolaires de type Il, les cellules endothéliales, les
fibroblastes et differents leucocytes), a I’exception des cellules ciliées des voies respiratoires
supérieures dans lesquelles elle est apparue résider principalement a la membrane plasmique
apicale et ciliée (Bailey et al., 2012). Enfin, le professeur Farzan et son équipe ont observé
que I’ajout d’une étiquette N-terminale destinée a rendre la protéine IFITM3 fluorescente
avait eu des répercussions non seulement sur sa localisation cellulaire mais aussi sur
I’efficacité de son action antivirale. La protéine ainsi modifiée est apparue de fagon marquée
et inhabituelle au niveau périnucléaire. Bien que sa capacité a restreindre le virus de Marburg
n’ait pas éte affectée, son action antivirale dirigée contre le virus de la grippe A s’est-elle, par
contre, montrée amoindrie (C.C. Bailey, G. Zhong, I. Huang &M. Farzan, données non

publiées).
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9.  Topologies membranaires et modifications post-traductionnelles des
protéines IFITM

Aprés avoir fait 1’objet de nombreux débats, la topologie membranaire des protéines

IFITM n’est toujours pas clairement établie.

En raison d’éléments démontrant I’accessibilité d’épitopes situés aux extrémités N et
C-terminales des protéines IFITM, leur topologie a tout d’abord été décrite comme étant celle
adoptée par les protéines membranaires de type 3, a savoir deux domaines transmembranaires
orientant des lors les extrémités N et C-terminales de la protéine vers la lumiére du réticulum
endoplasmique ou vers 1’espace extracellulaire, ayant été établi que le domaine CIL est
obligatoirement intracellulaire, puisque lié par un anticorps reconnaissant sa séquence
uniquement apres perméabilisation de la cellule et non lorsque la cellule est intacte (Smith et
al., 2006) (figure 3). Parmi ces éléments figurent la reconnaissance a la membrane plasmique,
par cytométrie en flux, d’étiquettes portées par les extrémités N ou C-terminales de protéines
IFITM (Brass et al., 2009 ; Weidner et al., 2010 ; Li et al., 2013), ainsi que la reconnaissance
par un anticorps de la partie N-terminale de la protéine IFITM1 (antigene Leu-13) exprimee a
la surface de leucocytes humains, cette reconnaissance induisant, par ailleurs, I’agrégation des
cellules T (Chen et al., 1984).

Figure 3 : Premier modéle de topologie membranaire (type 3) proposé pour les protéines IFITM
(Bailey et al., 2014)

Cette premiére théorie a ensuite été remise en question par la découverte de
modifications post-traductionnelles touchant notamment les extremités N et C-terminales des
protéines IFITM et ne pouvant avoir lieues que dans le cytosol, telles que 1’ubiquitination de
la lysine 24 (Lys24) d’IFITM3 (Yount et al., 2012), la phosphorylation de sa tyrosine 20,

discutee plus haut (Jia et al., 2012), ou encore la palmitoylation d’une cystéine C-terminale de
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la protéine Ifitm1l murine (Hach et al., 2013) (figures 1 et 4). De plus, il a été démontré
qu’une protéine IFITM3 modifiée pour contenir un site de myristoylation a son extrémité N-
terminale et un site de prénylation a son extrémité C-terminale, et restreignant la réplication
du virus de la grippe A, est bien myristoylée et prénylée par des enzymes cytosoliques (Yount
et al., 2012). Un second modele de topologie membranaire pour les protéines IFITM a alors
été proposé par Yount et al., dans lequel les domaines NTD, CIL et CTD font tous face au
cytosol ayant pour consequence que les régions hydrophobes les séparant ne traversent plus la
membrane d’un bout a 1’autre mais soient seulement insérées en son sein, définissant les
protéines membranaires de type 1 (Yount et al., 2012) (figure 5). La palmitoylation de trois
cystéines (C71, 72 et 105) de la protéine IFITM3 humaine situées dans le domaine IM1 (C71
et C72) et a la jonction entre le CIL et le domaine IM2 (C105) plaide également en faveur
d’un premier domaine hydrophobe intramembranaire ou associ¢ a la membrane, d’autant plus
que la palmitoylation de ces trois cystéines est requise pour que la protéine puisse pleinement
exercer son activité antivirale. Ces palmitoylations permettraient 1’adressage voire 1’ancrage
de la protéine a la membrane (Yount et al., 2010). Tandis que 1’ubiquitination des lysines
d’IFITM3 situées dans le NTD (Lys 24) et dans le CIL (Lys83, Lys 88 et Lys104) n’aurait
d’autre fonction que de réguler le niveau d’expression de la protéine, sa surexpression
pouvant en effet étre délétere au fonctionnement normal de la cellule en dehors de toute
infection virale (Shan et al., 2013) (figure 1 et 4). D’autres arguments en faveur de cette
topologie ont également été avances. La localisation d’IFITM3 au sein du feuillet cytosolique
de la membrane la protegerait de la digestion par les enzymes lysosomales ainsi que de la
neutralisation par les virus entrant. Cette topologie intramembranaire pourrait également
modifier les propriétés biophysiques des membranes, mécanisme par lequel IFITM3 pourrait

exercer son action antivirale (Perreira et al., 2013).

89 20 24 71727578 83 88 99 104 105

IFITM3  v—FF Y-K { CCF F J K=K y-kcl—c

NTD M1 CIL M2 CTD

Figure 4 : Représentation linéaire de la protéine IFITM3 mettant en évidence ses acides aminés clés

dont certains font I’objet de modifications post-traductionnelles (figure adaptée de Smith et al., 2014).
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ER Lumen

Figure 5 : Deuxiéme modéle de topologie membranaire (type 1) propose pour les protéines IFITM
(Bailey et al., 2014)

Enfin, I’hypothése d’une topologie membranaire intermédiaire aux deux autres a
également été avancée sur la base de nouvelles investigations menées sur la protéine IFITM3
murine (Bailey et al., 2013). Dans ce modele, le domaine NTD serait cytosolique et le
domaine CTD serait extracellulaire impliquant que le premier domaine hydrophobe soit
intramembranaire et que le second soit transmembranaire, décrivant la topologie partagée par
les protéines membranaires de type 2 (figure 6). Cette fois, les auteurs ont utilisé des cellules
impermeéabilisées afin de s’assurer que les anticorps fluorescents, utilisés pour reconnaitre les
étiquettes FLAG ajoutées aux extrémités N et C-terminales d’Ifitm3, ne puissent pas atteindre
et reconnaitre leurs épitopes si ceux-ci sont situés du coté intracellulaire de la membrane.
L’analyse, par cytométrie en flux, de la fluorescence indirecte émise par les épitopes FLAG N
et C-terminaux a alors révelé que bien que ces épitopes aient été tous deux détectés du cote
extracellulaire de la membrane, le signal émis par 1’épitope C-terminal était bien plus intense
que celui émis pour Dl'autre épitope, suggérant que le domaine CTD d’Ifitm3 serait
extracellulaire. Ensuite, afin de déterminer la proportion d’épitopes N et C-terminaux intra et
extracellulaires, la protéine Ifitm3 a été marquée par deux autres étiquettes Myc (N-terminale)
et C9 (C-terminale) et l’intensité de leur fluorescence respective a été observée par
microscopie de fluorescence dans des cellules imperméabilisées ou non. La fluorescence
indirecte émise par 1’épitope N-terminal Myc n’est apparue de fagon prononcée que dans des
cellules intactes et perméables tandis que celle de 1’épitope C-terminal C9 s’est révélée étre
d’égale intensité que les cellules aient été imperméabilisées ou non. En outre, I’adjonction
d’un motif KDEL, lié par des chaperones séquestrant les protéines dans le Réticulum
Endoplasmique (RE), a I’extrémité C-terminale d’Ifitm3 a eu pour conséquence de bloguer la

protéine dans le RE, indiquant qu’Ifitm3 adopte une topologie membranaire exposant son
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extrémité C-terminale & la lumiére du RE. Et enfin, une dégradation C-terminale d’Ifitm3,
probablement engendrée par des enzymes lysosomales, a également été observée. Quant aux
domaines IM ou TM de la protéine, les auteurs ont déterminé que seul le domaine TM2 peut
étre exprimé seul et traverser la membrane, contrairement au domaine IM1 qui lui ne peut étre
exprimé seul et qui servirait plutdt de signal d’ancrage a la membrane. Tous ces éléments
tendent a prouver que l’extrémité C-terminale d’Ifitm3 serait extracellulaire, ou encore
orientée vers la lumiere du RE, tandis que son extrémité N-terminale serait majoritairement
intracellulaire. En effet, la détection par cytométrie en flux de I’extrémité N-terminale
d’IFITM3 a la surface extracellulaire pourrait signifier qu’une autre conformation de la
protéine existe soit, identique a celle adoptée par les protéines membranaires de type 3 soit,
correspondant a une complete inversion de la protéine. Ces deux topologies pourraient
permettre a la protéine Ifitm3 d’exercer des fonctions différentes, telles que la restriction
virale ou bien I’adhésion cellule-cellule (Evans et al., 1990 ; Chen et al., 1984), en fonction
du type cellulaire. Puisque par exemple, dans 1’é¢tude décrite ci-dessus, 1’adoption par la
protéine Ifitm3 d’une topologie membranaire de type 3 ou inversée n’a été observée que dans
les cellules 293T (isolées de reins embryonnaires humains) et non dans les MEFs (« Mouse
Embryonic Fibroblasts ») (Bailey et al., 2013).
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Figure 6 : Troisieme modele de topologie membranaire (type 2) proposé pour les protéines IFITM
(Bailey et al., 2014)

Cette topologie membranaire prédominante est également celle révélée par une étude
structurale récente, combinant les approches de RMN (Résonance Magnétique Nucléaire) en
solution et de RPE (Résonance Paramagnétique Electronique). Cette étude a montré que la
protéine IFITM3 en micelles de détergent adopterait la structure et la topologie suivante :

deux courtes heélices alpha intramembranaires N-terminales connectées via une petite boucle
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flexible & une longue hélice alpha transmembranaire C-terminale (figure 7) (Ling et al.,
2016).

5 Bitrm C term
Extracellular Extracellular
TM o-helix
7
,_,«‘:‘r-..\ £ 1
L‘.‘Q [ _\‘I ‘ 4
—i O\ ‘ v
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N-term Intracellular

Intracellular

Figure 7 : (a) Structure des domaines hydrophobes de la protéine IFITM3 obtenue par analyse RMN
en solution, comprenant deux courtes hélices a intramembranaires N-terminales suivies d’une longue
hélice o transembranaire C-terminale. (b) Représentation schématique de I’insertion de la protéine

IFITM3 et de ses hélices au sein de la membrane (Ling et al., 2016).

Yount et son équipe ont ensuite également mis en évidence ’existence de ces trois
mémes régions en hélice alpha au sein de la protéine IFITM3 humaine, en utilisant cette fois
des programmes bioinformatiques de prédiction de la structure secondaire des protéines.
L’analyse approfondie de la premiere hélice alpha N-terminale prédite (acides aminés 59 a 68,
séquence VWSLFTNLFM), par un autre logiciel de prédiction de structure a par ailleurs
révélé que celle-ci serait amphipathique, signifiant qu’une de ses faces serait hydrophobe et
que l’autre serait hydrophile en raison de la nature (hydrophobe ou hydrophile) des acides
aminés constituant chacune de ces faces. Apres avoir démontré I’'importance de cette hélice et
de son caractére amphipathique pour ’activité antivirale d’IFITM3, ces auteurs ont alors
proposé un nouveau modele de topologie membranaire pour IFITM3, le dernier en date
(figure 8) (Chesarino et al., 2017).
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/\ H:Helix; S:Strand; C:Ceil
1 50
IFITM3 Seq MNHTVQTFFSPVNSGQPPNYEMLEKEEHEVAVLGAPHNPAPPFTSTVIHIRS
Prediction CCCCCCCCCCCCCCOCCCCCCCCCCCCCCOCCCeeeceeeeeeessceee
Conf Score 999889878598999999388B7655666778999998888863340689

51 Hydrophobic Domain 1 100
IFITM3 Seq ETSVPDHVVWSLENTLFMNPCCLGFIAFAYSVESROREMVGDVIGAQAYA
Prediction CCCCCCCCHHENHHHHHECCCCHHEHHHHNHENHEENRECCCHHRENANE
Conf Score 999986262999999997235100999999984067786589999999%9¢%

101 Hydrophobic Domain 2 133
IFITM3 Seq STAKCLNIWALTLGIEMTILLIVIPVLIFQAYG
Prediction MHHHMHHMNHHHHNHHHHHHNHMNNHHNNENNCC
Conf Score 999999999999999999999999999986229

B

Figure 8 : (A) Résultats de la prédiction de structure secondaire d’IFITM3 générés par la méthode |-
TASSER (« Iterative Threading Assembly Refinement ») sur la base de sa séquence en acides amines.
La séquence correspondant a I’hélice amphipathique est surlignée en orange (B) Modeéle de topologie

membranaire proposé le plus récemment pour la protéine IFITM3. Les hélices prédites en (A) sont
représentées par des cylindres colorés tandis que la S-palmitoylation des cystéines 71 et 72 est

représentée par des lignes rouges (Chesarino et al., 2017).
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10.  Restriction du virus de la grippe A par IFITM3

Des études in vitro, menées sur des cultures cellulaires, ont montré que toutes les
protéines IFITM liées a I’immunité, qu’elles soient humaines (IFITM1, 2 et 3) ou murines
(Ifitm 1, 2 et 3, a ’exception d’Ifitm6 (Huang et al., 2011)), sont capables de restreindre le
virus de la grippe A et ce, concernant toutes les souches du virus testées a savoir HIN1,
H3N2, H5N1, H7NI1 et des isolats d’H7N9. Ces mémes études suggerent que la protéine
IFITM3 restreindrait plus efficacement I’entrée du virus de la grippe A que les protéines
IFITML1 et 2. De méme, des études réalisées in vivo chez la souris indiquent qu’Ifitm3 joue un
role prédominant dans le controle de I’infection par le virus de la grippe A suggérant que la
contribution des deux autres protéines Ifitm1 et 2 serait faible voire nulle. En effet, des souris
knock-out Ifitm37/ ou IfitmDel/" ont réagi de maniére identique a I’infection par une souche
pathogéne du virus de la grippe A H1N1. Ces souris ont notamment perdu du poids plus
rapidement que les souris de type sauvage et ont toutes dues étre euthanasiées tandis
qu’environ 40% des souris de type sauvage sont parvenues a contrer 1’infection et se sont
rétablies. Des souris hétérozygotes Ifitm3*/ et IfitmDel®/" ont quant & elle développé une
réponse intermédiaire a 1’infection suggérant un effet dose-dépendant du gene Ifitm3 (Bailey
et al., 2012). En outre, la délétion du locus Ifitm chez ces souris (IfitmDel”") a également
engendré une réduction de plus de 50 % de ’efficacité de la réponse antivirale induite par les
interférons face a ’infection par le virus de la grippe signifiant que ces protéines effectrices
jouent un role prépondérant dans la défense de notre organisme contre le virus de la grippe
(Brass et al., 2009).

Un autre argument en faveur du role central joué par IFITM3 dans la défense contre le
virus de la grippe A est ’observation de la surreprésentation, chez des patients touchés par
I’épidémie de grippe HIN1 survenue en 2009 ou par la grippe saisonniére de 2009-2010 et
hospitalisés pour cette raison, d’une variation dans la séquence du gene IFITM3, nommée
SNP (« Single Nucleotide Polymorphism ») rs 12252-C ou -C/C. 11 s’agit du polymorphisme
d’un seul nucléotide, une thymine (T) étant ici substituée par une cytosine (C) sur I’un ou sur
les deux alléles du géne IFITM3. Dans cette étude, 5,7 % des 53 patients investigués en
Grande-Bretagne possédaient les deux alléles rs 12252-C/C dans leur génome tandis que sur
1000 européens, seuls 0,3 % d’entre eux se sont avérés étre hétérozygotes pour rs 12252-C
(Everitt et al., 2012). Cette variation génétique est donc rare chez les européens, ce qui
pourrait expliquer en partie pourquoi d’autres études similaires menées au Portugal, en
Espagne et au Royaume-Uni n’ont pas conclu a une association entre le variant rs 12252-C et
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la sévérité de I’infection par le virus de la grippe (Mills et al., 2014 ; Gaio et al., 2016 ;
Lopez-Rodriguez et al., 2016). Cependant, elle est beaucoup plus fréquente chez les chinois
Han (principale ethnie en Chine, constituant 92 % de la population chinoise) puisque jusqu’a
25 % d’entre eux posséderaient le génotype CC (Abecasis et al., 2012). En outre, toutes les
études menées en Chine ont confirmé I’existence d’une association entre le variant rs 12252-
C et la gravité de I’infection par le virus de la grippe. Cependant, ce variant ne semblerait pas
augmenter le risque de survenue de I’infection (Zhang et al., 2013 ; Pan et al., 2017). Une
étude récente a notamment montré que le génotype CC était beaucoup plus fréquent chez les
patients chinois infectés par le virus de la grippe et souffrant d’une infection respiratoire aigué
sévére que chez ceux également infectés mais ne présentant que les symptdmes bénins
caractéristiques de I’infection (61,59 % versus 27,16 %). Ces mémes auteurs ont également
conclu que le génotype CC augmenterait de 4,67 fois le risque de développer une infection

sévere comparé aux deux autres génotypes CT et TT (Pan et al., 2017).

Plusieurs polymorphismes d’un seul nucléotide ont été identifiés dans la région
codante du gene IFITM3. Dans le cas du polymorphisme SNP rs 12252-C présent dans le
premier exon du géne, la substitution d’une thymine par une cytosine entrainerait la création
d’un nouveau site accepteur d’épissage générant une protéine variante d’IFITM3 delétée de
ses 21 premiers acides aminés N-terminaux (IFITM3 NA21 - Code Ensembl :
ENST00000526811). Bien que ce variant d’épissage n’ait pas été détecté dans les lignées
cellulaires lymphoblastoides homozygotes pour rs 12252-C, celles-ci se sont montrées plus
sensibles a I’infection par le virus de la grippe A et ont exprime la protéine IFITM3 a des
niveaux plus faibles que ceux exprimés par les mémes cellules homozygotes pour le variant
TT. En outre, des cellules humaines d’adénocarcinome A549, dans lesquelles a été exprimée
la protéine IFITM3 NA21, ont quant a elles échoué a restreindre la réplication du virus de la
grippe A contrairement aux mémes cellules exprimant la protéine IFITM3 non tronquée
(Everitt et al., 2012). En effet, la délétion de cette portion N-terminale engendredrait la perte
d’un acide aminé clé pour la fonction de la protéine IFITM3, la tyrosine 20 (Y20) (figure 1).
Cette tyrosine ferait partie d’une séquence signal d’internalisation a partir de la membrane
plasmique permettant a la protéine IFITM3 d’atteindre les compartiments intracellulaires au
sein desquels elle exerce son action antivirale, notamment contre le virus de la grippe A (Jia
etal., 2012). IFITM3 NA21 ou AY20 resterait donc localisée a la membrane plasmique ce qui
aurait pour conséquence d’accroitre son activité antivirale contre le virus de

I’immunodéficience humaine de type 1(VIH -1), entrant dans la cellule par fusion directe avec
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la membrane plasmique, au détriment de celle qu’elle exerce contre d’autres virus pénétrant

dans la cellule via la voie endolysosomale (Compton et al., 2016).

11.  Autres virus inhibés par les protéines IFITM

Le tableau 1 liste la plupart des virus restreints par les protéines IFITM et rassemble
des informations concernant leur génome et leur mode d’entrée dans la cellule (type
d’endocytose, site d’entrée, protéine de fusion impliquée). Une évaluation de la spécificité
d’action des différentes IFITM contre ces virus y apparait également. L’analyse de ces
données a permis de mettre en évidence des caractéristiques communes aux différents virus
inhibés par I’ensemble des protéines IFITM ainsi que par chaque protéine IFITM en
particulier. Les protéines IFITM semblent ainsi restreindre majoritairement 1’entrée des virus
a ARN enveloppés (a la seule exception du réovirus qui lui est non enveloppé), quelle que soit
la classe de leur protéine de fusion et leur site d’entrée dans la cellule. Cependant, IFITM1
pourrait cibler plus spécifiquement les virus entrant au niveau des endosomes précoces tandis
qu’IFITM3 restreindrait plus efficacement ceux entrant au niveau des endosomes tardifs et
des lysosomes (Perreira et al., 2013). Quant a la protéine IFITM2, elle agirait avec la méme
spécificité qu’IFITM3 bien qu’avec une moindre efficacité (Brass et al., 2009). Ces
observations sont en accord avec la distribution connue des protéines IFITM au sein de la
cellule, elles agiraient donc logiquement la ou elles se trouvent. En outre, I’efficacité
antivirale d’IFITM3 ne semble pas diverger d’un type cellulaire a I’autre contrairement a celle
d’IFITM1, suggérant que le mode d’action de cette derniére pourrait également étre

spécifique du type cellulaire (Perreira et al., 2013).

Les virus préferentiellement restreints par IFITM3, c’est-a-dire ceux entrant dans la
cellule hote par fusion membranaire dans les endosomes tardifs et les lysosomes, ont en
commun de fusionner a un faible pH (< a 6) et de nécessiter la présence d’une protéine de
I’hote, RAB7, associée aux endosomes tardifs et nécessaire a leur régulation. C’est
notamment le cas du virus de la grippe A, du virus de la Dengue et d’autres flavivirus, ainsi
que des bunyaviridae incluant le virus de la fiévre de la vallée du Rift. Cependant, parmi les
bunyavirus, tous ne présentent pas la méme sensibilité a 1’action antivirale exercée par les
protéines IFITM, bien qu’ils expriment une glycoprotéine de fusion similaire. Ainsi figurent
par ordre de sensibilité croissante, le virus de Lacrosse, le virus de la fiévre de la vallée du

Rift (uniquement restreint par IFITM2 et 3), le virus Andes et le virus Hantaan. De fagon
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surprenante, un autre bunyavirus, le virus de la Fiévre Hémorragique de Crimée-Congo
(FHCC), n’est lui aucunement sensible aux propriétés antivirales des protéines IFITM1, 2 et
3 (Mudhasani et al., 2013).
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Tableau 1 : Virus restreints par les protéines IFITMs

Groupe Famille Virus Enveloppe Endocytose d’fllliiée ger?fxiligi Spécificité des IFITMs Références
Groupe III Endosomes
(virﬁs A Endocytose tardifs IFITM3 Anafu etal., 2013 ;
ARN double Reoviridae Reovirus Non c]athrme— (RABT+/ / Danthi et al.. 2013
. dépendante RAB9+, pH
brin) 5 5)’
Classe |
Coronaviridae Coronavirus Oui ECr}gtohcr)i/;(;s_e Lysosomes (C“\ﬁg par Variable en fonction du Huang et al., 2011 ;
SRAS ; (pH 4,5) . type cellulaire Inoue et al., 2007
dépendante cathepsines
Betl)
“Dengue Jang etal. 2010
- Fievre Endocytose Endosomes Schoggins et al.,
hémorragique Oui lathri tardifs cl I IFITM3 > IFITM1 > 2011 ; Chen etal.,
d’Omsk U camnne: (RABT+, pH asse IFITM2 1999 ; Zaitseva et al.,
Groupe 1V S dépendante ' 2010 ; Smit et al.,
NN - Fievre jaune 5,5) k
(virus a - Nil Occidental 2011; Chanetal.,
ARN simple 2012
brin a Flaviviridae Endocytose Endpsomes o
polarité Hépatite C Oui clathrine- precoces Classe Il | IFITM1 > IFITM2/IFITM3 | Wilkinsetal,, 2013
positive) dépendante (RAEE;:)-, pH Narayana et al., 2015
Endocytose Eggé%soocrgs s Meertens et al.,
Zika Oui clathrine- (RABS5+, pH Classe Il IFITM3 > IFITM1 2017 ; Savidis et al.,
dépendante 6 5)’ P 2016
- Sindbis Endocytose Endosomes
- - Virus de la . 4 précoces IFITM3 > IFITM2
Togaviridae forét de Semliki Oui dcéla;mgﬁ;e (RABS5+, pH Classe Il Pas IEITM1 Weston et al., 2016
(alphavirus) P 6,5)
Mudhasani et al.,
Groupe V - Endocytose Endosomes 2013 ; Hollidge et al.,
(VII‘US a - Andes clathrine- tardifs 2012 ; Arikawa et al.,
ARN simple Bunyaviridae - Hantaan Oui dénend RAB7+ DH Classe Il IFITM1/IFITM2/IFITM3 | 1985 ; McNulty et al.,
brin a - La Crosse ependante ( P 2013 ; Jinetal.,
- - Inconnue (Andes) 5,5) 2002 ; McCaughey et
polarité al. 1999
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négative) Endocytose Endosomes _
Fivre de la oui calvéoline- tardifs Classe 11 IFITM2/IFITM3 pophidnasant et al.,
vallée du Rift dépendante (RAB7+, pH Pas IFITM1 " o012 !
(Cavl/dynamine2) 5,5)
Classe |
- Ebola Lysosomes | (clivée par Huang etal., 2011 ;
. . . IFITM1/IFITM3 Hunt et al., 2012 ;
Filoviridae - Marburg Oui Macropinocytose (NPC1+, pH Ies_ dépend du tvoe cellulaire Carette et al.. 2011 -
(deép yp )
4,5) cathepsines Cote et al., 2011
Betl)
Endocytose Endosomes ,_?ngze;tﬂijyzz%oﬁ;;
- . . clathrine- tardifs IFITM3 > IFITM2 > Feeley et al., 2011 ;
Orthomyxoviridae Grippe A Oui dépendante, (RABT7+, pH Classe | EITM1 Lietal, 2013; Chen
macropinocytose 5,5) etal., 2?90261-29””9 et
Brass et al., 2009 ; Li
tal., 2013 ;
VSV Endocytose Eggé%soogse s Mﬁdﬁasani etal.,
(o : Oui clathrine- Classe 111 IFITMUIFITM3 > IFITM2 | 2013 ; Harmon etal,,
(vesiculovirus) dépendante (RAB5+, pH 2012 ; Weidner et al.,
Rhabdoviridae 6.5) 2010 Finkelsen et
Rage Endocytose End(o Sﬁmes Smith et al., 2013 /
oA Oui clathrine- pr - Classe III IFITM3 > IFITM2 mith et al.,
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Au contraire, les virus restreints par IFITM1 dans les endosomes précoces fusionnent
eux a un pH plus élevé (> a 6) et dépendent de la présence de la protéine RAB5 associée aux
endosomes précoces, tels que le virus de la stomatite vésiculaire (VSV), le virus de I’hépatite
C et le rétrovirus Jaagsiekte ovin (« Jaagsiekte Sheep RetroVirus », JSRV). Cependant, les
protéines IFITM inhiberaient I’entrée du VSV dans la cellule hote bien moins efficacement
que celle d’autres virus utilisant le méme site d’entrée (Brass et al., 2009 ; Weidner et al.,
2010). Ceci pourrait s’expliquer par le fait que le VSV ne fusionnerait pas directement avec la
membrane délimitant les endosomes tardifs/corps multivésiculaires mais le ferait a partir de
vesicules intraluminales avec lesquelles le virus aurait fusionné au préalable. Ce type de
fusion serait restreint beaucoup moins efficacement par les protéines IFITM, semblant cibler
spécifiqguement la fusion entre les membranes virale et endolysosomale, et permettrait par
conséquent au virus d’échapper, tout du moins en partie, a I’action antivirale exercée par les
IFITM. Concernant le virus de I’Hépatite C, il a ét¢ démontré qu’IFITM1 pourrait restreindre
I’entrée du virus dans les hépatocytes en perturbant les interactions séquentielles entre le virus
et les co-récepteurs de 1’héte, en particulier CD81 (Wilkins et al., 2013). Quant a IFITM2 et
3, elles complémenteraient 1’action d’IFITM1 en inhibant les étapes tardives de 1’entrée du
virus, probablement en piégeant le virion dans la voie endosomale, le conduisant a sa

dégradation dans les lysosomes (Narayana et al., 2015).

Le VIH-1 ainsi que le virus respiratoire syncitial (VRS) se sont également montrés
vulnérables a I’action antivirale des protéines IFITM alors que contrairement aux virus cités
plus haut, ils fusionnent a la membrane plasmique. Il a notamment été mis en évidence que les
souris Ifitm3” étaient bien plus enclines & étre infectées par le VRS que les souris de type
sauvage (Everitt et al., 2012). Il n’est cependant pas surprenant que le VRS soit sensible a
I’action de la protéine IFITM3 puisque ce virus entre principalement au niveau de la
membrane apicale des cellules respiratoires ciliées au sein de laquelle IFITM3 est présente en
grande concentration (Bailey et al., 2012 ; Zhang et al., 2002). Néanmoins, on ne peut exclure
que les IFITM restreignent ces virus a une autre étape du cycle viral que celle de leur entrée
tel qu’il I’a été suggéré pour le VIH-1. En effet, les protéines IFITM, et en particulier IFITM2
et 3, interagiraient spécifiquement avec la glycoprotéine d’enveloppe Env du VIH dans les
cellules productrices du virus. Cette interaction compromettrait la maturation ainsi que
I’incorporation d’Env dans les virions, inhibant dés lors sa capacité a engendrer 1’infection de
cellule a cellule (Yu et al., 2015). 1l a également été proposé que les protéines IFITM seraient

incorporées dans les particules virales et diminueraient leur infectiosité en altérant leur
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pouvoir fusogéne, affectant par conséquent leur entrée dans les cellules cibles (Compton et
al., 2014 ; Tartour et al., 2014).

Le réovirus est le seul virus non enveloppé, connu a ce jour, inhibé par une protéine
IFITM (Anafu et al., 2013). Ne pouvant pas fusionner avec la membrane des endosomes
tardifs, il la perfore (Chandran et al., 2002). Cependant, tout comme pour les filovirus
(Chandran et al., 2005) et le coronavirus SRAS (Syndrome Respiratoire Aigu Sévere) (Huang
et al., 2006), son entrée dans la cellule requiérerait 1’action de cathepsines, dépendantes du pH
acide, pour cliver ses protéines de capsides et permettre a son génome de pénétrer dans le
cytoplasme (Ebert et al., 2002). En outre, il a été démontré que la levée de cette dépendance
aux protéases cellulaires permettait a ces virus d’échapper a leur restriction par les protéines
IFITM (Huang et al., 2011 ; Anafu et al., 2013 ; Chandran et al., 1998), renforgant 1’idée que

les IFITM ciblent des mécanismes d’entrée communs a différents virus.

Cependant, plusieurs virus remettent en cause ces conclusions a moins qu’ils ne
constituent que des exceptions. Il s’agit notamment du coronavirus SRAS et des virus Ebola
et Marburg. Bien qu’ils pénétrent dans la cellule a une étape tardive de la voie
endolysosomale, ces virus ont été inhibés plus efficacement par IFITM1 que par IFITM3
(Huang et al., 2011). Ces virus ont en commun de dépendre de I’activité enzymatique des
cathepsines lysosomales pour activer leurs protéines de fusion (Huang et al., 2006 ; Chandran
et al., 2005). Cependant, I’expression des IFITM n’a engendré aucun changement notable du
niveau d’activité de la cathepsine L dans des lysats cellulaires ou encore de I’expression a la
surface cellulaire du récepteur ACE2 du coronavirus SRAS (Huang et al., 2011 ; Li et al.,
2003). A I’inverse, seul le flavivirus Zika ou encore certains togaviridae, plus récemment
étudiés et fusionnant au niveau des endosomes précoces, ont été restreints plus activement par
IFITM3 que par IFITM1 (Meertens et al., 2017 ; Monel et al., 2017 ; Savidis et al., 2016 ;
Weston et al., 2016). Les arénavirus, qu’ils soient de I’ancien (virus de Lassa et virus de la
chorioméningite lymphocytaire) ou du nouveau monde (virus Machupo et virus Junin), se
sont eux montrés résistants a 1’action antivirale des protéines IFITM bien que, comme le
bunyavirus FHCC également non restreint par les IFITM, ces virus fusionnent au niveau des
endosomes tardifs a un pH de 5,5 (Brass et al., 2009 ; Huang et al., 2011 ; Mudhasani et al.,
2013). En outre, tout comme le VIH-1, le virus leucémogene murin de Moloney ainsi que le
virus Sendai, sont des virus enveloppés fusionnant a la surface cellulaire sans dépendre du
pH, cependant contrairement au VIH-1, ces virus échappent au contréle des IFITM (Brass et
al., 2009 ; Hach et al., 2013).
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Enfin, il convient de garder a I’esprit que les observations décrites plus haut peuvent
avoir été influencées par un certain nombre de facteurs et que, par conséquent, il est difficile
d’en déduire des généralités. Tout d’abord, la sensibilité des virus aux propriétés antivirales
des protéines IFITM peut varier en fonction du type cellulaire, de la charge virale, de la
protéine IFITM impliquée et de son niveau d’expression, ainsi qu’en fonction des éventuelles
conséquences indirectes de sa surexpression. En outre, concernant les études n’ayant utilisé
que des virus vivants et non des rétrovirus pseudotypés, une éventuelle action des protéines
IFITM a une autre étape du cycle viral que celle de ’entrée virale ne peut étre exclue. Enfin,
la réponse antivirale observée pourrait également résulter d’une interférence potentielle entre
les protéines IFITM et d’autres facteurs de 1’hote impliqués dans 1’entrée virale (Bailey et al.,
2014). On peut également imaginer que certains virus ou classes de virus aient développés des

mécanismes permettant d’échapper au controle des protéines IFITM.
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12.  Mécanisme(s) d’action

D’une maniére générale, les protéines IFITM empéchent la fusion des virus
enveloppés avec les membranes des compartiments endolysosomaux, apres que ces Vvirus se
soient liés a la surface cellulaire et ait été endocytés. Les IFITM restreignent donc I’accés des
virus enveloppés au cytoplasme de la cellule. Ces virus se retrouvent alors piégés dans la voie
endolysosomale jusqu’a leur destruction dans les lysosomes ou autolysosomes. Feeley et al.
ont notamment observé, que dans les cellules infectées par le virus de la grippe A, le génome
du virus s’accumulait dans des vésicules exprimant la protéine IFITM3 (Feeley et al., 2011).
Cette observation plaide en faveur de la rétention du virus dans les endosomes tardifs suite a
I’inhibition de son entrée dans la cellule par IFITM3. Les protéines IFITM n’auraient, par
ailleurs, aucun effet sur le processus d’internalisation des particules virales et en particulier
sur le niveau d’expression des récepteurs cellulaires de surface dont se servent les virus pour
étre endocyteés tels que 1’acide sialique utilisé par le virus de la grippe A et le récepteur ACE2
utilisé par le coronavirus SRAS (Brass et al., 2009 ; Huang et al., 2011). De plus, aucune
anomalie importante n’a pu étre observée par microscopie concernant le transport de virions
du virus de la grippe A ou de réovirus au sein des endosomes suite a leur internalisation
(Brass et al., 2009 ; Huang et al., 2011 ; Anafu et al., 2013 ; Feeley et al., 2011). De méme,
tel qu’il a ét¢ montré pour le JSRV, I’expression des protéines IFITM n’a pas eu de
conséquence sur la liaison de la protéine d’enveloppe Env du JRSV a son récepteur cellulaire
Hyal2 et n’a pas non plus perturbé I’initiation de la fusion virale dependante des changements
de conformation de la protéine Env (Li et al., 2013). En outre, cette inhibition virale a lieu
quelle que soit la voie d’endocytose (dépendante ou non de la clathrine, de la calvéoline et/ou
de la dynamine) ou encore quelle que soit la machinerie de fusion employées par ces virus
(faisant intervenir n’importe laquelle des 3 classes de protéine de fusion virale et dépendante
ou non du pH et des cathepsines lysosomales). Sur la base de ces élements, différentes

hypothéses quant au mécanisme d’action des protéines IFITM ont été avancées.

Tout d’abord, I’activité antivirale des protéines IFITM semble dépendre de leur
localisation au site d’entrée des virus qu’elles restreignent. Plusieurs éléments vont dans ce
sens. Le premier est que les protéines IFITM, et en particulier IFITM1 et 3, inhibent plus
fréquemment et souvent plus efficacement les virus fusionnant dans les compartiments
endolysosomaux ou elles sont naturellement adressees, a savoir les endosomes précoces pour

IFITM1 et les endosomes tardifs ainsi que les lysosomes pour IFITM3 (Mudhasani et al.,
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2013 ; Lu et al.,, 2011). Un autre élement renforcant le premier est que la relocalisation
d’TFITM3 a la membrane plasmique, comme cela a été fait en mutant son motif N-terminal
d’internalisation YXXF, a d’une part, eu pour conséquence d’inhiber son activité de
restriction contre le virus de la grippe A (fusionnant dans les endosomes tardifs) mais n’a pas
d’autre part, permis de la rendre (plus) active contre le VIH-1 fusionnant lui a la membrane
plasmique (Jia et al., 2012). Cette expérience démontre que la présence d’une protéine IFITM
au site de fusion d’un virus est une condition nécessaire mais pas suffisante a I’exercice de
son activité antivirale. Par ailleurs, certains virus fusionnant dans les compartiments
cellulaires ou sont naturellement présentes les IFITM, tels que les virus MACV (« Machupo
virus ») (Huang et al., 2011) et LASV (« Lassa virus ») (Pasqual et al., 2011), ne sont pas non

plus restreints par ces dernieres.

Ensuite, d’autres observations suggérent que les protéines IFITM agiraient en
modifiant les propriétés physiques des compartiments de la voie endolysosomale de facon a
les rendre hostiles a la fusion virale. Cette hypothese permet notamment d’expliquer la faible
aptitude des protéines IFITM a restreindre les virus entrant dans la cellule par fusion avec la
membrane plasmique.

Ainsi, les protéines IFITM pourraient empécher I’acidification des endosomes ayant
pour conséquence d’inhiber ’activité des cathepsines cellulaires dépendante du pH acide. Le
coronavirus SRAS et le réovirus sont tous deux restreints pas les protéines IFITM et ont en
commun de dépendre, pour leur entrée dans la cellule, de la protéolyse de leur protéine de
fusion (SRAS) ou de leur protéine de capside (réovius) par des cathepsines dont 1’activité
dépend du pH acide des endolysosomes. Anafu et al. ainsi que Huang et al. ont montré que si
’action de ces protéases était substituée par un traitement a la trypsine, ces virus fusionnaient
directement a la membrane plasmique ou a un site proche de la membrane plasmique et
échappaient par conséquent a 1’action antivirale exercée par les protéines IFITM dans les
endosomes (Huang et al., 2011 ; Anafu et al., 2013). Ces données suggérent que les protéines
IFITM pourraient agir en influant sur ’activité des cathepsines et ce, par exemple, en inhibant
I’acidification des endosomes. Cependant, les auteurs de ces mémes études n’ont mesuré
aucune diminution significative de 1’activité enzymatique des cathepsines L ou B dans des
cellules exprimant IFITM3 (Huang et al., 2011). De méme, les résultats d’une autre étude ont
également indiqué que 1’activité des cathepsines ainsi que le processus d’acidification des
endosomes n’étaient pas affecté par I’expression des protéines IFITM (Feeley et al., 2011).

Bien au contraire, les IFITM engendreraient une expansion et une acidification des
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compartiments endosomaux (Huang et al., 2011 ; John et al., 2013). Néanmoins, une autre
observation intéressante pourrait, au contraire, supporter ce modéle. Une étude a en effet
montré que les étiquettes adjointes a I’extrémité C-terminale de la protéine IFITM3,
habituellement dégradées des leur exposition a la lumiere lysosomale, restaient intactes dans
les vésicules endolysosomales élargies et périnucléaires qui accompagnent la surexpression
des protéines IFITM, indiquant une absence ou une inhibition de I’activité protéolytique au
sein de ces compartiments (Bailey et al., 2013).

Une autre hypothése est que les protéines IFITM pourraient inhiber la fusion virale en
modifiant les propriétés biophysiques des membranes endolysosomales. Il a en effet été
proposé que les protéines IFITM pourraient bloquer la fusion de I’enveloppe virale avec les
membranes cellulaires au stade de I’hémifusion d’une part, en diminuant la fluidité des
membranes, et ce, par exemple, en modifiant leur composition lipidique, et d’autre part, en
leur conférant une courbure positive spontanée. Les lipides ne seraient alors plus en mesure
d’effectuer les mouvements nécessaires a 1’accomplissement de 1’hémifusion (Li et al., 2013).
De méme, une diminution de la fluiditt membranaire pourrait également entraver les
mouvements de protéines associées a la membrane, tels que ceux des récepteurs de 1’hote
auxquels se lient les virus de I’hépatite C et du VIH-1 et inhiber leurs interactions
séquentielles avec les enveloppes virales (Perreira et al., 2013).

L’insertion intramembranaire des domaines hydrophobes des IFITM pourrait a elle
seule influer sur la courbure de la membrane en comprimant son feuillet externe dans une
direction défavorable a celle promouvant la fusion virale. De méme, John et al. ont postulé
que I’association entre les domaines IM1, impliquant les résidus phénylalanine 75 et 78
(figures 1 et 4), appartenant a des protéines IFITM adjacentes, serait nécessaire pour
qu’lFITM3 puisse pleinement exercer son activité antivirale en altérant la fluidité
membranaire et en rendant par conséquent la formation du pore de fusion énergétiqguement
défavorable (John et al., 2013). Le modele le plus récent de structure et de topologie
membranaire de la protéine IFITM3 proposé par Chesarino et al. conforte ces dernieres
hypothéses. Ce modéle indique que le domaine IM1 serait plus précisément constitué de deux
hélices alpha distinctes séparées par des résidus non structurés. La premiére hélice alpha serait
amphipathique et le maintien de son intégrité et en particulier de son caractére amphipatique
serait indispensable pour qu’IFITM3 puisse pleinement exercer son pouvoir de restriction
contre de nombreux virus tels que le virus de la grippe A, le virus zika et le VIH. Une région
amphipathique similaire a été détectée chez IFITML1 et semble également étre déterminante
pour sa fonction antivirale. Les auteurs de cette étude ont alors postulé que cette hélice
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pourrait stabiliser les régions de courbure membranaire adjacentes aux sommets du
diaphragme d’hémifusion, empéchant des lors 1’expansion de ce diaphragme et 1’achévement
du processus de fusion (figure 9). Quant a la seconde hélice alpha, comprenant les résidus
phénylalanine 75 et 78 identifiés comme étant impliqués dans la dimérisation d’IFITM3 (John
et al., 2013), elle pourrait permettre a deux protéines IFITM3 d’interagir et de combiner leur

action de maniére a renforcer encore le mécanisme d’inhibition de la fusion virale (Chesarino

etal., 2017).

HA binding/ Membrane Stalk Hemifusion Fusion Pore
insertion Pinching Diaphragm
HA
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Figure 9 : Modele d’inhibition de la fusion virale engendrée par 1’hélice amphipathique de la protéine
IFITM3. En I’absence d’IFITM3, la protéine de fusion du virus de la grippe A (I’hémagglutinine, HA)
insére son peptide de fusion au sein de la membrane endosomale puis subi des changements de
conformation, induits par le pH acide, qui placent les membranes virales et endosomales au contact
I’une de I’autre (« Membrane Pinching »). Les membranes se mélangent alors, formant une « tige »
(« stalk ») qui évolue ensuite vers la formation d’une structure appelée « diaphragme d’hémifusion »
(« Hemifusion Diaphragm ») au sein de laquelle les feuillets externes des deux membranes se touchent
avant que le diaphragme ne se rompe et forme le pore de fusion (« Fusion Pore »). La présence
d’TFITM3 au sein de la membrane endosomale bloquerait 1a fusion des deux membranes, virale et
endosomale, au stade du diaphragme d’hémifusion. L hélice amphipatique d’TFITM3 (triangle orange)
serait exclue du diaphragme d’hémifusion cependant, elle pourrait agir au sommet du diaphragme en
stabilisant la courbure membranaire présente a cet endroit, empéchant dés lors 1’expansion du

diaphragme et sa rupture en pore de fusion (Chesarino et al., 2017).

Amini-Bavil-Olyaee et al. ont quant a eux proposé un mécanisme par lequel les

protéines IFITM pourraient rigidifier les membranes endolysosomales en modifiant leur
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composition lipidique (Amini-Bavil-Olyaee et al., 2013). Ces auteurs ont démontré que les
protéines IFITM pouvaient interagir, via leur domaine transmembranaire (TM2), avec VAPA
(« Vesicle-Associated membrane Protein-associated protein A »), une protéine résidant
notamment dans les veésicules intracellulaires et empécher son association avec la protéine
OSBP (« OxySterol Binding Protein »). La liaison de ces deux protéines, VAPA et OSBP,
est nécessaire a la bonne régulation de 1’homéostasie intracellulaire du cholestérol (Wyles et
al., 2002). En altérant la fonction de ces protéines, les IFITM induiraient une accumulation
marquée de cholestérol au sein des endosomes tardifs et des corps multivésiculaires inhibant
la fusion entre les membranes virales et endosomales (figure 10). L’enrichissement des
membranes endolysosomales en cholestérol suite & la surexpression des protéines IFITM a par
ailleurs également été objectivé par une autre étude (Lin et al., 2013). Cependant plusieurs
éléments mettent en doute ce mécanisme. Premierement, le domaine TM2 des protéines
IFITM, désigné ici comme étant le site d’interaction entre les protéines VAPA et IFITM3, est
d’une part, peu conservé et d’autre part, I’importance de sa contribution a I’action antivirale
des IFITM est controversée (Amini-Bavil-Olyaee et al., 2013; John et al., 2013). Et
deuxiémement, cette accumulation de cholestérol ne semble concerner que les endosomes
tardifs, qu’en est-il alors de I’action antivirale des protéines IFITM et en particulier,

d’TFITM, perpétrée dans les endosomes précoces ?
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Figure 10 : Modé¢le d’inhibition de la fusion virale engendrée par I’accumulation de cholestérol au sein
des endosomes tardifs (« Late Endosomes », LE) et des corps multivésiculaires (« MultiVesicular
Bodies », MVB) suite a I’interaction d’IFITM3 avec la protéine VAPA. En I’absence d’induction

d’TFITM3 (schéma de gauche), le cholestérol importé dans la cellule est hydrolysé dans les endosomes

puis transporté dans le cytosol tandis que le cholestérol synthétisé de novo est lui transporté du
réticulum endoplasmique (RE) aux autres organelles dont font partie les endosomes et les lysosomes.
Suite a I’induction d’IFITM3 et a son interaction avec VAPA (schéma de droite), le couple

VVAPA/OSBP ne peut plus contribuer a cette régulation de I’homéostasie intracellulaire du cholestérol.

Le cholestérol s’accumule alors au sein des endosomes tardifs (LE) et des corps multivésiculaires
(MVB) ayant pour consequence de bloquer la fusion de la membrane virale avec celle des
compartiments LE/MVB ayant lieu en temps normal et empéchant dés lors les particules virales de
libérer leur génome ou leur nucléocapside dans le cytosol.

EE = « Early Endosomes », endosomes précoces

(Figure adaptée de Amini-Bavil-Olyaee et al., 2013)

Lin et al. ont quant a eux eu 1’idée de tester I’influence de deux agents antifungiques,
I’amphotéricine B et la nystatine, sur 1’activité antivirale des protéines IFITM. Ces molécules
ont été choisies en raison de leur mécanisme d’action commun, elles se lient aux stérols
membranaires et forment des canaux de fuite ionique. Elles auraient notamment pour effet
d’abolir les gradients d’ions sodium existant de part et d’autre des membranes
endolysosomales. Contrairement a IFITM1, ’activité antivirale des protéines IFITM2 et 3

contre le virus de la grippe A s’est montrée fortement impactée dans les cellules traitées avec
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ces antifungiques. La seule perturbation des gradients de sodium, non induite par la formation
de pores membranaires, n’a par contre eu aucun impact sur ’activité de 1’ensemble des
protéines IFITM. D’autres hypothéses quant au mécanisme d’inhibition de I’activité des
IFITM par ces molécules antifungiques ont donc été proposees, telles que la perturbation
d’autres gradients ioniques ou du cholestérol ou encore la déstabilisation de complexes de
protéines IFITM hautement ordonné, restaurant ainsi la fluiditt membranaire (Lin et al.,
2013).

En conclusion, bien que ces études n’aient pas permis d’¢lucider le(s) mécanisme(s)
précis par le(s)quel(s) les protéines IFITM exercent leur activité antivirale, elles semblent
cependant toutes plaider en faveur d’une action des protéines IFITM au niveau du site du
fusion de I’enveloppe virale avec les membranes endolysosomales. La diminution de la
fluidité membranaire, via une action locale ou a distance des IFITM, est jusqu’a présent
I’hypothése privilégiée. Cependant, ce mode d’action pourrait également interférer avec
d’autres processus physiologiques dépendant de la fluidité membranaire et garantissant le bon
fonctionnement de la cellule tels que I’endocytose, le trafic et la fusion vésiculaires ainsi que
la cytokinése. Toutefois, la possibilité que les protéines IFITM puissent agir a d’autres étapes
du cycle de réplication viral que celle de 1’entrée et ce, peut-€tre par d’autres mécanismes,
reste envisageable comme le suggére I’inhibition du VIH-1 par IFITM3. Quant au fait que
certains virus, constituant pourtant des cibles potentielles pour les IFITM, soient totalement
insensibles aux propriétés antivirales des IFITM, suggere que ces virus ont pu évoluer en
développant des mécanismes leur permettant d’antagoniser le(s) mécanisme(s) d’action des

IFITM.
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Depuis le début du siécle, un nombre inquiétant d’épidémies de virus émergents ou
réémergents ont eu lieues a travers le monde telles que celles du coronavirus SRAS (2003), du
virus de la grippe A H1IN1 (2009), du virus Ebola (2014) ou encore du virus Zika (2016). En
raison de la multiplication de ces épidémies, de leurs graves conséquences tant pour la santé
humaine que pour I’économie mondiale, et de la menace que ces virus continuent de
représenter, la nécessité de trouver de nouvelles stratégies permettant de contrer rapidement et
efficacement ces infections virales se fait de plus en plus pressante.

En raison du large spectre d’activité antivirale des protéines IFITM, leur étude est
devenue un théme de recherche privilégié et incontournable dans la lutte contre les infections
virales. En effet, les protéines IFITM ne restreignent pas moins de 9 familles différentes de
virus, dont certains constituent de dangereux pathogénes pour I’Homme et ont été a 1’origine
d’épidémies aux conséquences dramatiques, tel que le virus Ebola. Comprendre la fagon dont
les protéines IFITM restreignent ces virus pourrait permettre, par exemple, de développer des
composés mimant leurs activités antivirales ou encore d’induire 1’expression d’une protéine
IFITM en particulier dans un type cellulaire choisi et ce, indépendamment de la voie des
interférons, dans le but de protéger la population humaine mais aussi peut-étre les animaux
responsables de ces zoonoses. Ensuite, au regard des conclusions des différentes études
traitant de 1’activité antivirale des protéines IFITM, il apparait que parmi les membres de la
famille IFITM, la protéine IFITM3 est sans nul doute celle présentant 1’activité antivirale la
plus systématique. C’est également celle qui restreint le plus efficacement le virus de la grippe
A, soulignant son importance, puisque la grippe A est I'infection épidémique qui tue, chaque
année, le plus de personnes en France. Pour toutes ces raisons, IFITM3 a donc été
naturellement choisie comme modele de référence pour étudier I’ensemble de la famille
IFITM.

4

Comme !’indique le titre de ma thése, mon travail a ét¢ dédi¢ a la caractérisation
biochimique et structurale de la protéine IFITM3. Dans les grandes lignes, les objectifs de
mon travail de thése, définis en 2013, étaient les suivants : déterminer la forme oligomérique,
la topologie membranaire ainsi que la structure tridimensionnelle de la protéine IFITM3
humaine sous sa forme active. L’objectif ultime étant d’étre en mesure de se servir de cette
structure pour ¢élucider le mécanisme d’action antiviral de la protéine IFITM3. Depuis, de
nouvelles avancées, concernant notamment la structure secondaire et le mode d’insertion
membranaire présumés de la protéine IFITM3, sont apparues dans la littérature. Cependant,

bien que ces nouvelles données aient permis de préciser et de compléter les connaissances
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antérieures, clles n’ont toujours pas permis d’aboutir a des certitudes. En outre, la
dimérisation de la protéine, bien qu’envisagée, n’est toujours pas fermement établie. Quant au
mécanisme d’action exact de la protéine, celui-ci ne fait toujours 1’objet que de modeles. Les
objectifs de mon travail de thése sont, par conséquent, toujours d’actualité. Par ailleurs, la
résolution par Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) de la structure tridimensionnelle de
la protéine IFITM3 insérée au sein de la membrane de nanodisques, a laquelle je me suis
attelée, devrait constituer un argument de poids dans la détermination de sa structure.
Principalement parce que la structure obtenue serait celle de la protéine entiere, reconstituée
dans un environnement proche de son environnement membranaire natif. En effet,
contrairement aux détergents, les membranes artificielles sont capables de mimer les
propriétés biophysiques des membranes cellulaires naturelles offrant, par conséquent, de plus
grandes chances d’y étudier les protéines sous leur forme active. L’obtention de cette
structure pourrait également permettre 1’obtention d’un consensus concernant la structure et la
topologie membranaire d’IFITM3. Cette structure constituerait alors une base solide sur
laquelle d’autres études destinées a ¢lucider la fonction de la protéine pourraient reposer. Et
enfin, cette structure pourrait servir de modele de référence pour ’ensemble de la famille

CD225 a laquelle IFITM3 appartient et qui comporte plus de 300 autres protéines.
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1. Clonage, expression et purification d’IFITM3

1.1. Clonage d’IFITM3 dans le plasmide d’expression pETM-11

La séquence d’ADN codant la protéine IFITM3 contenue dans le plasmide
pLIM14_Mistic-IFITM3 a tout d’abord été amplifiée par PCR (« Polymerase Chain
Reaction ») a I’aide de 2 amorces, sens et anti-Sens, portant respectivement a leur extrémité 5’
les sites de restriction des enzymes Ncol et Hindlll (New England Biolabs). Le produit de
cette réaction d’amplification ainsi que le vecteur d’expression, pETM-11 (auteur : G.Stier,
EMBL, Heidelberg - plasmide d’origine : pBR322), ont ensuite été tous deux digérés par les
enzymes de restriction Ncol et Hindlll puis ligués ensemble par 1’action de la ligase T4 (New
England Biolabs) permettant des lors 1’expression de la protéine recombinante suivante
(figure 11) :

Protéase TEV

v IFITM3

MKHHHHHH—E1gNLYFQGz5- Mo7 G

Figure 11: Schéma de la construction d’IFITM3 clonée dans le vecteur pETM-11
Séquence en acides aminés de la protéine recombinante IFITM3 :

MKHHHHHHPMSDYDIPTTENLYFQGAMGNQTVQTFFSPVNSGQPPNYEMLKEEHEV
AVLGAPHNPAPPTSTVIHIRSETSVPDHVVWSLFNTLFMNPCCLGFIAFAYSVKSRDR
KMVGDVTGAQAYASTAKCLNIWALILGILMTILLIVIPVLIFQAYG

1.2. Expression d’IFITM3 en bactérie E.coli souche C41 et purification des

membranes cellulaires

Une pre-culture de cellules compétentes C41 (DE3) transfomées avec le vecteur
PETM-11_IFITM3 a été utilisée pour inoculer au 1/50°™ 1 L de milieu LB (Luria Broth,
Sigma-Aldrich) supplémenté de 50 pg/ml de kanamycine (Euromedex). Les cellules ont
ensuite été mises en culture sous agitation a 37 °C jusqu’a ce que la densité optique de la
culture, mesurée a 600 nm (DOgoo nm), atteigne une valeur comprise entre 0,7 et 0,8 U.A.
L’expression de la protéine recombinante IFITM3 a alors été induite par I’addition d’1 mM
d’IPTG (Euromedex) et les cellules ont été placées sous agitation a 18 °C pendant environ
20h.
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Les cellules ont ensuite été centrifugées a 10543 g (6500 rpm) pendant 15 min. Le
culot de cellules ainsi obtenu a alors été repris dans 20 ml de tampon de lyse (50 mM Tris pH
8, 150 mM NaCl, 1| mM EDTA) supplémenté d’une tablette d’un cocktail d’inhibiteurs de
protéases Complete® (ROCHE). Les cellules ont ensuite été lysées au cours d’un cycle de
sonication de 6 min (1 sec « on », 1 sec « off ») a une amplitude de 70 %. Ce lysat a alors été
centrifugé a 1000 g pendant 10 min afin de culotter les débris cellulaires. Seul le surnageant a
été conservé et a ensuite été centrifugé a 75600 g (25000 rpm) pendant 45 min afin de culotter

les membranes cellulaires.
1.3. Criblage de détergents pour la solubilisation et la purification d’IFITM3

Le culot comprenant les membranes cellulaires a tout d’abord été repris dans 20 ml de
tampon (50 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl) a I’aide d’un homogénéisateur Potter-Elvejem. Le
criblage de détergents pour la solubilisation et la purification d’IFITM3 a ensuite été realisé
par Anne-Marie Villard, membre de la plateforme RoBioMol de I’'IBS, de la maniere
suivante : 500 pl de membranes a 1 mg/ml ont été incubés sur la nuit a 4 °C en présence de 50
ul de résine d’agarose Ni-NTA et du détergent testé, a une concentration équivalente a sa
Concentration Micellaire Critiqgue (CMC) + 20 mM. La résine a ensuite été lavée deux fois
avec 1 ml de tampon de lavage (50 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl, 50 mM imidazole et
détergent testé) puis les protéines retenues par la résine ont été éluées avec 100 ul de tampon
d’¢élution (50 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl, 300 mM imidazole et détergent testé). 8 ul de
I’élution obtenue avec chaque détergent ont ensuite été chargés sur gels de polyacrylamide
Mini-PROTEAN® TGX™ 4-12% (Bio-Rad). Le tableau ci-dessous reprend la liste des 24
détergents ou combinaisons de détergents testés ainsi que les concentrations auxquelles ils ont

été utilisés pour les étapes de solubilisation et de purification d’IFITM3 (tableau 2).
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Détergent Solubilisation Purification Détergent Solubilisation | Purification

1 CHAPS 28 mM 10 mM 13 LAPAO 21,5 mM 3,5mM

2 | Cymal-2 125 mM 122 mM 14 NLS 35 mM 16,6 mM

3 | Cymal-3 55 mM 36,5 mM 15 TX100 20 mM 2,2mM

4 | Cymal-4 28 mM 9,6 MM 16 MNG3 10 mM 2 mM
C8E4 . C12E9 .

5 | Cymal-5 22 mM 4,4 mM 17 Echange 28 MM 2.05 mM

Fos-
6 | Choline- 21,5 mM 3,5mM 18 C12E8 20mM 2,1 mM
12

7 B-OG 38 mM 20mM 19 C12E9 20,5 mM 2,05 mM

8 | Echange | NM:26 mM C4y£1n2!;3| |20 T3DM 20 mM 2 mM

9 DDM 20 mM 2,17 mM 21 T4DM 20 mM 2 mM

10| DM 21,8 MM 3gmMm | 22| _ N-Dodecyl-B-D- 1% 0.1%

Thiomaltopyranoside
11 UDM 20,6 mM 2,6 mM 23 OGNG 0,75 % 0,17 %
12| LDAO 21 mM amMm | 24|  N-Nonyl-B-D- 1% 0,1 %
Gluopyranoside

Tableau 2 : Liste des 24 détergents ou combinaisons de détergents testés ainsi que les concentrations

auxquelles ils ont été utilisés pour la solubilisation et la purification d’IFITM3

1.4. Test de solubilisation et de purification d’IFITM3 en Cymal-5, Fos-Choline-
12 et LAPAO

Suite aux résultats du criblage de détergents, le culot de membranes cellulaires a été
repris, a I’aide d’un homogénéisateur Potter-Elvejem, dans 20 ml de tampon de solubilisation
(50 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl, 1 mM B-mercaptoéthanol) contenant I’un des détergents
suivants : 22 mM de Cymal-5 (5-Cyclohexyl-1-Pentyl-B-D-Maltoside) ; 21,5 mM de Fos-
Choline-12 (n-Dodecylphosphocholine) ou 21,5 mM de LAPAO (3-Laurylamido-N,N'-
Dimethylpropyl Amine Oxide) (Anatrace) (figure 12). Aprés une incubation d’environ 20h
sous agitation a 4 °C, la solution a été centrifugée a 75600 g (25000 rpm) pendant 45 min afin

de recueillir le surnageant contenant la protéine IFITM3 solubilisée par le détergent.

Cymal-5 (5-Cyclohexyl-1-Pentyl-B-D-Maltoside)
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LAPAO (3-Laurylamido-N,N'-Dimethylpropyl Amine Oxide)

Figure 12 : Formules topologiques des détergents Cymal-5, Fos-Choline-12 et LAPAO

IFITMS3 a ensuite été purifiée en deux étapes :
- Une étape de chromatographie d’affinité sur résine de nickel. Pour ce faire, 2 ml de
résine Ni Sepharose 6 Fast Flow (GE Healthcare) ont été préalablement équilibrés avec du
tampon A (50 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl, 1 mM B-mercaptoéthanol) contenant le
détergent ayant servi a la solubilisation d’IFITM3 (soit, 4,4 mM de Cymal-5 ; 3,5 mM de Fos-
Choline-12 ou 3,5 mM de LAPAO). Le surnageant a ensuite été incubé avec la résine pendant
3h sous agitation a 4 °C. Apres retrait du surnageant, la résine a alors été lavée avec ce méme
tampon A supplémenté de 50 mM d’imidazole puis les protéines liées a la résine, dont
IFITM3, en ont été éluées avec 300 mM d’imidazole.
- Une étape de chromatographie d’exclusion de taille lors de laquelle 50 pl de 1I’éluat de
la résine de nickel ont été déposés sur une colonne Superdex 200 5/150 GL (GE Healthcare
Life Sciences) et élués dans du tampon A contenant le détergent utilisé lors de la
solubilisation et de la premiére étape de purification d’IFITM3 soit, 4,4 mM de Cymal-5 ; 3,5
mM de Fos-Choline-12 ou 3,5 mM de LAPAO.

1.5. Solubilisation et purification d’IFITM3 en Fos-Choline-12

Le culot de membranes cellulaires a été repris, a I’aide d’un homogénéisateur Potter-
Elvejem, dans 20 ml de tampon de solubilisation (50 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl, 1 mM pB-
mercaptoéthanol et 21,5 mM Fos-Choline-12). Aprés une incubation d’environ 20h sous
agitation a 4 °C, la solution a été centrifugée a 75600 g (25000 rpm) pendant 45 min afin de
recueillir le surnageant contenant la protéine IFITM3 solubilisée par le détergent.
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IFITM3 a ensuite été purifiée par :

- Chromatographie d’affinité sur résine de nickel. Le surnageant a été déposé sur une
colonne de nickel sépharose HisTrap HP de 5 ml (GE Healthcare Life Sciences)
préalablement équilibrée avec du tampon A (50 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl, 1 mM B-
mercaptoéthanol et 3,5 mM Fos-Choline-12). La résine de la colonne a ensuite été lavée une
premiére fois avec le tampon A puis une seconde fois avec le tampon A supplémenté de 10
mM d’imidazole. Enfin, IFITM3 a été éluée de la résine avec le tampon A supplémenté de
300 mM d’imidazole.

- Chromatographie d’exclusion de taille. Apres concentration, I’élution de résine de
nickel a alors été chargée en plusieurs injections de 500 pl, sur une colonne Superdex 200
Increase 10/300 GL (GE Healthcare Life Sciences) et éluée dans du tampon A a 4 °C.

Ce protocole a aussi été effectué en utilisant du tampon PBS pH 7,4 en lieu et place du
tampon 50 mM Tris pH 8, 150 mM NacCl.

2. Caractérisation biochimique et biophysique d’IFITM3
2.1. Détermination de I’état oligomérique d’IFITM3 par SEC-MALLS

La méthode SEC-MALLS («Size Exclusion Chromatography-Multi-Angle Laser
Light Scattering ») a été utilisée afin de déterminer le poids moléculaire et par conséquent,
I’état oligomérique adopté par IFITM3 a I’issue de sa purification par chromatographie
d’exclusion de taille en micelles de Fos-Choline-12. Il s’agit d’une chromatographie
d’exclusion de taille (SEC) au cours de laquelle sont mesurés, 1’absorbance UV (UltraViolet),
la diffusion statique de la lumiére laser (« Light Scattering », LS) et I’index de réfraction
(« Refractive Index », RI). La mesure de ces trois parametres est ensuite utilisée pour calculer
la masse moléculaire de la protéine d’intérét, ’intensité de la lumicre diffusée (ratio Rayleigh)
par une protéine étant directement proportionnelle au produit de sa masse moléculaire
moyenne et de sa concentration. Ici, IFITM3 se trouvant en détergent, la quantité de micelles
de Fos-Choline-12 (8) lui étant associée a tout d’abord été déterminée a partir des données

d’index de réfraction et d’absorbance UV selon 1’équation suivante (1) :
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(81558
]+5 dc protein ]+5 dc detergent (1)

_ARI 1\ (5 \
- AUV, 1+06 280,protein 1+5 280,detergent

Une fois la quantité de détergent (&) associée a IFITM3 connue, I’incrément d’indice

de réfraction (dn/dc) du complexe protéine-détergent a pu étre calculé (équation 2) puis a

servi a déterminer la masse moléculaire du couple protéine-détergent (équation 3).
1 0
(dn/dc)complex = -1—_1_(3 (dn/dc)pmtein + m (dn/dc)detergent (2)

ALS ALS
Mw = = (3)

2 dn
K@) (aafle) X (@)ARE

Enfin, la valeur & a une nouvelle fois été utilisée pour déterminer les contributions
respectives d’IFITM3 et des micelles de Fos-Choline-12 a la masse moléculaire du complexe
(équation 4) (Slotboom et al., 2008).

'Mw,complex = (1 + 5)Mw,p1’otein (4)

En pratique, 55 pl de protéine IFITM3 a 10 mg/ml ont été injectés a un débit de 0,5
ml/min sur une colonne de chromatographie d’exclusion de taille S200 increase 10/300 GL
(GE Healthcare Life Sciences), préalablement équilibrée avec du tampon PBS pH 7,4
contenant 3,5 mM de Fos-Choline-12, et connectée a un détecteur multiangulaire a diffusion
de la lumiére (MALLS, Wyatt Dawn Heleos Il), a un réfractométre (Wyatt Optilab T-rex) et a
un détecteur UV (Hitachi Elite LaChrom UV detector). Les signaux acquis par ces trois
détecteurs tout au long de 1’élution (Soit environ 23 ml) ont ensuite été importés dans le
logiciel ASTRA version 6 (Wyatt Technologies). Le module « protein conjugate » du logiciel
a alors été utilisé pour déterminer les masses moléculaires du couple IFITM3/Fos-Choline-12,
de la protéine IFITM3 et des micelles de Fos-Choline-12 qui lui sont associées. Pour ce faire,
le pic d’¢lution a analyser a été défini et les valeurs d’incrément d’indice de réfraction (dn/dc)
des protéines (0,185 ml/g) et de la Fos-Choline-12 (0,1398 ml/g) ainsi que les valeurs
d’absorbance a 280 nm d’IFITM3 [1,120 mL/(mg cm)] et de la Fos-Choline-12 [0 mL/(mg

cm)] ont été utilisées afin de calculer, au travers du pic, les masses moléculaires (« Molecular
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Weight », Mw) du complexe IFITM3-Fos-Choline-12, d’IFITM3 et des micelles de Fos-
Choline-12 associées a la protéine et également afin de renseigner sur la mono-dispersité du
pic (Slotboom et al., 2008).

2.2. Détermination de I’état oligomérique d’IFITM3 par pontage chimique

Deux agents de pontage chimique, I’EGS [Ethylene Glycol bis
(Succinimidylsuccinate)] et le glutaraldehyde, ont été utilisés afin de mettre en évidence
I’oligomérisation d’IFITM3 en détergent. L’EGS est un agent de pontage chimique lipophile
utilis€ pour conjuguer des protéines aussi bien en solution, qu’au sein de membranes,
puisqu’elles lui sont perméables. L’EGS possede deux groupements esters NHS (N-
HydroxySuccinimide) situés a chacune de ses extrémités et séparés par 16.1 angstroem
(« spacer arm length ») (figure 13). Ces groupements peuvent réagir a pH 7-9 avec les
groupements amines primaires (NH,) des lysines ou avec ceux des extrémités N-terminales
des protéines et ainsi lier de fagon covalente deux protéines interagissant faiblement (par le
biais d’interactions hydrophobes ou électrostatiques par exemple) ou se trouvant a proximité
I’'une de I’autre. Deux protéines ou plus peuvent alors étre liées par ces pontages covalents et
les complexes protéiques ainsi stabilisés peuvent étre détectés sur gel SDS-PAGE. Le
glutaraldehyde est, quant a lui, un agent de pontage chimique hydrosoluble formant lui aussi
des pontages chimiques covalents avec les groupements amines des protéines. Cependant, la
distance séparant ses deux groupements carbonyle (C=0) réactionnels est plus courte que
celle séparant les deux groupements NHS de I’EGS, environ 5 angstreems contre 16,1 (figure
14).

0
0 0 0
.0 0 _N
0 0 0
0

Figure 13 : Structure chimique de I’EGS

0 0
H H

Figure 14 : Structure chimique du glutaraldehyde
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Pour cette expérience, la protéine IFITM3, purifiée par chromatographie d’exclusion
de taille et éluée aux alentours de 13,5 ml dans du tampon PBS pH 7,4, a été concentrée
jusqu’a environ 1 mg/ml. Différents échantillons d’IFITM3 ont ensuite été incubés pendant 15
min a température ambiante avec différentes concentrations (0 ; 0,5 et 1 mM) d’EGS (Thermo
Fisher Scientific) ou de glutaraldehyde (Sigma-Aldrich). La réaction de pontage chimique a
ensuite été stoppée en faisant bouillir le mélange en présence de bleu de Laemli pendant 5
min. Les échantillons ont alors été analysés sur un gel SDS-PAGE.

D’autres expériences de pontage chimique ont été réalisées avec la protéine IFITM3,
exprimée aux membranes de bactéries E.coli souche C41, reconstituée en liposomes POPC
(1-Palmitoyl-2-Oleoyl-sn-glycero-3-PhosphoCholine) - POPS (1-Palmitoyl-2-Oleoyl-sn-
glycero-3-Phospho-L-Serine) et reconstituée en nanodisques de taille moyenne (MSPL1,
« Membrane Scaffold Protein 1 » - POPC) et de grande taille (MSP1E3D1- POPC), selon le
méme mode opératoire que celui décrit pour IFITM3 en Fos-Choline-12. Cependant, des
concentrations plus importantes d’EGS et de glutaraldehyde ont été utilisées lors des
expériences de pontage chimique réalisées avec IFITM3 en liposomes (0; 0,5; 1; 5 et 10
mM) et en nanodisques (0; 1; 5 mM). En outre, les résultats de ces expériences ont été
visualisés par « western blot » effectué soit, avec un anticorps anti-IFITM3 (pour les
expériences menées avec IFITM3 en membranes bactériennes et en liposomes) soit, avec un

anticorps anti-histidine (pour les expériences menées avec IFITM3 en nanodisques).
2.3. Analyse de la structure secondaire d’IFITM3 par dichroisme circulaire

Une mesure du dichroisme circulaire dans I’UV lointain (195-260 nm, zone
d’absorption de la liaison peptidique) a été réalisée avec 9 uM (0,16 mg/ml) de protéine
IFITM3 en micelles de Fos-Choline-12 afin d’obtenir des informations sur la structure
secondaire qu’elle adopte dans ce détergent. Avant d’effectuer cette mesure, le tampon PBS
de la protéine a été échangeé par dialyse contre un tampon contenant 20 mM de phosphate de
soodium (NaP) et 150 mM de fluorure de sodium (NaF), les ions chlorures présents dans le
tampon PBS absorbant fortement dans I’UV lointain. Les valeurs de dichroisme circulaire
ainsi mesurées (en millidegrés) a chaque longueur d’onde par le spectropolarimetre CD Jasco
J-810 (Jasco) ont ensuite été introduites dans le serveur Web « Capito — CD Analysis &
Plotting Tool » en indiquant la concentration en protéine (9 uM), son nombre d’acides aminés
(160) ainsi que 1’épaisseur de la cuvette utilisée (1 mm) afin de calculer les valeurs

d’ellipticit¢ moyenne par résidu (« mean residue ellipticity » 0 en 10° deg cm® dmol™).
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L’estimation de la proportion d’hélices alpha, de feuillets béta ou encore de structures
désordonnées composant la structure secondaire d’IFITM3 en micelles de Fos-Choline-12 a

alors été déterminee par le programme Capito (Wiedemann et al., 2013).

2.4. Etude de la dénaturation thermique d’IFITM3 en micelles de Fos-Choline-
12

Une expérience de dénaturation thermique de la protéine IFITM3 (1 mg/ml) purifiée
par chromatographie d’exclusion de taille dans du tampon (PBS pH 7,4; 1 mM 2-
mercaptoéthanol ; 3,5 mM Fos-Choline-12) a été menée avec le systeme Prometheus NT.48
(NanoTemper Technologies). Au cours cette expérience, 15 ul d’échantillon placés dans un
capillaire UV (NanoTemper Technologies) a 20 °C ont été soumis a une augmentation de la
température de I’ordre de 2 °C/min jusqu’a atteindre la température de 90 °C et I’intensité de
la fluorescence émise par le ou les résidu(s) tryptophane de la protéine a été mesurée a 350
nm (F350) et a 330 nm (F330) afin de suivre son état de repliement en fonction de
I’augmentation de la température. La courbe de dénaturation thermique d’IFITM3 en micelles
de Fos-Choline-12 a ensuite été établie en suivant I’évolution du ratio F350/F330 en fonction

de ’augmentation de la température.
2.5. Protéolyse limitée d’TFITMS3 a la trypsine

La protéine IFITM3 en micelles de Fos-Choline-12, en protéoliposomes (POPC-
POPS) ou en nanodisques (MSP1-POPC) a été incubée avec de la trypsine [Boehringer
Mannheim (GmbH)] au ratio massique d’1/20®™ (1 trypsine : 20 IFITM3) pendant 5, 15, 60
ou encore 120 min. Aprés chaque temps d’incubation, un échantillon de protéine a été prélévé
et chauffé & 90 °C pendant 5 min dans du bleu de Laemli afin de stopper la réaction de

protéolyse. Tous les échantillons ont ensuite été analysés sur gel SDS-PAGE.

2.6. Analyse des échantillons de protéines, de liposomes et de nanodisques par

microscopie électronique a coloration négative

Les échantillons de protéines, liposomes et nanodisques ont été préparés pour leur
analyse par microcopie électronique a coloration négative en utilisant la technique de «
flottaison » de carbone. Pour ce faire, les échantillons ont été absorbés sur un film de carbone
sur mica, puis colorés avec du sodium silico tungstate et transférés sur une grille de cuivre de

400 mesh. Les images ont ensuite été prises a de faibles doses d’électrons (<10 e-/A2), & un
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grossissement pouvant varier de 13000 a 60000 fois et avec des valeurs de défocus comprises
entre 1,2 et 2,5 um, sur un microscope électronique FEI Tecnai 12 120 kV LaB6 utilisant une
caméra Gatan Orius 1000.

3. Reconstitution d’I|FITM3 en liposomes

3.1. Formation des liposomes

Un stock de liposomes a une concentration de 10 mg/ml composés a 80 % de lipides
POPC et a 20 % de lipides POPS a tout d’abord été constitué. Les lipides POPC et POPS
(Avanti Polar Lipids) (figure 15) étant au depart stockés a une concentration de 25 mg/ml
dans du chloroforme, le bon volume de chaque lipide, permettant d’en obtenir la
concentration finale souhaitée, a alors été transféré a I’aide d’une seringue Hamilton dans un
ballon d’évaporation en verre. Le chloroforme dans lequel étaient solubilisés les lipides a
ensuite été évaporé sous un léger flux d’azote gazeux puis placé dans un dessiccateur sous
vide pendant une nuit afin d’éliminer les dernieres traces résiduelles de chloroforme. Le film
lipidique ainsi formé a alors été repris dans 1 ml de tampon PBS pH 7,4. Afin de former les
liposomes et de leur faire adopter le diametre souhaité, les lipides ont été extrudés, c’est a dire
passés 15 fois au travers d’'une membrane de polycarbonate (Whatman® Nuclepore™ Track-
Etched Membranes, Sigma-Aldrich) ayant des pores de 0,8 um puis 15 fois au travers d’une

membrane de polycarbonate ayant des pores de 0,4 um.
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POPS (1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phospho-L-serine)

Figure 15 : Formules topologique des lipides POPC et POPS

64



La polydispersité et le diametre des liposomes ont ensuite été mesurés par DLS,
« Dynamic Light Scattering » (Instrument DynaPro NanoStar — Wyatt Technology). Pour
cette analyse, les liposomes ont été dilués 1000 fois dans du tampon PBS pH 7,4 puis 100 pl
d’échantillon ont été placés dans une cuvette en plastigue (Wyatt Technology). Les
parametres, tels que la nature du solvant, la concentration de 1’échantillon et le rapport dn/dc
(0,083 mL/g) ont été renseignés dans le logiciel Dynamics (Wyatt Technology) qui controle
I’instrument. Ensuite, trois jeux de données ont été collectés a 25 °C & raison de 10
acquisitions/jeux de données. Le diamétre moyen mesuré devait étre proche de 0,4 um et
I’indice de polydispersité¢ inférieure a 20 % pour que I’échantillon soit considéré comme
relativement monodisperse et que le stock de liposomes soit utilisé pour y reconstituer la
protéine IFITM3. Si ces valeurs n’étaient pas atteintes, les liposomes étaient a nouveau

extrudés, tel que décrit précédemment, et soumis une nouvelle fois aux mémes mesures.

La qualité des liposomes a également été analysée par microscopie électronique a
coloration négative, afin d’évaluer leur taille et leur homogénéité mais également afin de
visualiser le caractére uni ou multi-lamellaire des liposomes ainsi que leur éventuelle

coalescence.
3.2. Titration des liposomes avec du Triton X-100

Une courbe de titration des liposomes avec des concentrations croissantes de Triton X-
100 (Sigma-Aldrich) a ensuite été établie afin de déterminer la concentration en détergent qui
sature les liposomes (Rsy) et celle qui les solubilise complétement (Rso) (Geertsma et al.,
2008). Pour cette expérience, les liposomes ont été dilués dix fois avec du tampon PBS pH 7,4
(concentration finale : 1 mg/ml). La densité optique a 550 nm a ensuite été mesurée avant
I’ajout de Triton X-100, puis aprés chaque nouvel ajout d’1 mM de Triton X-100 jusqu’a ce
que la densité optique atteigne la valeur de zéro correspondant a la solubilisation totale des
liposomes (Rso). Une courbe de titration a ensuite été générée en reportant sur un graphique
les valeurs de densité optique mesurées a 550 nm en fonction de la concentration en Triton X-
100. Cette courbe permet de suivre I’évolution de I’état physique des liposomes en fonction
des quantités croissantes de détergents auxquelles ils sont exposés et donne une indication de
la concentration de détergent a laquelle IFITM3 doit étre ajoutée pour initier le processus de

reconstitution de la protéine (Geerstma et al., 2008)
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3.3. Reconstitution d’IFITM3 en protéoliposomes par déstabilisation des

liposomes préformés

Aux liposomes ont ainsi été ajoutés dans 1’ordre, le Triton X-100 (dont la
concentration a ajouter a été définie par la courbe de titration établie tel qu’indiqué plus haut),
la protéine IFITM3 solubilisée en Fos-Choline-12 et du tampon PBS pH 7,4 afin d’obtenir le
volume final souhaité. Différents ratios massiques lipides : protéine ont été testés afin de
définir le ratio permettant de saturer les liposomes en protéine IFITM3. Aprés 15 min
d’incubation sous agitation a température ambiante, 40 mg de billes adsorbantes (Bio-Beads
SM-2, Bio-Rad), préalablement lavées au méthanol et rincées a 1’eau, ont été ajoutés au
mélange. Le méme ajout de billes adsorbantes a ensuite été répété aprés 30 min d’incubation
sous agitation a température ambiante ainsi qu’aprés 1 h, une nuit et 2 h d’incubation sous
agitation a 4 °C. Au total, 160 mg de billes adsorbant les détergents ont donc été ajoutés au

mélange.

Ces billes ont ensuite été retirées du mélange en percant, dans le fond du tube, de
petits trous d’une taille inférieure a celle des billes et en centrifugeant le tube placé dans un
tube Falcon de 15 ml a 300 g pendant 2 min. Seul le mélange sans les billes est alors passe au

travers des trous et a été récupéré dans le tube Falcon.

Lorsque le volume de la réaction (20 ul), utilisé pour certaines expériences, était trop
faible pour permettre 1’ajout de Bio-Beads, les détergents ont alors été retirés par dialyse.
Pour ce faire, 1’échantillon a été placé dans un tube GeBAflex-Mini (Gene Bio-Application)
ayant un seuil de coupure de 8 KDa et a été dialysé contre 1 L de tampon PBS pH 7,4 pendant
2 h a4 °C puis contre 3 L de ce méme tampon pendant 3 jours a 4 °C.

L’incorporation d’IFITM3 dans les liposomes a ensuite été verifiée en controlant la
position de la protéine au sein d’un gradient de sucrose apres ultracentrifugation. Le gradient
de sucrose, constitué de 5 couches de 500 pl de tampon PBS pH 7,4 contenant de bas en haut
40, 30, 20, 10 et 0 % de sucrose, a été coulé dans un tube Ultra-Clear de 5 ml (Beckman
Coulter). 250 pl d’échantillon & tester (IFITM3/liposomes/protéoliposomes) et 250 pl de
tampon PBS pH 7,4 contenant 80 % de sucrose ont été mélangés pour former la premiére
couche au fond du tube. Le gradient a ensuite été ultracentrifugé a 45 000 rpm pendant 2 h &
4 °C (ultracentrifugeuse Optima XPN-80 et rotor SW 55 Ti — Beckman Coulter). Chaque
couche du gradient a ensuite été collectée et analysée sur gel SDS-PAGE. La couche du

gradient identifiée sur gel SDS-PAGE comme contenant les protéoliposomes a alors éte
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analysée par microscopie électronique a coloration négative afin d’observer d’éventuels effets

de la protéine IFITM3 sur les liposomes.

4, Observation des protéoliposomes par microscopie de fluorescence

4.1. Préparation et marquage fluorescent des liposomes

400 ul de lipides « Brain Extract Total » (Avanti Polar Lipids) (stock a 25 mg/ml dans
du chloroforme), dont la composition est décrite dans le tableau ci-dessous (tableau 3), ainsi
que 5 pl de fluorochrome rouge PKH26 (Sigma-Aldrich) (stock a 1 mM dans de 1’éthanol)
ont été mélangés dans un petit flacon en verre puis placés au fond d’un ballon d’évaporation
en verre. Le chloroforme solubilisant les lipides a ensuite été évaporé sous un léger flux
d’azote gazeux puis celui-ci a été placé, entouré d’aluminium, dans un dessiccateur sous vide
pendant une nuit & température ambiante afin d’éliminer les dernieres traces résiduelles de
chloroforme. Le film lipidique ainsi formé a ensuite été repris dans 1 ml de tampon PBS 1x
pH 7,4. Afin de former les liposomes et de leur faire adopter le diamétre souhaiteé, les lipides
ont été extrudés tel qu’expliqué précédemment. Une fois formés, les liposomes ont été
ultracentrifugés a 100 000 g pendant 20 min afin de les culotter et de se débarrasser de I’excés
de fluorochrome PKH26 non associé aux liposomes, retrouvé dans le surnageant (Inoki et al.,
2000). Enfin, le culot de liposomes a été repris dans 1 ml de tampon PBS 1 x pH 7,4 puis les

liposomes ont été conservés a 4 °C a I’abri de la lumiére jusqu’a leur utilisation.

Composition en phospholipides du « Brain Total Extract »
Phospholipide % massique

PC 9,6

PE 16,7

Pl 1,6

PS 10,6

PA 2,8

Inconnu 58,7

Total 100

Tableau 3 : Composition en phospholipides du « Brain Total Extract » communiquée par le fabricant

Avanti Polar Lipids
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4.2. Marquage fluorescent de la protéine IFITM3

Les esters NHS (ou esters succinimidyliques) de 1’Alexa Fluor 488 se lient aux amines
primaires des protéines pour former des conjugués présentant une fluorescence a 525 nm
(verte) sous excitation a 490 nm. Le marquage d’IFITM3 avec ce colorant a été réalisé en
ajoutant 3 ul d’Alexa Fluor 488 (15,5 mM dans du DMSO) a 100 pl de protéine IFITM3
décongelés (a 580 pM), puis en incubant ce mélange a I’abri de la lumiére pendant une nuit a
4 °C. Ensuite, afin de se débarrasser de I’excés de colorant non lié a IFITM3, le mélange a été
injecté sur une colonne de chromatographie d’exclusion de taille Superdex 200 10/300 GL
(GE Healthcare Life Sciences). Sur le profil d’élution correspondant, I’absorbance a 280 nm a
permis de suivre 1’¢lution de la protéine IFITM3 tandis que 1’absorbance a 494 nm a permis
de suivre I’élution de 1’Alexa Fluor 488, la valeur de 1’absorbance a 280 nm et a 494 nm étant
fonction de la concentration d’IFITM3 et d’Alexa, respectivement. La co-élution d’IFITM3 et
de I’Alexa a permis de conclure qu’une certaine quantité du fluorophore s’était bien
conjuguée a la protéine. Apres migration au travers d’un gel SDS-PAGE des fractions
d’élution correspondant a la protéine IFITM3 marquée, ce gel SDS-PAGE a été analysé par
un systeme d’imagerie (Gel Doc XR, Bio-Rad) afin de visualiser la fluorescence émise par les

bandes correspondant a la protéine marquée et d’en évaluer visuellement I’intensité.

4.3. Formation de protéoliposomes fluorescents

Des protéoliposomes ont été formés a partir de différents ratios massiques de la
protéine IFITM3 et des liposomes marqués, a savoir 1 : 1000, 1 : 100 et 1 : 10. Le protocole
qui a été suivi pour les produire est le méme que celui décrit plus haut pour la reconstitution

d’IFITM3 en protéoliposomes par déstabilisation des liposomes préformés.

5. Reconstitution de la protéine IFITM3 en nanodisques pour analyse par
RMN

5.1. Préparation des lipides POPC

2 ml de lipides POPC (figure 15) solubilisés dans du chloroforme a une concentration
de 25 mg/ml ont été déposés au fond d’un ballon d’évaporation en verre. Le dép6t, au fond du
ballon, d’un film lipidique homogéne a ensuite été obtenu tel que décrit précédemment. Ce

film lipidique a alors été repris dans 5 ml de tampon PBS pH 7.4 contenant 30 mM de sodium
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cholate (Anatrace) puis a été congelé a -20 °C afin de constituer le stock de lipides POPC (a

une concentration de 13,15 mM) a partir duquel les nanodisques ont été assemblés.

5.2. Expression et purification de la protéine d’assemblage MSP

Trois variants de la protéine MSP, MSP1E3D1, MSP1 et MSP1D1AHS5 différant par le
nombre de leurs hélices, ont été utilisés afin d’assembler des nanodisques de différents
diamétres (tableau 4). Par comparaison avec la protéine MSP1, MSP1E3D1 contient 3

hélices supplémentaires tandis que la protéine MSP1D1AH5 est délétée de son hélice H5.

PM S Diamétre des
Variant (M*cm™ | Contenu en hélices nanodisques Référence
(Daltons) L s
) générés (nm)
HisTev-HO0.5-H2-
32731 29910 H3-H4-H5-H6-H4- Bayburt et
MSP1E3D1 (29982)* | (26930)* | H5-H6-H7-H8-HO- 12,9 Sligar, 2010
H10
1 25300 | 25440 ﬂ'jﬁ;ﬂé,:'f,'j: o Denisov et
* * 1
(23329)* | (23950) HO-H10 al., 2004
HisTev-HO0.5-H2-
21468 19940 Hagn et al.,
MSP1D1AHS5 * « | H3-H4-H5-H6-H7- 8,4
(19488)* | (18450) HB.HO-H10 2013

*Sans étiquette 6 histidines
Tableau 4 : Informations utiles concernant les protéines d’assemblage MSP1E3D1, MSP1 et
MSP1D1AHS

Séquences en acides aminés des protéines MSP1E3D1, MSP1 et MSP1D1AHS5 :

MSP1E3D1
MGHHHHHHHDYDIPTTENLYFQGSTFSKLREQLGPVTQEFWDNLEKETEGLRQEMS
KDLEEVKAKVQPYLDDFQKKWQEEMELYRQKVEPLRAELQEGARQKLHELQEKLS
PLGEEMRDRARAHVDALRTHLAPYLDDFQKKWQEEMELYRQKVEPLRAELQEGAR
QKLHELQEKLSPLGEEMRDRARAHVDALRTHLAPYSDELRQRLAARLEALKENGGA
RLAEYHAKATEHLSTLSEKAKPALEDLRQGLLPVLESFKVSFLSALEEYTKKLNTQ

MSP1
MGSSHHHHHHENLYFQGLKLLDNWDSVTSTFSKLREQLGPVTQEFWDNLEKETEGL
RQEMSKDLEEVKAKVQPYLDDFQKKWQEEMELYRQKVEPLRAELQEGARQKLHEL
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QEKLSPLGEEMRDRARAHVDALRTHLAPYSDELRQRLAARLEALKENGGARLAEYH
AKATEHLSTLSEKAKPALEDLRQGLLPVLESFKVSFLSALEEYTKKLNTQ

MSP1D1AHS
MGSSHHHHHHENLYFQGSTFSKLREQLGPVTQEFWDNLEKETEGLRQEMSKDLEEV
KAKVQPYLDDFQKKWQEEMELYRQKVEPLGEEMRDRARAHVDALRTHLAPYSDEL
ROQRLAARLEALKENGGARLAEYHAKATEHLSTLSEKAKPALEDLRQGLLPVLESFKV
SFLSALEEYTKKLNTQ

Les séquences de ces trois protéines ont été clonées dans le vecteur pET28a (EMD
Biosciences). Elles sont toutes les trois précédées d’une étiquette 6 histidines N-terminale

suivie d’un site de clivage a la protéase TEV.

Une pré-culture de cellules compétentes E.coli souche BL21 (DE3), transformées par
le vecteur pET28a contenant la séquence codant pour la protéine d’intérét (MSP1E3DI,
MSP1 ou MSP1D1AHS5), a été utilisée pour inoculer 1 L de milieu de culture LB additionné
de 50 pg/ml de kanamycine. Les cellules en culture ont ensuite été placées sous agitation a 37
°C jusqu’a ce que la DOggonm Soit égale a 0,7 U.A. L’expression de la protéine d’intérét par les

cellules a alors été induite par 1’ajout d’1 mM d’IPTG pendant 4 h sous agitation & 37 °C.

Les cellules ont ensuite été centrifugées a 10543 g (6000 rpm) pendant 20 min. Le
culot de bactéries ainsi obtenu a été repris dans du tampon PBS pH 7,4 puis centrifugé a
nouveau a 5945 g pendant 10 min. Le surnageant a été éliminé et le culot bactérien a été

congelé a -80 °C jusqu’a son utilisation.

Apres décongélation sur glace, le culot bactérien a été repris dans 20 ml de tampon
PBS pH 7,4 supplémenté d’1 % de Triton X-100, de 0,2 mg/ml de lysosyme (Euromedex),
d’l ul d’endonucléase (Pierce Universal Nuclease) et d’une tablette d’un cocktail
d’inhibiteurs de protéases « Complete EDTA-free ». Les bactéries ont ensuite été lysées lors
d’un cycle de sonication d’une durée totale de 12 min (2 secondes a une amplitude de 80 %
suivies de 10 secondes de repos). Le lysat a alors été centrifugé a 75600 g (25000 rpm)
pendant 45 min. Le surnageant a été récupéré puis déposé sur une colonne de nickel sépharose
HisTrap HP de 5 ml préalablement équilibrée avec 50 ml de tampon B (40 mM Tris-HCI pH
7,4 ; 300 mM NaCl ; 1 % de Triton X-100). La résine a ensuite été successivement lavee avec
25 ml de tampon B suivis de 25 ml de tampon C (40 mM Tris-HCI pH 7,4 ; 300 mM NaCl ;
50 mM sodium cholate ; 10 mM imidazole) puis de 25 ml de tampon D (40 mM Tris-HCI pH
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7,4 ; 300 mM NaCl ; 20 mM imidazole). Enfin, la protéine MSP a été éluée de la résine avec
25 ml de tampon E (40 mM Tris-HCI pH 7,4 ; 300 mM NaCl ; 300 mM imidazole).

L’¢étiquette poly-histidine de la protéine MSP éluée de la résine de nickel a ensuite été
clivée par I’ajout de la protéase TEV a un ratio massique de 1 TEV: 20 MSP pendant une nuit
a 4 °C. Le mélange a ensuite été dialysé pendant 2 h a 4 °C contre 4 L de tampon F (20 mM
Tris-HCI pH 7,4 ; 150 mM NaCl) afin de se débarrasser de I’imidazole, puis le mélange a a
nouveau été dépose sur la résine de nickel préalablement équilibrée avec 50 ml de tampon F.
La protéase TEV pourvue d’une étiquette poly-histidine ainsi que le peu de protéine MSP
dont I’étiquette poly-histidine n’a pas été clivée se sont liés a la résine, tandis que la protéine

MSP clivée n’a pas été retenue par la résine.

Les fractions, non retenues et de lavage de la résine, contenant la MSP clivée ont été
mélangées puis dialysées contre 2 L de tampon PBS pH 7,4 pendant une nuit a 4 °C. La
protéine MSP a ensuite été concentrée a 1’aide d’une unité d’ultrafiltration Amicon Ultra
ayant un seuil de coupure de 10 kD (Dutscher) puis a été congelée a -80 °C jusqu’a son

utilisation.
5.3. Expression et marquage isotopique *°N et/ou **C d’IFITM3

Une pré-culture de cellules compétentes E.coli souche BL21-CodonPlus(DE3)-RIL,
préalablement transformées par le vecteur pETM-11 contenant la séquence codant pour la
protéine IFITM3, a tout d’abord été initiée dans 10 ml de milieu LB additionné de 50 pg/ml
de kanamycine. Aprés 7 & 8 h de croissance cellulaire & 37 °C sous agitation, cette pré-culture
a été centrifugée a 4000 rpm pendant 10 min afin de culotter les cellules. Le culot cellulaire a
ensuite été repris dans 20 ml de milieu de culture minimum M9 (voir tableau 5 décrivant sa
composition et sa préparation) auxquels ont été ajoutés 50 pg/ml de kanamycine. En fonction
du type de marquage souhaité, ce milieu de culture a été préparé avec du D-glucose (si
IFITM3 ne devait étre enrichie qu’en isotope °N) ou avec du D-glucose *C (si IFITM3
devait étre enrichie en isotopes N et *3C). Les cellules ont alors été adaptées au milieu
minimum M9 par dilutions successives, en les faisant croitre a 37 °C sous agitation puis en les
culottant et en les reprenant dans un volume de milieu de culture plus important (soit, 40 ml
puis 200 ml et enfin 500 ml). Une fois les cellules diluées dans 500 ml de milieu de culture
M9, celles-ci ont été placées a 37 °C sous agitation (150 rpm) jusqu’a ce que leur DOggonm

atteigne une valeur comprise entre 0.8 et 1 U.A. L’expression par les cellules de la protéine
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IFITM3 simplement marquée >N ou doublement marquée *°N, *C a alors été induite par

I’ajout d’1 mM d’IPTG sous agitation a 20 °C jusqu’au lendemain matin.

Ingrédient Quantité
Na,HPO, 69
KH2PO4 3 g
NaCl 059
BNH,CI 1
(Cambridge Isotope Laboratories, Inc.) g

Ajout d’eau Milli-Q jusqu’a un volume final d’1L
Litre de culture autoclavé
Puis ajout des ingrédients suivants :

D-Glucose ou D-Glucose *C (U-13C6, 99 %) )
(Cambridge Isotope Laboratories, Inc.) g
MgS0, (1 M) 1 ml
CaCl, (0,1 M) 1 ml
MnCl, (0,1 M) 1 ml
ZnS0O, (50 mM) 1ml
FeCl; (100 mM) 500 pl
Vitamines (tablette d’un cocktail de vitamines) 2mi
Kanamycine (50 mg/ml) 1ml

Tableau 5 : Mode opératoire et ingrédients nécessaires a la préparation d’ 1L de milieu de culture

minimum M9
5.4. Deutération de la protéine IFITM3

Afin d’aboutir a I’expression d’une protéine IFITM3 100 % deutérée, certaines étapes
du protocole d’expression et de marquage de la protéine, décrites ci-dessus, ont été effectuées
en présence de D,0 ou eau lourde. C’est le cas notamment de la troisieme étape de dilution,
lorsque le culot bactérien a été repris dans 40 ml de milieu minium M9, I’eau (H,0) utilisée
pour la préparation de ce milieu a été substituée a 50 % par de I’eau lourde (D,0). Tandis que
les milieux utilisés lors des deux dernieres étapes, lorsque les culots cellulaires ont été repris
dans 200 ml et 500 ml de milieu minimum M9, ont été préparés a partir de 100 % d’eau
lourde et d’ingrédients deutérés (a I’exception du Na;HPO,, du KH,PO, et du NaCl). De

I’IPTG deutéré a également été utilisé pour induire I’expression de la protéine.
5.5. Purification a pH 10 de la protéine IFITM3 marquée et/ou deutérée

Le protocole suivi pour purifier IFITM3 a pH 10 est rigoureusement identique a celui
décrit pour la purification de la protéine a pH 7,4 si ce n’est que partout ou il est utilisé, le
tampon PBS pH 7,4 a été substitué par un tampon contenant 50 mM de CAPS pH 10 et 150
mM de NaCl.

72



5.6. Dénaturation et repliement de la protéine *°N IFITM3

Deux culots cellulaires, provenant chacun d’1 litre de culture de cellules C41 ayant
préalablement exprimé *N-IFITM3 pendant environ 18h & 20 °C, ont tout d’abord chacun été
repris dans 20 ml de tampon de lyse (PBS pH 7,4, 1 mM EDTA, 1 mM 2-mercaptoéthanol)
additionné d’une tablette d’un cocktail d’inhibiteurs de protéases. Les cellules ont ensuite été
lysées lors d’un cycle de sonication de 6 min au total (1 sec «on», 1 sec «off ») a une
amplitude de 70 % puis centrifugées a 75600 g (25 000 rpm) pendant 45 min. Chaque culot
comprenant les membranes, ainsi généré, a été repris dans 20 ml de tampon PBS pH 7,4
contenant 8 M d’urée tandis que 8 M d’urée ont été ajoutés directement au surnageant. Apres
2h30 d’incubation sous agitation a température ambiante, toutes les solutions ont été
centrifugées a 48384 g (20 000 rpm) pendant 40 min. Tous les surnageants ainsi obtenus ont
alors été déposés sur une colonne de nickel HisTrap HP de 5 ml, préalablement équilibrée
avec du tampon PBS pH 7,4 contenant 8 M d’urée et 10 mM d’imidazole. La résine a ensuite
été lavée avec ce méme tampon d’équilibration additionné de 4,5 mM de Fos-Choline-12. Un
gradient de concentration, étalé sur 8 volumes colonne, allant de 8 M d’urée a 0 M d’urée a
alors éteé appliqueé a la résine de maniére a promouvoir le repliement d’IFITM3 en présence de
son détergent. La résine a ensuite été lavée avec du tampon PBS pH 7,4 contenant 10 mM
d’imidazole et 4,5 mM de Fos-Choline-12 et enfin IFITM3 a été éluée de la résine au cours

d’un gradient de concentration en imidazole allant de 10 a 300 mM.

Les fractions d’élution de la résine de nickel, identifiées sur gel SDS-PAGE comme
contenant IFITM3, ont alors été concentrées jusqu’a 500 pl a l’aide d’une unité
d’ultrafiltration Amicon Ultra ayant un seuil de coupure de 10 kD puis injectées sur une
colonne de chromatographie d’exclusion stérique Superdex 200 10/300 GL Increase dans du
tampon PBS pH 7,4 contenant 1 mM de B-mercaptoéthanol et 3,5 mM de Fos-Choline-12. Sur
le profil d’élution ainsi obtenu, les fractions du pic correspondant au volume d’élution
habituel d’IFITM3 (13,5 ml) ont été sélectionnées puis concentrées jusqu’a 160 pl (soit le

volume du tube capillaire devant contenir I’¢échantillon) avant analyse par RMN.

5.7. Assemblage des nanodisques avec la protéine IFITM3 marquée et/ou

deutérée

Les lipides POPC solubilisés en sodium cholate, la protéine d’assemblage
(MSP1E3D1, MSP1 ou MSP1D1AHDb) et la protéine IFITM3 solubilisée en DPC et purifiée a

pH 7,4 ou a pH 10 ont été mélangés en respectant 1’un des ratios molaires donnés dans le
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tableau ci-dessous (tableau 6). La concentration finale du mélange en sodium cholate devant
étre comprise entre 12 et 40 mM (Ritchie et al., 2009), ce mélange a été, si besoin,
supplémenté en conséquence avec du tampon PBS pH 7.4 contenant 50 mM de sodium
cholate. Aprés 15 min d’incubation sur glace, 0,5 g/ml de billes adsorbantes, préalablement
lavées au méthanol et rincées a I’eau, ont été ajoutées au mélange afin d’en soustraire les
détergents et d’initier le processus d’auto-assemblage des nanodisques. Apres une nuit

d’incubation sous agitation a 4 °C, les billes ont €té retirées du mélange tel que décrit

précédemment.
Nanodisaues MSP1E3D1 : POPC : MSP1 : POPC : MSP1D1AHS : POPC :
g IFITM3 IFITM3 IFITM3
Ratio . 1:35:0,1 e
molaire 1:60:03 1:35:0,15 1:25:05

Tableau 6 : Tableau indiquant selon quels ratios molaires la protéine d’assemblage MSP, les lipides

POPC et la protéine d’intérét IFITM3 ont été mélangés pour former les nanodisques

Les nanodisques pleins, contenant la protéine IFITM3, ont ensuite été séparés des
nanodisques vides, n’ayant pas incorporé la protéine, par chromatographie d’affinité sur
résine de nickel. Pour ce faire, le mélange contenant les nanodisques a été incubé, pendant 2h
sous agitation a 4 °C, avec de la résine de nickel Ni Sepharose 6Fast Flow, préalablement
équilibrée avec du tampon PBS pH 7,4. Ce mélange nanodisques-résine a ensuite été transféré
dans une colonne et la fraction du mélange non retenue par la résine a été éluée par gravite,
constituant le « Flow Through » (FT). La résine a ensuite été lavée une premiere fois avec du
tampon PBS pH 7,4 puis une seconde fois avec du tampon PBS pH 7,4 contenant 10 mM
d’imidazole. La protéine d’assemblage MSP n’étant pas pourvue d’une étiquette poly-
histidine, les nanodisques vides ne se sont pas liés a la résine et ont par conséquent été
retrouvés dans le « Flow Through » ainsi que dans les lavages. Les nanodisques pleins ont
guant a eux éeteé retenus par la résine grace a 1’étiquette poly-histidine d’IFITM3 et en ont été

¢lués avec du tampon PBS pH 7,4 contenant 300 mM d’imidazole.

Les nanodisques contenant IFITM3, élués de la résine de nickel, ont ensuite été
concentrés jusqu’a un volume de 500 pl, a I’aide d’une unité d’ultrafiltration Amicon Ultra
ayant un seuil de coupure de 30 kD. Les nanodisques ainsi concentrés ont été injectés sur une
colonne de chromatographie d’exclusion de taille Superdex 200 10/300 GL puis en ont été

élués dans du tampon PBS pH 7,4. Les fractions correspondant au profil d’élution des
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nanodisques ont été collectées puis concentrées a nouveau, tel que déecrit précédemment,

jusqu’au volume souhaité pour 1’analyse par RMN.

Lorsque I’¢tude des nanodisques par RMN devait étre effectuée a pH 4, les
nanodisques ont tout d’abord été concentrés jusqu’a un volume de 1 ml, puis ont été dilués
20x dans du tampon contenant 50 mM d’acétate de sodium et 25 mM de chlorure de
potassium a pH 4, avant d’étre reconcentrés jusqu’au volume souhaité pour leur analyse par
RMN.

6. Expériences de Résonance Magnetique Nucléaire

L’état de la protéine IFITM3 dans différentes conditions a tout d’abord été évalué par
RMN (Résonance Magnétique nucléaire) en solution lors d’expériences 2D de type HN-
HSQC. Ces expériences ont été enregistrées en utilisant un échantillon enrichi en isotope **N,
aux temperatures de 5, 10, 20, 30 et 40 °C sur des spectromeétres fonctionnant aux fréquences
de 700 et 850 MHz. Apres avoir défini la condition la plus favorable a 1I’étude d’IFITM3 par
RMN, des expériences a triple résonance telles que HNCO, HNCACO, CBCANH et
CBCACcoNH ont été conduites avec la protéine IFITM3 doublement marquée N, *C et
deutérée afin de procéder a I’attribution de sa chaine principale. D’autres expériences telles
que HcCH-Tocsy, HccoNH, hCCH-Tocsy et HCccoNH ont ensuite été réalisées avec un
échantillon de protéine IFITM3 doublement marquée N, *3C afin d’attribuer ses chaines
latérales. Les expériences destinées a attribuer la chaine principale ainsi que les chaines
latérales d’IFITM3 ont été enregistrées sur les spectrometres 850 et 950 MHz de la plateforme
RMN de I’'IBS. Enfin, le traitement et I’analyse des données de RMN ainsi obtenues ont été

faits a I’aide des logiciels TopSpin et ccpNmr Analysis respectivement.

1. Mise en évidence, par la méthode d’électrophysiologie TEVC, de la
formation de pores membranaires par la protéine IFITM3 en micelles
de Fos-Choline-12

La technique d’¢lectrophysiologie « Two-Electrode Voltage Clamp » (TEVC) a été
développée pour étudier les canaux ioniques exprimés dans de tres grandes cellules telles que

I’ovocyte de Xénope (~1 mm de diameétre). Deux électrodes sont impliquées dans cette
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technique : une est utilisée pour mesurer le voltage (maintenu a -50mV dans nos conditions
expérimentales) et I’autre permet d’injecter le courant nécessaire pour atteindre le voltage

désiré (figure 16).

Le TEVC permet de mesurer en temps réel le courant généré par le mouvement de
charges se produisant au travers de la membrane plasmique de I'ovocyte et généré soit par des
canaux ioniques, des pores ou des fuites ioniques dues a une déstabilisation de la bicouche

lipidique.

v

QOocyte >
X /‘\;Z lon channels

Figure 16 : Technique TEVC « Two-Electrode Voltage Clamp » sur un ovocyte de xénope exprimant

des canaux ionigues

7.1. Procédure expérimentale

Les électrodes utilisées sont en argent/chlorure d’argent et sont placées dans des
capillaires de borosilicate (Kimble Product Inc.), d’une résistance de 0.2-0.8 MQ, remplis

avec une solution de 3 M KCI.

Le groupe Channels a I’IBS posséde un robot automatisé pour 1’analyse TEVC appelé
« Robot HiClamp » (Multichannel Systems). Ce robot présente de nombreux avantages
puisqu’il permet le criblage d’un grand nombre de cellules dans un temps relativement rapide,
et que le volume de ligand requis est réduit (200 pL contre plus de 20 ml pour la version

manuelle).

Le robot possede un plateau mobile composé de 3 zones: 1 pour la plaque 96 puits
contenant les ovocytes; 1 pour la plaque 96 puits contenant les solutions testées; et 1
contenant une zone de flux continu pour le lavage des ovocytes avant mesure. Les ovocytes
sont transférés, a I’aide d’une pompe de succion, de la plaque a un panier avec fil d’argent
servant d’¢lectrode de référence. Le robot réalise automatique un empalement des ¢électrodes

dans I’ovocyte puis le potenticl de membrane est imposé a -50 mV (figure 17). Avant de
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tester les solutions de protéine, la cellule est placée dans la station de lavage, et est lavée par
le tampon "physiologique™ ND96, (91 Mm NaCl, 2mM KCI, 1.8 mM CaCl,, 1 mM
MgCl,.6H,0, 5mM HEPES, pH 7.4). Apreés cette étape, 1’ovocyte est incubé dans les puits

d'une plaque 96 puits contenant les solutions de ligands (figure 18).
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Figure 17 : Transport automatisé de 1’ovocyte de la plaque 96 puits dans laquelle il se trouve au
panier. 1. Ovocyte dans le puit sélectionné. 2. Descente du tube de succion dans le puit. 3. Aspiration
de I’ovocyte. 4. Déplacement du tube de succion vers le panier. 5. Positionnement du tube de succion

directement au-dessus du panier. 6. Emission de I’ovocyte par le tube de succion. 7. Ovocyte placé
dans le panier. 8. Déplacement du panier contenant 1’ovocyte et positionnement en-dessous des
électrodes TEVC. 9. Abaissement des électrodes et empalement de 1’ovocyte pour enregistrement.

(Figure issue du manuel HiClamp, Multichannel Systems)
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Figure 18 : Déplacement du panier contenant I’ovocyte empalé par les électrodes d’un puit a I’autre de

la plague contenant les solutions a tester (figure issue du manuel HiClamp, Multichannel Systems).
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1. Résumé des premiéres tentatives d’expression et de purification
A’ IFITM3

Le premier objectif a atteindre était de parvenir a mettre au point un protocole
permettant d’exprimer et de purifier la protéine IFITM3 sous une forme soluble et en quantité

suffisante pour pouvoir procéder a sa caractérisation biochimique et structurale.

J’ai tout d’abord commencé par exprimer IFITM3 avec un partenaire de fusion,
Muistic, dans la souche de bactéries E.coli BL21. Mistic est une protéine chaperonne qui a été
utilisée ici pour transporter IFITM3 aux membranes et y promouvoir son insertion (Roosild et
al., 2005). Cependant, une fois la protéine Mistic-IFITM3 exprimée et purifiée sous une
forme soluble en DDM, tous les moyens mis en ceuvre pour séparer complétement les deux
protéines 1’une de 1’autre, apres clivage de la protéine de fusion ont échoué. Seulement une
tres faible quantité de protéine IFITM3 pouvait étre séparée de Mistic par chromatographie
¢changeuse d’anions. 100 pl de protéine IFITM3 a une concentration de 12 mg/ml ont ainsi
été purifiés a partir de 12 L de culture cellulaire et des micro-cristaux ont tout de méme été
obtenus a deux reprises dans la méme condition (10 % PEG 1000 — 10 % PEG 8000) avec 2,5
mg/ml et 12 mg/ml de protéine IFITM3. L’un d’entre eux a diffracté les rayons X dans une
seule direction a une résolution de 16 angstrcems. En outre, les premieres expériences de
caractérisation biophysique d’TFITM3 en micelles de DDM par la méthode SEC-MALLS, par
électrophorese en gels natifs ainsi que par microscopie électronique a coloration négative, ont
révélé que la protéine y demeurait sous la forme d’un mélange d’oligoméres pouvant étre
défavorable a sa cristallisation. Plusieurs de ces formes oligomériques ont été isolées par
chromatographie échangeuse d’ions et élution en gradient de force ionique mais en quantités
trop faibles pour procéder a leur caractérisation. En conclusion, en raison de la difficulté a
purifier des quantités décentes de protéine IFITM3 de cette facon, d’autres approches visant a
purifier IFITM3 en plus grande quantité ont alors été tentées. IFITM3 a notamment été
exprimée seule (sans son partenaire de fusion Mistic) en cellules E.Coli souche CA41,
cependant les quelques détergents testés ne sont pas parvenus a 1’extraire efficacement des

membranes.

J’ai alors changé de systeme d’expression et ai exprimé la protéine IFITM3 en cellules
d’insecte « spodoptera frugiperda » (SF21), au sein desquelles certaines modifications post-
traductionnelles peuvent avoir lieues, telles que la palmitoylation des cystéines (Frohlich et

al., 2014). IFITM3 y a été exprimée avec et sans signal de sécrétion de la mélittine d’abeille,
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ce signal est habituellement ajouté aux protéines recombinantes pour faciliter leur
translocation dans le RE et dans le cas des protéines membranaires, pour favoriser leur
intégration dans les membranes. Cependant, avec ou sans signal de secrétion, la protéine y a
été tres faiblement exprimée. En outre, lors de sa premiére étape de purification par
chromatographie d’affinité sur résine de nickel, IFITM3 en micelles de DDM a été éluée de la
résine avec seulement 10 mM d’imidazole, ce qui d’une part n’était pas un bon présage quant
a son repliement et ce qui d’autre part n’a pas permis de la séparer des contaminants. Pour ces

raisons, cette approche a par conséquent été rapidement abandonnée.

Un dernier systéme d’expression a alors été testé, il s’agit de I’expression d’IFITM3 in
vitro, en systéme dit « cell-free » dans lequel les protéines recombinantes sont produites en
solution, en dehors de cellules vivantes, en utilisant la machinerie de transcription et de
traduction biomoléculaire extraite de cellules. Les trois mémes problemes majeurs ont une
nouvelle fois été rencontrés a savoir, un rendement d’expression jugé trop faible pour 1’étude
structurale de la protéine, la présence de nombreux contaminants dont il est difficile de se
séparer et I’obtention d’un mélange d’oligoméres d’IFITM3 en micelles de DDM, objectivé
par un pic d’élution trés large a 1’issue de la purification de la protéine par chromatographie

d’exclusion de taille.

En conclusion, parmi ces trois systémes d’expression, c’est en bactéries que les
meilleurs rendements d’expression ont été obtenus. D’autre part, bien que le DDM soit un
détergent largement plébiscité pour la cristallisation des protéines membranaires possédant
des hélices alpha (Parker et Newstead, 2016), celui-ci ne semble pas convenir a 1’étude
d’IFITM3 et promeut la formation de gros assemblages d’IFITM3. C’est pourquoi, j’ai décidé
de revenir a I’expression d’IFITM3 en souche de bactéries E.coli C41 et de faire appel a la
plateforme de criblage de détergents de I’IBS afin de trouver un détergent permettant de

solubiliser IFITM3 des membranes et de la purifier sous une seule forme oligomérique.

2. Résultats du criblage de détergents pour la solubilisation et la
purification A’ IFITM3

Parmi les 24 détergents ou combinaisons de détergents testes, six (Cymal-5, Fos-
Choline-12, LAPAO, NLS, C8E4/C12E9 et T3DM) ont permis de solubiliser et de purifier la

protéine IFITM3, exprimée a la membrane de cellules E.Coli souche C41, en plus grandes
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quantités, tel qu’observé, sur le gel SDS-PAGE, par 1’épaisseur des bandes correspondant a
IFITM3 dans ces détergents (figure 19). Comparé aux quatre autres détergents ou
combinaisons de détergents, moins de contaminants ont été observes suite a la solubilisation
et a la purification d’IFITM3 en NLS et en T3DM. Cependant, le NLS est un détergent
anionique dénaturant les protéines, celui-ci n’a donc pas été choisi. LeT3DM et les détergents
C8E4/C12E9 n’étant, quant a eux, pas disponibles au laboratoire, ce sont finalement le
Cymal-5, la Fos-Choline-12 et le LAPAO qui ont été choisis puis testés afin de déterminer si
I’un d’entre eux pourrait permettre de purifier la protéine IFITM3 en grande quantité et sous

une seule forme oligomérique.
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1 CHAPS 7 B-OG 13 LAPAO 19 C12E9

2 Cymal-2 8 Echange 14 NLS 20 T3DM

3 Cymal-3 9 DDM 15 TX100 21 T4DM

N-Dodecyl-B-D-

4 Cymal-4 10 DM 16 MNG3 22 Thiomaltopyranoside

5 Cymal-5 11 UDM 17 Echange 23 OGNG

6 Fos—ClhzoIme- 12 LDAO 18 C12E8 24 N-Nonyl-B-D-Gluopyranoside

Figure 19 : Gel SDS-PAGE montrant le résultat de la solubilisation et de la purification d’TFITM3
avec chacun des 24 détergents ou combinaisons de détergents testés listés dans le tableau ci-dessus
(le criblage de détergents et le gel SDS-PAGE ont été réalisés par la plateforme RoBioMol de I’IBS)
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3. Test de solubilisation et de purification d’IFITM3 en Cymal-5, Fos-
Choline-12 et LAPAO

Apres que la protéine IFITM3, exprimée & la membrane de cellules E.coli C41, en ait
¢été extraite par 1’un de détergents suivants : le Cymal-5, la Fos-Choline-12 ou le LAPAO ;
celle-ci a été purifiée par chromatographie d’affinité sur résine de nickel en présence du
détergent ayant servi a la solubiliser. Le résultat de la solubilisation d’IFITM3 ainsi que ceux
des différentes étapes de sa purification sur résine de nickel ont ensuite été analysés sur gel
SDS-PAGE (figure 20). Si I’on compare, pour chaque détergent testé, 1’épaisseur de la bande
correspondant a IFITM3 avant (FI, Fraction Insoluble = membranes bactériennes contenant
IFITM3) et aprés sa solubilisation (FS, Fraction Soluble = IFITM3 en micelles de détergent),
le rendement d’extraction obtenu avec chaque détergent testé apparait comme étant tres
satisfaisant. Bien que le rendement de solubilisation obtenu avec la Fos-Choline-12 semble
étre légerement supérieur a ceux obtenus avec les deux autres détergents, il est difficile de les
départager sur ce point. Concernant la purification d’IFITM3 sur résine de nickel, si I’on en
juge par la quantité de protéine IFITM3 visible dans le FT (« Flow Through ») sur le gel SDS-
PAGE, une quantité non négligeable ne s’est pas liée a la résine et ce, indépendamment du
détergent choisi. Quant au résultat de 1’élution de la résine de nickel, il ne semble pas non plus
varier drastiquement d’un détergent a 1’autre. Seule une bande, située entre 10 et 15 kD sur le
gel SDS-PAGE, apparait de fagcon plus marquée dans 1’élution obtenue avec la Fos-Choline-

12 (figure 20). 1l pourrait s’agir soit, d’un contaminant soit, d’une dégradation d’IFITM3.

Fos-Choline-12 Cymal-5 LAPAO
A A A

[ \f \ [ \
FI FSFTL E FI FSFT L E FIFS FTL E

- — [FITM3

Figure 20 : Gel SDS-PAGE des étapes de purification d’TFITM3 par chromatographie d’affinité sur
résine de nickel en Fos-Choline-12, Cymal-5 et LAPAO
(F1 = Fraction Insoluble, membranes contenant IFITM3 ; FS = Fraction Soluble, IFITM3 en micelles

de détergent ; FT = « Flow Through », fraction non retenue sur la résine ; L = Lavage ; E = Elution)
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La protéine IFITM3 éluée de la résine de nickel a ensuite fait 1’objet d’une étape de
purification par chromatographie d’exclusion de taille. Pour chaque détergent testé, un
échantillon de 1’élution d’TFITM3 a été injecté sur une colonne Superdex 200 5/150 GL. Sur
le profil d’¢lution obtenu en Cymal-5, le pic correspondant a IFITM3 est relativement large et
présente un épaulement (figure 21A). La largeur du pic pouvant refléter la présence de
plusieurs formes oligomériques d’TIFITM3 en micelles de Cymal-5, ce détergent n’a pas été
jugé satisfaisant. Ensuite, sur le profil d’élution obtenu en LAPAO, IFITM3 est représentee
par deux pics non résolus (figure 21B). Il pourrait s’agir de deux espéces oligomériques
différentes de la protéine voire plus. Le LAPAO n’ayant pas permis d’isoler une seule forme
oligomerique de la protéine, celui-ci n’a pas non plus été retenu. Enfin, sur le profil d’élution
obtenu en Fos-Choline-12, le pic correspondant a IFITM3 est plus étroit et bien qu’il présente
un épaulement de part et d’autre (figure 21C), ce pic pourrait correspondre a une seule forme
oligomérique d’IFITM3. Le restant de 1’élution obtenue en Fos-Choline-12 a alors été
concentrée jusqu’a un volume de 500 pl puis injecté sur une colonne Superdex 200 10/300
GL. Le profil d’élution ainsi obtenu concorde avec celui généré suite au passage de
I’échantillon sur la colonne Superdex 200 5/150 GL utilisée a des fins analytiques (figure 21
et 22). Ici, le profil d’élution montre un pic principal éluant a 13,2 ml associé a sa gauche a un
autre pic plus petit éluant a 11,3 ml qui pourrait correspondre a une autre forme oligomérique
d’TFITM3 (figure 22). Afin de Vérifier cette hypothése, IFITM3 a été solubilisée et purifiée
en micelles de Fos-Choline-12 a plus grande échelle, puis a fait I’objet de plusieurs
expériences de caractérisation biochimique destinées a définir 1’état oligomérique ainsi que le

repliement qu’elle adopte dans ce détergent.
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Figure 21 : Chromatogrammes obtenus apres injection de 50 pl de protéine IFITM3, purifiée par
chromatographie d’affinité sur résine de nickel, sur une colonne de chromatographie d’exclusion de
taille Superdex 200 5/150 GL dans du tampon 50 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl, 1 mM -
mercaptoéthanol contenant 1’un des détergents suivants : (A) 4,4 mM de Cymal-5, (B) 3,5 mM de
LAPAO ou (C) 3,5 mM de Fos-Choline-12
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Figure 22 : Chromatogramme obtenus aprés injection de 500 pl de protéine IFITM3, purifiée par
chromatographie d’affinité sur résine de nickel, sur une colonne de chromatographie d’exclusion de
taille Superdex 200 10/300 GL dans du tampon 50 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl, 1 mM B-
mercaptoéthanol et 3,5 MM de Fos-Choline-12

4.  Solubilisation et purification d’IFITM3 en Fos-Choline-12 (a plus

grande échelle)

La protéine IFITM3 a ensuite été solubilisée et purifiée en micelles de Fos-Choline-
12, a partir du culot membranaire provenant d’un litre de culture cellulaire ayant exprimé la
protéine et ce, en suivant le protocole décrit dans le matériel et méthodes. A I’issue de la
purification d’IFITM3 par chromatographie d’affinité sur résine de nickel, quatre injections
de 500 pl de la fraction d’élution la plus concentrée en protéine ont été effectuées sur une
colonne de chromatographie d’exclusion de taille Superdex 200 Increase 10/300 GL. Le profil
d’élution montre que chaque injection de protéine a engendré 1’apparition de 2 pics (figure
23). L’un éluant a 10,5 ml et Iautre a 13,5 ml. Toutes les fractions correspondant au 2™ pic
(13,5 ml) ont alors été concentrées jusqu’a un volume de 500 pl avant d’étre réinjectées sur la
colonnne. Le méme pic est alors réapparu sur le profil d’élution (figure 24). Ce pic
correspond a celui obtenu directement a partir d’une concentration inférieure en protéine
(figure 22). Ceci suggére qu’une concentration en protéine plus importante, obtenue a I’issue
de la purification par chromatographie d’affinité sur résine de nickel, pourrait promouvoir la

formation d’une espéce oligomérique supérieure visualisée sur le profil d’élution soit, par un
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épaulement (figure 22) situé a gauche du pic, soit par I’apparition d’un second pic éluant plus
tot et distinct du premier (figure 23).
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Figure 23 : Chromatogramme résultant de 4 injections de 500 pul de protéine IFITM3, purifiée par
chromatographie d’affinité sur résine de nickel, sur une colonne de chromatographie d’exclusion de
taille Superdex 200 Increase 10/300 GL dans du tampon PBS pH 7,4 ; 1 mM B-mercaptoéthanol et 3,5
mM de Fos-Choline-12
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Figure 24 : Chromatogramme obtenu apreés ré-injection de 500 ul de protéine IFITM3, concentrée a
partir des fractions correspondant aux 2™ pics d’élution apparus sur le chromatogramme précédent,
sur une colonne de chromatographie d’exclusion de taille Superdex 200 Increase 10/300 GL dans du

tampon PBS pH 7,4 ; 1 mM B-mercaptoéthanol et 3,5 mM Fos-Choline-12
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5. Caractérisation biochimique et biophysique d’IFITM3

5.1. Détermination de I’état oligomérique d’IFITM3 par SEC-MALLS

La méthode SEC-MALLS (« Size Exclusion Chromatography-Multi-Angle Laser
Light Scattering ») a été utilisée afin de déterminer le poids moléculaire et par conséquent,
I’état oligomérique adopté par IFITM3 a I’issue de sa purification par chromatographie
d’exclusion de taille en micelles de Fos-Choline-12 (figure 24). Les masses moléculaires qui
ont été calculées par le programme ASTRA sont de 51,63 kD pour le couple protéine-
détergent, de 31,48 kD pour les micelles de Fos-Choline-12 associées a IFITM3 et de 20,15
kD pour IFITM3 (figure 25). La masse moléculaire obtenue pour IFITM3 éluant a 13,5 ml est
donc légerement supérieure a sa masse moléculaire théorique qui est de 17,8 kD. Néanmoins,
cette expérience a permis de conclure qu’IFITM3 était bien présente sous sa forme
monomeérique en micelles de Fos-Choline-12. En outre, la valeur du rapport Mw/Mn (ou
index de polydispersité) obtenu pour IFITM3, soit 1,004, indique que la distribution du poids

moléculaire d’IFITM3 au sein de 1’échantillon est plutdt monodisperse.
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Figure 25 : Chromatogramme SEC-MALLS de la protéine IFITM3 (10 mg/ml) en micelles de Fos-
Choline-12 éluant a 13,5 ml sur lequel sont rapportées les valeurs du ratio Rayleigh et des masses
moléculaires calculées pour IFITM3, les micelles de FC-12 qui lui sont associées et le couple protéine-
détergent (apparaissant respectivement en pointillés verts, mauves et rouges sur le chromatogramme)

en fonction du volume d’élution
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5.2. Détermination de I’état oligomérique d’IFITM3 par pontage chimique

Deux agents de pontage chimique, I’EGS et le glutaraldehyde, ont été utilisés afin de
mettre en évidence 1’oligomérisation d’IFITM3 en Fos-Choline-12, tel qu’observé, par la
présence d’un second pic, sur le profil d’élution de la protéine obtenu par chromatographie
d’exclusion de taille (figure 23), et identifier quelle(s) espéce(s) oligomérique(s) est/sont

formée(s).

A 0 05 1mMEGS
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15—
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Figure 26 : Gels SDS-PAGE montrant le résultat de I’expérience de pontage chimique menée en
présence d’un échantillon de la protéine IFITM3 en micelles de Fos-Choline-12 et de différentes
concentrations (0 ; 0,5 ; 1 mM) d’EGS (A) ou de glutaraldehyde (B)

L ajout d’EGS et de glutaraldehyde a I’échantillon de protéine IFITM3 ont tous deux
entrainé 1’apparition, sur les gels SDS-PAGE correspondant, d’une bande ayant un poids

moléculaire pouvant correspondre a celui d’un dimére formé par IFITM3, soit environ 36 kD
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(figure 26A et B). L’ajout d’EGS a également entrainé 1’apparition sur le gel d’autres bandes
beaucoup moins intenses de plus haut poids moléculaire, situées entre les marqueurs de poids
moléculaire 55 et 70 kD (figure 26A). Ces bandes pourraient correspondre a la formation
d’un trimére voire d’un tétramere d’IFITM3. La différence de longueur entre les molécules
d’EGS et de glutaraldehyde (16,1 versus 5 angstreems) pourrait expliquer pourquoi ces bandes
de plus haut poids moléculaire ne sont pas apparues en présence de glutaraldehyde. Cette
formation de multiméres pourrait aussi étre engendrée par une concentration plus importante
en protéine, I’échantillon d’IFITM3 ayant servi a réaliser I’expérience de pontage chimique en
présence d’EGS semblant plus concentré sur le gel SDS-PAGE que celui ayant servi a réaliser
I’expérience en présence de glutaraldehyde (figure 26A et B). Néanmoins, la méme
conclusion peut étre tirée avec les deux agents de pontages chimiques, la protéine IFITM3

pourrait former un dimeére en micelles de Fos-Choline-12.

La méme expérience de pontage chimique a ensuite été menée sur un échantillon de
membranes bactériennes (provenant de cellules E.coli souche C41) au sein desquelles IFITM3
a été exprimée. Différentes concentrations d’EGS leur ont été appliquées (0 ; 0,5 et 1 mM) en
suivant le méme protocole que celui utilisé pour la protéine en micelles de détergent, puis le
résultat du pontage chimique a été visualisé en détectant par « western blot » la présence de la
protéine IFITM3 avec un anticorps anti-IFITM3 (figure 27). Sur la membrane de transfert
sont apparues, en plus de la bande correspondant au monomére d’IFITM3, deux autres
bandes. La premiere, majoritaire, située entre 35 et 40 kD, pourrait correspondre a la forme
dimérique d’IFITM3 tandis que la deuxiéme, située légérement au-dessus de 55 kD, pourrait
correspondre a sa forme trimérique (figure 27). Ces résultats concordent avec ceux obtenus
pour IFITM3 en micelles de Fos-Choline-12 écartant une éventuelle influence du détergent

sur I’état oligomérique adopté par IFITM3 en solution.
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Figure 27 : « Western blot », réalisé avec un anticorps anti-IFITM3, montrant le résultat de
I’expérience de pontage chimique menée en présence d’un échantillon de membrane bactériennes

contenant IFITM3 et de différentes concentrations (0 ; 0,5 ; 1 mM) d’EGS

hY

5.3. Observation par microscopie électronique a coloration négative de la

protéine IFITMS3 fortement concentrée en micelles de Fos-choline-12

Un échantillon de protéine IFITM3, solubilisée en micelles de Fos-Choline-12 et
identifiée comme s’y trouvant au départ sous une forme monomérique, a été concentré
jusqu’a 15 mg/ml puis observé par microscopie €lectronique a coloration négative avant de
faire I’objet de tests de cristallisation. Les images acquises a partir de cet échantillon y ont
montré la présence de particules sphériques de taille relativement homogene et largement
supérieure a celle d’'un monomeére ou d’un dimére d’IFITM3 (figure 28). Cette observation
indique qu’a trés haute concentration, les protéines IFITM3 peuvent s’associer entre elles et

former de plus grands assemblages.

Figure 28 : Image de microscopie électronique a coloration négative d’un échantillon de protéine

IFITM3 concentrée a 15 mg/ml en micelles de Fos-Choline-12
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5.4. Analyse par dichroisme circulaire de la structure secondaire adoptée par
IFITM3 en micelles de Fos-Choline-12

Les résultats de I’expérience de dichroisme circulaire menée avec la protéine IFITM3
a9 uM (0,16 mg/ml) dans du tampon 20 mM NaP, 150 mM NaF et 3,5 mM Fos-Choline-12
ainsi que d’autres informations (concentration et nombre d’acides aminés de la protéine,
épaisseur de la cuvette utilisée) ont été utilisés par le serveur web « Capito — CD Analysis &
Plotting Tool » pour établir le spectre de dichroisme circulaire d’TFITM3 en micelles de Fos-
Choline-12. Ce spectre représente 1’évolution de la valeur d’ellipticité moyenne par résidu (0
en 10° deg cm? dmol™) en fonction de la longueur d’onde (en nm) (figure 29). Les hélices
alpha montrent un spectre de dichroisme circulaire particulier présentant deux minima soit a
208 et 222 nm alors que les structures en feuillets béta montrent un seul minimum a 215 nm.
Les structures désordonnées (ou pelotes aléatoires) montrent quant a elles un minimum
d'absorption a 205 nm. Ici, le spectre obtenu pour IFITM3 en micelles de Fos-Choline-12
montre un premier minimum d’absorption a 208 nm ainsi qu’un deuxiéme, moins bien défini,
vers 218 nm (figure 29). L’analyse de ce spectre par le serveur a indiqué qu’il pourrait
correspondre a celui d’une protéine adoptant une Structure secondaire constituée a 35 %
d’hélices alpha, a 16 % de feuillets béta et a 46 % de structures désordonnées (pelotes
aléatoires).

15
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Figure 29 : Spectre de dichroisme circulaire obtenu pour la protéine IFITM3 (9 uM) dans du tampon
20 mM NaP, 150 mM NaF et 3,5 mM Fos-Choline-12
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5.5. Etude de la dénaturation thermique d’TFITM3 en micelles de Fos-Choline-
12

La courbe de dénaturation thermique d’une protéine repliée adopte généralement une
allure sigmoidale et le point d’inflexion de cette courbe correspond a la température a laquelle
la protéine perd sa structure secondaire et est dénaturée, appelée température de fusion (Tm,
« Melting Temperature »). Le Tm renseigne donc sur la stabilité de la protéine. La courbe de
dénaturation thermique de la protéine IFITM3 en micelles de Fos-Choline-12 a été établie en
suivant le ratio de I’intensité de la fluorescence F émise par les deux tryptophanes d’IFITM3 a
350 et a 330 nm (F350/F330) en fonction de ’augmentation de la température. Cependant, la
courbe de dénaturation ainsi obtenue n’adopte pas une allure sigmoidale et aucune transition
entre un état replié et dénaturé de la protéine ne peut en étre déduite (figure 30). Ce résultat
peut peut-étre s’expliquer par le fait qu’IFITM3 est en majeure partie non structurée, puisque
seuls 30 a 35 % de sa séquence adopteraient une conformation hélicoidale. En outre, la
séquence en acides aminés d’IFITM3 ne comporte que deux tryptophanes et il reste a
déterminer si ces résidus font partie ou non des régions hélicoidales de la protéine car si ce
n’est pas le cas et qu’ils appartiennent aux régions désordonnées de la protéine, il est évident
qu’aucune transition entre un état replié et non replié¢ de la protéine ne peut étre détecté en
suivant la fluorescence du tryptophane. Ce résultat peut aussi signifier que la protéine est mal
repliée ou agrégée mais cette derniére hypothese concernant une éventuelle agrégation
d’IFITM3 ne concorde pas avec les résultats de son analyse par SEC-MALLS, par pontage
chimique ainsi que par dichroisme circulaire. Il est néanmoins probable que la structure

d’TFITM3 puisse étre affectée par la présence de la Fos-Choline-12.
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Figure 30 : Courbe de dénaturation thermique d’IFITM3 (1 mg/ml) en micelles de Fos-Choline-12
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6.  Essais de cristallisation d’IFITM3 par diffusion de vapeur et en phase

cubique de lipides

La cristallisation de la protéine IFITM3 en micelles de Fos-Choline-12 concentrée a
13 mg/ml a tout d’abord été testée, par la plateforme HTX de ’EMBL (Grenoble, France),
dans 576 conditions de cristallisation dites « standards » réparties en 6 plaques de 96 puits :
Classics Suite (Qiagen/Nextal), JCSG+ (Molecular Dimensions), PACT premier (Molecular
Dimensions), PEGs-I (Qiagen/Nextal), Salt Grid (Hamptom Research — faite par HTX) et
Wizard 1 et 1l (Rigaku Reagents). Des micro-cristaux ont commence a se former apres 10
jours dans la condition suivante : 50 mM chlorure de césium, 100 mM MES pH 6,5 et 30 %
(v/v) de Jeffamine M-600 (plaque JCSG) (figure 31). Cependant, la péche de ces micro-
cristaux a entrainé leur destruction et ils n’ont pu étre reproduits a la main dans la méme

condition de cristallisation ainsi que dans des conditions s’en approchant.

Figure 31 : Photographie des micro-cristaux obtenus avec 13 mg/ml de protéine IFITM3 apres 35
jours dans la condition suivante : 50 mM chlorure de césium, 100 mM MES pH 6,5 et 30 % (v/v) de
Jeffamine M-600

La cristallisation d’IFITM3 en phase cubique de lipides a alors été testée. Pour ce
faire, 40 % (poids/poids) de la solution de protéine IFITM3 en micelles de Fos-Choline-12
concentrée a 20 mg/ml ont été mélanges avec 60 % (poids/poids) de monooléine a 1’aide
d’une seringue, ceci afin d’insérer IFITM3 dans la phase cubique. 480 conditions de
cristallisation réparties en 5 plaques de 96 puits ont ensuite été testées par la plateforme HTX
avec la protéine IFITM3 ainsi placée en phase cubique de lipides. Les plaques utilisées sont
les suivantes : Cubic phase | et Il (Qiagen/Nextal), MemGold, MemMeso et MemStrat &

MemSys (Molecular Dimensions). Des micro-cristaux sont apparus apres 21 jours dans la
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condition suivante : 100 mM chlorure de sodium, 100 mM MES pH 6, 30 % PEG 400 (v/v) et
100 mM de chlorure de magnésium hexahydraté (plaqgue MemMeso) (figure 32). Cependant,
ceux-ci n’ont généré aucune diffraction des rayons X caractéristique de cristaux de protéine

ou de sel.

Figure 32 : Photographie des micro-cristaux obtenus avec 20 mg/ml de protéine IFITM3 en phase
cubique de lipides aprés 21 jours dans la condition suivante : 100 mM chlorure de sodium, 100 mM
MES pH 6, 30 % PEG 400 (v/v) et 100 mM de chlorure de magnésium hexahydraté

7. Reconstitution de la protéine IFITM3 en liposomes

Des liposomes, d’un diamétre de 0,4 um, composés a 80 % de lipides POPC et a 20 %
de lipides POPS ont tout d’abord été formés. Leur taille et leur homogénéité ont ensuite eté
vérifiées par DLS (« Dynamic Light Scattering ») ainsi que par microscopie électronique a

coloration négative.

Afin de déterminer la concentration en Triton X-100 nécessaire pour déstabiliser la
membrane de ces liposomes et ainsi y favoriser I’insertion d’IFITM3, une courbe de titration
d’un échantillon de ces liposomes (& 1 mg/ml) a été établie en reportant sur un graphique les
valeurs d’absorbance de 1’échantillon mesurée & 550 nm obtenues au départ puis aprés chaque
nouvel ajout d’1 mM de Triton X-100 et ce, jusqu’a atteindre la valeur de O correspondant a la
solubilisation complete des liposomes/lipides par le detergent (figure 33). La courbe de
titration ainsi obtenue montre que la valeur d’absorbance a 550 nm des liposomes commence
a diminuer suite a 1’ajout d’1 mM de Triton-X100, signifiant que les liposomes sont saturés

par le détergent et que leur intégrité commence a étre touchée (figure 34). Cette concentration
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en Triton-X100, a savoir 1 mM pour 1mg/ml de liposomes a, par conséquent, été choisie pour

tenter la reconstitution d’IFITM3 dans ces liposomes.
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Figure 33 : Courbe de titration d’1 mg/ml de liposomes, composés a 80 % de lipides POPC et a 20 %
de lipides POPS, avec différentes concentrations de Triton X-100, obtenue en reportant sur le
graphique les valeurs d’absorbance des liposomes mesurées a 550 nm en fonction de la concentration
de Triton X-100 qui leur a été ajoutée

Pour ce faire, les liposomes et IFITM3 en micelles de Fos-Choline-12 ont été
mélanges selon différents ratios massiques IFITM3: liposomes (1: 10 et 1: 2) puis la
quantité appropriée de Triton-X100 leur a été ajoutée. Les détergents ont ensuite été retirés du
mélange suite a plusieurs ajouts de billes de polystyréne adsorbantes (Bio-Beads SM-2) afin
qu’IFITM3, démunie de son détergent, puisse trouver refuge dans la membrane des liposomes
et que les liposomes puissent retrouver leur intégrité en incorporant IFITM3. L’insertion
d’IFITM3 dans la membrane des liposomes, ou tout du moins son association aux liposomes,

a ensuite été vérifiée par un test de flottation réalisé avec un gradient de sucrose.

Sur le gel SDS-PAGE des différentes couches du gradient réalisé pour chaque ratio
IFITM3 : liposomes testé, la présence d’IFITM3 dans les couches contenant de 10 a 30 % de
sucrose indique que la protéine s’est associée aux liposomes, puisqu’en 1’absence de
liposomes (contrdle négatif), IFITM3 reste au fond du gradient de sucrose, dans la couche
contenant 40 % de sucrose et diffuse vers celle en contenant 30 % (figure 34A et B). De plus,
plus la quantité de protéine ajoutée aux liposomes augmente et plus la position d’IFITM3
dans le gradient décroit, passant de la couche contenant 10 % de sucrose a celles en contenant
20 a 30 % (figure 34A et B). Ceci signifie qu’une plus grande quantité de protéine s’associe

aux liposomes, augmentant par conséquent leur masse et diminuant leur niveau de flottation.
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Figure 34 : Gel SDS-PAGE des différentes couches du gradient de sucrose (contenant 0, 10, 20 et 30
% de sucrose) montrant le résultat du test de flottation réalisé avec IFITM3 en Fos-Choline-12 et en
protéoliposomes au ratio d’1 IFITM3 : 10 liposomes (A) et d’1 IFITM3 : 2 liposomes (B)

7.1. Protéolyse limitée des protéoliposomes

Cependant, bien que ces arguments soient en faveur de la reconstitution d’IFITM3
dans ces liposomes, ce test de flottation ne permet pas d’exclure la possibilité que la protéine
se soit simplement associée a la membrane des liposomes au lieu de s’y insérer tel que
souhaité. Afin d’infirmer cette hypothése, ces proteoliposomes ont été incubés avec de la
trypsine (au ratio massique d’1 trypsine : 200 IFITM3) pendant 5, 15 et 60 min afin de mettre
en évidence sur gel SDS-PAGE d’éventuels fragments d’IFITM3 protégés de la protéolyse
puisqu’insérés dans la membrane des liposomes. Sur le gel SDS-PAGE correspondant, trois

brandes correspondant a 3 fragments résultant de la digestion d’IFITM3 apparaissent apres 5
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min d’incubation puis gagnent de plus en plus en intensité entre 15 et 60 min d’incubation
(figure 35). La méme expérience a été menée avec IFITM3 en micelles de Fos-Choline-12
(contrdle), cependant deux des trois bandes résistantes a la protéolyse n’y apparaissent pas
tandis que l’intensité de la troisieme décroit en fonction du temps d’incubation indiquant
qu’elle est sensible a la digestion (figure 35). Ces résultats vont donc plut6t dans le sens
d’une insertion d’IFITM3 au sein de la membrane des liposomes, la protégeant en partie de la

protéolyse, plutot que d’une simple association aux liposomes.

Protéoliposomes IFITM3en FC-12
A A
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IFITM3 — |

Figure 35 : Gel SDS-PAGE montrant le résultat de la protéolyse limitée d’IFITM3 en protéoliposomes
(& gauche) et en micelles de Fos-Choline-12 (a droite) apres 5, 15 et 60 min d’incubation avec de la

trypsine ajoutée au ratio massique d’1 trypsine : 200 IFITM3

Afin d’identifier a quels fragments d’IFITM3 ces bandes correspondent, les sites de
clivage de la trypsine au sein de la séquence d’IFITM3 ont tout d’abord été identifiés puis la
taille théorique des fragments générés par chaque site de clivage a ensuite été comparée a
celle des bandes apparues sur le gel SDS-PAGE. La trypsine est une protéase a sérine
hydrolysant les liaisons peptidiques situées du c6té C-terminal d’un résidu lysine (K) ou
arginine (R). Le pourcentage de clivage associé a chaque site a été renseigné par le serveur
web PeptideCutter (EXPASYy) (figure 36B). Les bandes numérotées 1 et 2 correspondraient a
des fragments d’IFITM3 portant toujours a leur extrémité N-terminale 1’étiquette 6 histidines
(détectée par « western blot ») (figure 36A) et ayant été générés suite au clivage de la
protéine au niveau des résidus K110, R112, R114, ou K115, ces sites de clivage produisant
des fragments d’une taille théorique de 12,4 ; 12,6 ; 12,9 et 13 kDa respectivement (figure
36B). La bande numéro 3 pourrait quant a elle correspondre a un fragment d’IFITM3
dépourvu de son étiquette 6 histidines N-terminale (puisque non détectée par « western blot »)
(figure 36A) et généré suite au clivage de la protéine au niveau de son résidu K51 (taille
théorique du fragment généré : 11,8 kDa) (figure 36B). En outre, IFITM3 semble ne pas avoir
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¢été clivée au niveau des résidus R76 et K131, puisqu’aucune bande ne pouvant correspondre a
la taille théorique des fragments d’IFITM3 générés par ces clivages, soit 9,2 et 14,6 kDa, n’a
été observée sur le gel SDS-PAGE (figure 36A et B). Ces deux résidus, R76 et K131,
pourraient donc se situer dans des régions d’IFITM3 protégées de la protéolyse soit, parce
qu’insérées dans la membrane des liposomes soit, parce que trop proches de la membrane
pour étre atteintes par la trypsine. Tandis que les résidus K51, K110, R112, R114 et K115

feraient partie des régions extramembranaires d’I[FITM3.
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Tryps_{100%)

Figure 36 : A. Gel SDS-PAGE montrant le résultat de la protéolyse limitée d’IFITM3 renconstituée en
liposomes aprés 60 min d’incubation avec de la trypsine B. Identification des sites de clivage de la
tryspine au sein de la séquence en acides aminés d’IFITM3. Les résidus surmontés d’un trait vertical
rouge correspondraient aux sites de clivage accessibles puisque la taille théorique des fragments
générés par ces clivages pourrait correspondre a celle des bandes observées sur le gel SDS-PAGE et
numérotées 1 a 3. Tandis que les résidus surmontés d’un trait vert correspondraient aux sites de
clivages protégés par la membrane des liposomes puisque la taille théorique des fragments générés par

ces clivages ne correspond pas a celle des bandes observées sur le gel SDS-PAGE.
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7.2. Détermination de I’état oligomérique d’IFITM3 en protéoliposomes par

pontage chimique

L’incubation des protéolipoposomes avec 5 et 10 mM d’EGS a également engendré
’apparition, sur le gel SDS-PAGE correspondant, d’une bande affichant un poids moléculaire
pouvant correspondre a celui d’un dimére d’IFITM3 (figure 37). IFITM3 pourrait donc
former un dimeére aussi bien en micelles de Fos-Choline-12 qu’en protéoliposomes. En outre,
la méme expérience, menée cette fois avec 0,5; 1; 5 et 10 mM de glutaraldehyde ou d’EGS,
et dont le résultat a été révélé par « western blot » avec un anticorps dirigé contre IFITM3, a
mis en évidence 1’apparition de plusiecurs formes oligomériques potentielles d’IFITM3
(dimere, trimere, tétramére voire plus) notamment avec des concentrations plus importantes

de glutaraldehyde (figure 38).

«— Dimeére ?

«— IFITM3 (monom¢re)

“‘ . « Lipides

Figure 37 : Gel SDS-PAGE montrant le résultat du pontage chimique obtenu suite a I’incubation
d’IFITM3 en protéoliposomes avec différentes concentrations d’EGS (0, 1 et 5 mM)
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Figure 38 : « Western blot », réalisé avec un anticorps dirigé contre IFITM3, montrant le résultat du
pontage chimique d’IFITM3 en protéoliposomes avec différentes concentrations d’EGS ou de

glutaraldehyde (0; 0,5;1;5et 10 mM)

7.3. Observation des protéoliposomes par microscopie électronique a coloration

négative

Ces protéoliposomes ont également été observés par microscopie électronique a
coloration négative afin d’observer un éventuel effet d’IFITM3 sur la membrane des

liposomes.

Certaines images ont montré des liposomes adoptant une forme quasiment
rectangulaire regroupés autour d’un « matériel » supposé étre constitué de protéines IFITM3
(figures 39 et 40). Ce « matériel » n’est présent que sur une seule face des liposomes et
semble promouvoir leur assemblage. Ce matériel ainsi que des liposomes dont la courbure de
la membrane peut aller jusqu’a former un angle droit n’ont pas été visualisés sur les images
des liposomes auxquels IFITM3 n’a pas été ajoutée. Néanmoins, méme en 1’absence

d’TFITM3, ces liposomes ont montré une forte tendance a coalescer.
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Figure 39 : Image de microscopie électronique a coloration négative de protéoliposomes formés selon
le ratio massique suivant, 1 IFITM3 : 10 liposomes. Les fleches vertes montrent le « matériel »
suppose étre constitué de protéines IFITM3 et semblant promouvoir 1’assemblage des liposomes.

(Images prises par Lesley Calder, « The Francis Crick Institute », Royaume-Uni)
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Figure 40 : Image de microscopie électronique a coloration négative de protéoliposomes formés selon
le ratio massique suivant, 1 IFITM3 : 10 liposomes (agrandissement : 30 000 x). La fléche verte
montre le « matériel » supposé étre constitué de protéines IFITM3 et semblant promouvoir
I’assemblage des liposomes.

(Images prises par la plateforme de microscopie électronique de I’IBS)

Un test de fusion du virus de la grippe avec des protéoliposomes contenant IFITM3 a
également été réalisé en collaboration avec I’Institut Francis Crick de Londres (Royaume-
Uni). Ces protéoliposomes ont été formés a partir de la protéine IFITM3 et de liposomes,
composés des lipides POPC, POPS, POPE, sphyngomyéline et cholestérol (ratio molaire
utilisé, 10 : 1,5: 3 : 3: 4), mélangés selon le ratio massique suivant 1 IFITM3 : 10 liposomes.
Lors de cette expérience, les protéoliposomes ont été mélangés au virus de la grippe puis le
pH du mélange a été abaissé a 5 afin de promouvoir le changement de conformation de
I’hémagglutinine virale, dépendant du faible pH. Un échantillon de la réaction a ensuite été
observé aprés 5 et 30 min par microscopie électronique a coloration négative. Les images
ainsi obtenues ont montré que le virus de la grippe ne s’est associé et n’a fusionné avec les
liposomes que dans les zones ou ceux-ci ne sont pas liés entre eux par ce matériel granuleux
et fibreux supposé correspondre a de la protéine IFITM3. Les zones de liposomes contenant

ce matériel semblent avoir échappé a 1’invasion par le virus de la grippe (figure 41).
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Figure 41 : Images de microscopie électronique a coloration négative de protéoliposomes incubés
pendant 5 (A) et 30 min (B) a pH 5 avec le virus de la grippe (désigné par la lettre \V rouge). Les
fleches vertes montrent le « matériel » supposé étre constitué de protéines IFITM3 et semblant
promouvoir I’assemblage des liposomes.

(Images prises par Lesley Calder , « The Francis Crick Institute », Royaume-Uni)
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7.4. Observation des protéoliposomes par microscopie de fluorescence

Des protéoliposomes fluorescents ont été formés afin de visualiser la présence
d’TFITM3 au sein des liposomes et de déterminer si le matériel liant les liposomes entre eux,
observé sur les images de microscopie électronique a coloration négative, est bien constitué
de protéines IFITM3, tel que supposé. Pour ce faire, les liposomes, composés d’un mélange
de lipides appelés « Total Brain extract », ont été rendus fluorescents en les formant en
présence du fluorochrome rouge PKH 26. IFITM3 a, quant a elle, ét¢ marquée avec un
fluorochrome vert, 1’Alexa Fluor 488, aprés une nuit d’incubation & 4 °C a I’abri de la
lumiére. La conjugaison de 1’Alexa Fluor 488 a la protéine a tout d’abord été mise en
évidence par la co-¢élution d’IFITM3, absorbant & 280 nm, et de 1’Alexa Fluor 488, absorbant
a 494 nm, sur le profil d’élution obtenu aprés injection de la protéine sur une colonne de
chromatographie d’exclusion de taille Superdex S200 10/300 GL (figure 42). L’intensité de la
fluorescence émise par la protéine marquée a 1’Alexa Fluor 488 a ensuite été visualisée en
analysant, avec un lecteur UV, le gel SDS-PAGE obtenu aprés migration des fractions du pic
d’élution correspondant a IFITM3 (figure 43) et a été jugée satisfaisante. Cependant, le
volume d’¢lution d’IFITM3 (14,9 ml au lieu de 13,5 ml) ainsi que la présence de deux bandes
sur le gel SDS-PAGE ont indiqué que la protéine avait été en grande partie dégradée,
probablement suite & sa congélation et a sa décongélation. La protéine, bien qu’en partie

dégradée, a tout de méme été utilisée pour former les protéoliposomes.
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Figure 42 : Chromatogramme obtenu aprés injection, sur une colonne Superdex 200 10/300 GL, de
100 pl de protéine IFITM3 incubée une nuit a 4 °C avec de I’ Alexa Fluor 488, dans du tampon PBS
pH 7,4 contenant 1 mM de B-mercaptoéthanol et 3,5 mM de Fos-Choline-12
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Figure 43 : Visualisation de la fluorescence émise par la protéine IFITM3 conjuguée a I’ Alexa Fluor
488 sur un gel SDS-PAGE des fractions correspondant au pic d’élution d’TFITM3 en filtration sur gel

Les protéoliposomes ont été formés en mélangeant IFITM3 et les liposomes
fluorescents selon le ratio massique IFITM3 : liposomes 1:10 ; 1:100 ou 1:1000 en présence
de la quantité adéquate de Triton X-100, soit 1 mM pour 1 mg/ml de liposomes (figure 44),
puis en retirant les détergents a 1’aide de billes adsorbantes. Les résultats des tests de
flottation, visualisés par « western blot » avec un anticorps anti-histidine, ont ensuite permis
de conclure qu’une faible quantité de protéine, apparaissant en haut du gradient, s’était
associée aux liposomes lorsque le ratio 1:10 avait été utilisé, la majeure partie de la protéine
apparaissant au fond du gradient, dans les couches contenant 30 a 40 % de sucrose. Tandis
qu’au ratio 1:100, IFITM3 semblait s’étre associée en plus grande quantité aux liposomes,
apparaissant majoritairement dans la couche contenant 10 % de sucrose (figure 45). En outre,
le poids moléculaire de la protéine observée sur la membrane avec un anticorps anti-histidine

correspond a celui de la protéine entiére.
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Figure 44 : Courbe de titration d’1 mg/ml de liposomes, composés du mélange de lipides « Total
Brain extract », avec différentes concentrations de Triton X-100 obtenue en reportant sur le graphique
les valeurs d’absorbance des liposomes mesurées & 550 nm en fonction de la concentration de Triton

X-100 qui leur a été ajoutée
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Figure 45 : « Western blot », réalisés avec un anticorps anti-histidine, des différentes couches des
gradients de sucrose montrant les résultats des tests de flottation réalisés avec les protéoliposomes

formés a partir des ratios massiques IFITM3 : liposomes suivants, 1 :10, 1 : 100 et 1 : 1000

Un échantillon de la couche située en haut gradient obtenue avec le ratio 1 : 10 ainsi
qu’un autre provenant de la couche contenant 10 % de sucrose obtenue avec le ratio 1 : 100

ont été observés par microscopie de fluorescence. Des images ont été acquises dans différents
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plans de ces échantillons. Les images prises a proximité de la lame de microscope ont montré
ce qui peut étre interprété comme une étendue de lipides (en rouge) au sein de laquelle
IFITM3 est présente, la co-localisation IFITM3-lipides apparaissant en jaune (figure 46D).
L’intégrité des liposomes semble ici avoir été touchée. Tandis que les images acquises dans le
plan central des échantillons, ont montre des liposomes intactes (points rouges), de la protéine
IFITM3 non associée aux liposomes (points verts) ainsi que quelques colocalisation IFITM3-
liposomes (points jaunes) (figure 46C). Enfin, des images prises a la surface des échantillons
ont montré des amas de liposomes tres mobiles dans le champ du microscope hébergeant tous,
en plusieurs endroits, la protéine IFITM3 (figure 46A), tel que le montre la reconstruction en
3D de ces images (figure 46B). Ces assemblages de liposomes et de protéines IFITM3
pourraient correspondre a ceux observés par microscopie €lectronique a coloration négative.

Dans ce cas, le matériel liant les liposomes serait bien constitué de protéines IFITM3.
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Figure 46 : Images de microscopie a fluorescence prises dans différents plans d’un échantillon de la

couche située en haut du gradient de sucrose (couche 0 %, obtenue avec le ratio IFITM3 : liposomes

1:10) déposé sur une lame de microscope. A. Surface de I’échantillon ; B. Reconstruction en 3D de
I’image d’un assemblage formé entre les liposomes et IFITM3 ; C. Centre de I’échantillon ; D.
Echantillon en contact avec la lame de microscope ; E. Liposomes seuls, plan central (contréle)

(Images acquises par Jean-Philippe Kleman, groupe IRPAS, IBS)
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8. Reconstitution de la protéine IFITM3 en nanodisques MSP1E3D1-
POPC

Pour parvenir a reconstituer une protéine membranaire en nanodisque, la protéine
d’assemblage MSP, les lipides ainsi que la protéine membranaire d’intérét doivent étre mis en
présence selon le bon rapport steechiométrique. Pour ce faire, le nombre de molécules
lipidiques nécessaire a 1’assemblage de nanodisques « vides » de taille homogene doit avoir
été déterminé au préalable. Ici, des nanodisques ont été assemblés selon différents ratios
molaires de la protéine d’assemblage MSP1E3DL1 et des lipides POPC soit, 1:20;1:40; 1:
60 et 1 : 80. L’analyse de leurs profils d’élution, obtenus par chromatographie d’exclusion de
taille, a permis de conclure que les nanodisques obtenus en mélangeant 1 MSPS1E3D1 pour
80 lipides POPC étaient les plus monodisperses. En effet, la superposition des
chromatogrammes des différents nanodisques montre que plus il y a de lipides ajoutés a la
protéine MSP1E3D1, plus le volume d’élution des nanodisques engendrés diminue et plus
leur pic d’élution gagne en hauteur et en symétrie, signifiant que leur taille augmente et que
davantage de MSP et de lipides s’associent pour former des nanodisques de méme taille.

Cependant, pour I’assemblage de nanodisques avec la protéine IFITM3, c’est le ratio 1
MSP1E3DL1 : 60 POPC qui a été choisi, considérant qu’un certain nombre de phospholipides
serait déplacé par la protéine IFITM3 lors de 1’assemblage du nanodisque avec cette derniére
(figure 47).
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Figure 47 : Superposition des différents chromatogrammes obtenus aprés injection de 500 pl de
nanodisques, assemblés a partir de différents ratios molaires de la protéine d’assemblage MSP1E3D1
et des lipides POPC (1:20;1:40;1:60et1:80),surune colonne S200 10/300 GL dans du tampon
PBSpH 7,4
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Une premiére tentative d’incorporation de la protéine IFITM3 en nanodisque a alors
été conduite de la maniére suivante. La protéine d’assemblage MSP1E3DI, les lipides POPC
solubilisés en sodium cholate et la protéine IFITM3 solubilisée en DPC ont été mélangés, sur
glace, selon le ratio molaire suivant, 1 MSP1E3D1 : 60 POPC : 0,3 IFITM3. En théorie, ce
ratio implique que sur trois nanodisques formés, deux soient vides et un seul contienne la
protéine IFITM3 sous forme monomérique. Les détergents (le DPC et le sodium cholate) ont
ensuite été retirés du mélange suite a 1’ajout de billes de polystyréne les adsorbant, initiant dés
lors le processus d’auto-assemblage des nanodisques ayant lieu sous agitation a 4 °C. Enfin,
une fois les nanodisques assemblés, ceux-ci ont été séparés des nanodisques agréges et des
autres constituants restants du mélange par chromatographie d’exclusion de taille. Le profil
d’¢élution ainsi obtenu correspond au mélange des nanodisques vides et des nanodisques ayant
incorporé la protéine IFITM3. Leur volume d’élution est identique a celui obtenu
précédemment pour les nanodisques « vides » assemblés a partir des ratios 1 : 80 et 1: 60 de
la protéine MSP1E3D1 et des lipides POPC. D’autre part, la symétrie du pic d’élution indique
que le ratio molaire choisi (1 MSP1E3D1 : 60 POPC : 1 IFITM3) est satisfaisant (figure 48).
Quant a la co-élution des protéines MSP1E3D1 et IFITM3 visible sur gel SDS-PAGE, elle
constitue un argument en faveur de I’incorporation de la protéine IFITM3 au sein de ces

nanodisques (figure 49).
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Figure 48 : Chromatogramme obtenu aprés I’injection de 500 ul de nanodisques, assemblés a partir de
la protéine d’assemblage MSP1E3D1, de lipides POPC et de la protéine IFITM3 mélangés selon le
ratio molaire suivant 1 : 60 : 0,3, sur une colonne S200 10/300 GL dans du tampon PBS pH 7,4
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Figure 49 : Gel SDS-PAGE correspondant a la figure 48

Une étape de chromatographie d’affinité sur résine de nickel a ensuite été mise en
ceuvre afin de séparer les nanodisques vides des nanodisques contenant la protéine IFITM3.
La protéine MSP1E3D1 ne portant pas d’étiquette 6 histidines, les nanodisques vides n’ont
pas été retenus par la résine de nickel et ont, par conséquent, €té récupérés dans le « Flow
Through » (FT) et les lavages (L1 et L2) de la résine, comme le montre le gel SDS-PAGE
correspondant (figure 50). La protéine IFITM3 étant pourvue d’une étiquette 6 histidines, 1es
nanodisques la contenant se sont eux liés a la résine et en ont été élués avec 300 mM
d’imidazole, d’ou la présence, visible sur le gel SDS-PAGE, des deux protéines, IFITM3 et
MSPI1E3D1, dans I’¢élution (E) de la résine (figure 50). La co-élution de ces deux protéines
indique une nouvelle fois que la protéine IFITM3 aurait bien été incorporée dans les

nanodisques lors de leur assemblage.
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Figure 50 : Gel SDS-PAGE des différentes étapes de la chromatographie d’affinité sur résine de nickel
permettant de séparer les nanodisques vides des nanodisques pleins contenant IFITM3 (FT : « Flow
Through », nanodisques n’ayant pas été retenus sur la résine ; L1 et L2 : Lavages 1 et 2 ; EL et E2:

Elutions 1 et 2)
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Les nanodisques récoltés lors de la premiére élution (E1 sur le gel SDS-PAGE, figure
50) de la résine de nickel ont été observés par microscopie électronique a coloration négative.
Sur les images acquises par la plateforme de microscopie électronique de 1I’'IBS, aucune
différence de taille significative n’est constatée entre les nanodisques vides (a gauche) et ceux
ayant incorporé la protéine IFITM3 (a droite), et sa présence au sein des nanodisques n’est
pas visible, suggérant qu’IFITM3 (17.8 kD) ne s’y est pas reconstituée sous la forme de gros
oligomeres (figure 51).
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Figure 51 : Images de microscopie électronique a coloration négative (A) de nanodisques vides
assemblés selon le ration molaire suivant, 60 POPC : 1 MSP1E3D1, et (B) de nanodisques pleins
assemblés selon le ratio molaire suivant, 60 POPC : 1 MSP1E3DL1 : 0,3 IFITM3, et purifiés par
chromatographie d’affinité sur résine de nickel (grossissement 30 000 x)

(Images acquises par la plateforme de microscopie électronique de I’IBS)

9.  Analyse par RMN de la protéine IFITM3 reconstituée en nanodisques
MSP1E3D1-POPC

Une premiére expérience de RMN, nommée '*H-"N HSQC (« Heteronuclear Single
Quantum Coherence spectrocopy »), a été conduite a 20 °C avec la protéine IFITM3 enrichie
en isotope *°N reconstituée au sein de nanodisques MSP1E3D1-POPC selon le ratio molaire
suivant, 0,3 >N IFITM3 : 1 MSP1E3D1 : 60 POPC. Pour cette expérience, les nanodisques
assemblés en présence de la protéine N IFITM3 ont été purifiés par chromatographie
d’exclusion de taille et puis concentrés jusqu’au volume souhaité. Contrairement a ce qui a été
décrit précédemment, les nanodisques ayant incorporé la protéine >N IFITM3 n’ont, ici, pas

été séparés des nanodisques vides par chromatographie d’affinité sur résine de nickel.

L’objectif principal de cette premiére expérience était de comparer les spectres 2D ‘H-

N HSQC acquis pour la protéine N IFITM3 reconstituée en nanodisques et pour la
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protéine >N IFITM3 en micelles de Fos-Choline-12, notamment en terme de nombre de
résidus detectés et si possible, en terme de repliement adopté par la protéine. Les premiers
spectres s’étant révélés prometteurs en présence des nanodisques, la deuxieme étape a été
d’optimiser le protocole et le type de nanodisque utilis¢ afin d’obtenir une attribution des

résidus la plus compléte possible et de pouvoir obtenir des informations structurales.

Le spectre 2D *H-"*N HSQC résultant de cette expérience comporte deux dimensions
ou axes, un axe pour le proton (*H) et un autre pour 1’azote (**N). Chaque signal dans ce
spectre résulte de la mesure des fréquences (ou résonances) pour une paire d’atomes *H/*°N
reliée par une liaison covalente. Chaque signal dans ce spectre est caractérisé par une intensité
(hauteur du pic) et deux déplacements chimiques, un pour le noyau *H et un autre pour le
noyau “°N. Etant donné que dans une protéine, chaque acide aminé ou résidu, & I’exception de
la proline, posséde un proton attaché a un atome d’azote dans la liaison peptidique, appelé
proton amide, chaque résidu devrait donc, en théorie, produire un signal dans le spectre. De
plus, certains acides aminés (asparagine, glutamine, tryptophane...), possédant également des
groupements N-H au niveau de leur chaine latérale, peuvent produire plusieurs signaux dans
le spectre. Néanmoins, en pratique, tous les signaux générés par les groupements N-H ne sont
pas toujours détectables ou correctement résolus et ce, pour diverses raisons. La taille du
systeme moléculaire, son repliement dans 1’espace ou ses caractéristiques dynamiques sont
autant de facteurs qui peuvent influencer la sensibilité et la résolution des spectres enregistres.
La vitesse d’échange de chacun des protons amides, qui est modulée par le pH, la température
et le pKa de chacun des groupements amides, joue un réle important dans la détection du
signal. C’est notamment pour cela que le NH3 du résidu N-terminal n’est jamais observé a pH
7.

Le spectre 2D *H-">N HSQC enregistré pour la protéine >N IFITM3 reconstituée en
nanodisques MSP1E3D1-POPC (figure 53) comporte 18 pics (ou signaux) sur 148 attendus.
Ce nombre est bien inférieur aux 58 pics comptés dans le spectre ‘H->N HSQC
correspondant a la protéine °N en micelles de DPC (figure 52). Ceci peut s’expliquer par le
fait que les nanodisques contenant la protéine >N IFITM3 ont une taille plus importante que
celle de la protéine en micelles de DPC. Cette taille importante diminue la diffusion
rotationnelle de la molécule en solution engendrant une relaxation (c’est-a-dire une perte du
signal) plus rapide. Ceci se traduit sur le spectre par des signaux moins intenses et plus larges,
voir méme par leur disparition compléte, tels qu’observés sur le spectre *H->N HSQC de la

protéine °N IFITM3 en nanodisques. Quant au repliement adopté par la protéine *°N IFITM3
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en nanodisques, la dispersion des signaux au sein du spectre dans la dimension des protons

correspond & la signature de résonances appartenant soit, a des régions désordonnées soit, a

des régions hélicoidales (figure 53). La méme conclusion peut étre tirée de I’observation du

spectre correspondant & la protéine >N IFITM3 en micelles de DPC (figure 52). Cependant, &

ce stade, les informations dispensées par ces spectres sont insuffisantes pour déterminer si la

protéine adopte une conformation différente en nanodisques et en micelles de détergent. La

bicouche phospholipidique des nanodisques étant 1’environnement se rapprochant le plus de

I’environnement natif de la protéine, nous avons choisi de poursuivre les expériences de RMN

en solution en nanodisques.
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Figure 52 : Spectre 2D *H-""N HSQC de la protéine IFITM3 en micelles de DPC (Fos-Choline-12)

enregistré & 20 °C et & pH 7,4 avec un spectromeétre de 700 MHz (spectre obtenu par Roberto Maya-

Martinez, groupe RMN, IBS)

116



IFITM3 in POPC-Nanodiscs -_E
18 of 148 expected peaks T
oo <
G P o
E
=
o g ~
- =z
£ *39’ o
o i
* Ly
i
° I
<
=
90 8.5 80 75 7.0 65
'H (ppm)

Figure 53 : Spectre 2D *H-""N HSQC de la protéine IFITM3 en nanodisques (ratio molaire 0,3
IFITM3 : 1 MSP1E3D1 : 60 POPC) enregistré a 20 °C et a pH 7,4 avec un spectrometre de 700 MHz
(spectre obtenu par Roberto Maya-Martinez, groupe RMN, IBS)

10. Analyse par RMN de la protéine IFITM3 reconstituée en nanodisques
MSP1-POPC et MSP1D1AH5-POPC

Afin d’améliorer la qualité du spectre obtenu pour la protéine >N IFITM3 reconstituée
en nanodisques de grande taille (MSP1E3D1-POPC), la protéine IFITM3 enrichie en isotope
N a été reconstituée dans des nanodisques de plus petites tailles générés en utilisant des
protéines d’assemblage plus courtes que la MSP1E3D1, telles que les protéines MSP1 et
MSP1D1AHS5. L’idée étant ici de réduire la taille des nanodisques afin de ralentir la relaxation
qu’elle engendre et ainsi gagner en signal. La démarche utilisée pour produire ces
nanodisques de plus petite taille est la méme que celle exposee ci-dessus pour ceux de grande
taille. Les nanodisques que nous désignerons ici comme étant de petite taille ont été assemblés
a partir de la protéine °N IFITM3, de lipides POPC et de la MSP1D1AHS5 selon le ratio
molaire suivant, 1 MSP1D1AHS : 25 POPC : 0,5 >N IFITM3. Le ratio entre IFITM3 et la
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protéine d’assemblage MSP1D1AHS5 (0,5 : 1) a été ici légérement augmenté de maniére a ce
qu’en théorie, sur deux nanodisques formés, un seul contienne la protéine IFITM3 et non plus
1 sur 3 comme précédemment défini, de maniére a enrichir 1’échantillon en nanodisques
pleins. Tout comme pour 1’analyse des grands nanodisques formés a partir de la protéine
d’assemblage MSP1E3DI, les petits nanodisques s’étant assemblés avec >N IFITM3 n’ont
pas été séparés des nanodisques vides. Ils ont seulement fait 1’objet d’une purification par
chromatographie d’exclusion de taille. Enfin, des nanodisques de taille moyenne ont été
formés & partir de la protéine >N IFITM3, de lipides POPC et de la MSP1 selon le ratio
molaire suivant, 1 MSP1 : 35 POPC : 0,1 *N IFITM3. Le ratio entre IFITM3 et la protéine
d’assemblage MSP1 a ici été volontairement réduit de maniére a diminuer la probabilité que
plus d’une protéine IFITM3 ne trouve refuge au sein d’un nanodisque ce qui pourrait
contribuer a accroitre encore la taille du nanodisque. Contrairement aux petits et aux grands
nanodisques, les nanodisques de taille moyenne ont, eux, tout d’abord été séparés des
nanodisques vides par chromatographie d’affinité sur résine de nickel, enrichissant de cette
facon 1’échantillon en nanodisques pleins, avant d’étre purifiés par chromatograhie
d’exclusion de taille (figures 54 et 55B). Leur volume d’élution (11,85 ml) est inférieur a
celui des nanodisques vides (13,57 ml) signifiant que leur taille est significativement plus
importante (figure 55A et B), cependant IFITM3 n’a pas non plus été visualisée au sein de
ces nanodisques par microscopie électronique a coloration négative (figure 58). En résume,
I’analyse de ces 3 types de nanodisques par RMN en solution a donc permis d’évaluer
I’influence de leur taille et de leur préparation (ratio choisi pour la protéine MSP et IFITM3,
purification ou non sur résine de nickel) sur la qualité du spectre 2D *H-">N HSQC leur

correspondant. load FT L1 L2 E1 E2 E3 E4 E5 E6
Baa - e S w v o
kD
30—
25 — -
20— ’._ Wew i — MSPI (23.3 kD)
o - w— - |FITM3 (17,8 kD)
15—~ T

Figure 54 : Gel SDS-PAGE des différentes étapes de la chromatographie d’affinité sur résine de nickel
ayant permis de séparer les nanodisques vides des nanodisques pleins contenant IFITM3 (ratio
molaire, 1 MSP1 : 35 POPC : 0,1 *N IFITM3)
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(« Load »: ensemble des nanodisques vides et pleins déposes sur la résine, FT : « Flow Through »,

nanodisques n’ayant pas été retenus sur la résine ; L1 et L2 : Lavages 1 et 2 ; E1 a E6 : Elutions 1 a 6)
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Figure 55 : Chromatogrammes obtenu aprés I’injection de 500 pl de nanodisques (A) vides (ratio
molaire, 1 MSP1 : 35 POPC) ou (B) pleins (ratio molaire 1 MSP1 : 35 POPC: 0,1 a\ IFITM3), sur
une colonne S200 10/300 GL dans du tampon PBS pH 7,4.

Comme attendu, les spectres RMN 2D *H-"°N enregistrés & 20 °C pour la protéine >N
IFITM3 en nanodisques de petite, moyenne et grande taille montrent qu’un plus grand
nombre de signaux appartenant a la protéine apparaissent lorsque la taille des nanodisques est
réduite (figure 56A, C et E). Il y a néanmoins peu de différences entre les spectres acquis
avec les nanodisques de petite taille et avec les nanodisques de taille moyenne, leur nombre
de signaux et leurs déplacements chimiques étant relativement similaires (figure 56A et C).

Seuls certains signaux retrouvés sur le spectre correspondant aux nanodisques de taille
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moyenne n’apparaissent pas sur celui acquis avec les nanodisques de petite taille tandis que
d’autres y apparaissent plus larges. En outre, pour les nanodisques de taille moyenne, la
diminution de la température de 20 °C a 5 °C, destinée a réduire la vitesse d’échange entre les
protons des parties flexibles d’IFITM3 et ceux de ’eau du solvant, a permis de doubler le
nombre de signaux enregistrés, aboutissant a 1’obtention de 10 signaux supplémentaires par
rapport aux nanodisques de petite taille (figure 56B et D). C’est pourquoi, en raison de la
meilleure qualité des spectres enregistrés avec les nanodisques de taille moyenne, nous avons
choisi d’effectuer la suite des expériences avec ces nanodisques, assemblés selon le ratio
molaire suivant, 1 MSP1 : 35 POPC : 0,1 N IFITM3 ; et purifiés par une premiére étape de
chromatographie d’affinit¢é sur résine de nickel suivie d’une deuxieme étape de

chromatographie d’exclusion de taille.
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Figure 56 : Spectres 2D "H-">N HSQC de la protéine IFITM3 en nanodisques de petite (A, B),
moyenne (C, D) et grande taille (E, F) enregistrés a pH 7,4, a 20 °C et & 5 °C avec un spectrométre de

850 Mhz (Spectres obtenus par Roberto Maya-Martinez, groupe RMN, IBS)
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10.1. Optimisation du spectre 2D 'H-N HSQC de la protéine IFITM3 en
nanodisques de taille moyenne MSP1-POPC

Les améliorations suivantes, c’est-a-dire la réduction de la taille des nanodisques en
utilisant une protéine d’assemblage MSP plus courte et en diminuant le ratio IFITM3 : MSP1,
la diminution de la température d’acquisition des spectres RMN ainsi que 1’ajout d’une étape
de purification des nanodisques pleins supplémentaire, ont permis d’enregistrés un spectre 2D
'H->N HSQC comportant 74 signaux sur 148 attendus, la premiére expérience RMN n’ayant
permis que d’en détecter 18. Cependant, une premiére tentative d’attribution de ces signaux, a
la suite d’expériences RMN menées a 5 °C, a échoué parce qu’a cette température, la vitesse
d’échange des protons est plus lente mais la diffusion rotationnelle de la molécule est aussi
réduite, engendrant une relaxation plus efficace et une perte de sensibilité lors d’expériences
tridimensionnelles. La seule solution a ce probléme de relaxation était d’augmenter la
température d’acquisition des spectres tout en baissant le pH pour ralentir la vitesse d’échange
des protons amides. Par conséquent, afin de parvenir a détecter les résonances manquantes et
afin d’étre en mesure de les attribuer, I’influence d’un pH plus bas et de températures plus
élevées a été testée sur la qualité du spectre *H-">N HSQC de N IFITM3 en nanodisques de

taille moyenne (figure 57).

Si ’on compare les spectres obtenus a 5 °C, a pH 7,4 et a pH 4, une premiere
observation est que, bien que les deux spectres aient permis 1’obtention d’un nombre
quasiment équivalent de signaux (73 versus 68), ces signaux ou pics sont d’une part, moins
larges et mieux définis a pH 4 et d’autre part, présentent des déplacements chimiques
différents (figure 57A, B). D’autre part, I’augmentation de la température a pH 4 a eu pour
conséquence d’augmenter encore le nombre de signaux détectés, passant de 68 signaux a 5 °C
a 82 signaux a 30 °C (figure 57B, D, F). Ces nouvelles conditions (30 °C a pH 4) nous ont
donc permis d’augmenter significativement le nombre de signaux détectés et d’obtenir des

spectres mieux résolus.

La meilleure dispersion des signaux obtenue a pH 4 n’est pas surprenante
puisqu’IFITM3 est active dans la membrane des endosomes tardifs et des lysosomes, dans

lesquels le pH peut atteindre des valeurs tres basses comprises entre 4 et 5.

D’autre part, la comparaison, par microscopie électronique a coloration négative, des
nanodisques de taille moyenne contenant la protéine IFITM3 ayant été étudiés a pH 7,4 avec

ceux ayant été étudiés a pH 4 et ayant été trois fois plus exposes que les autres, a permis de
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conclure que le faible pH et la température élevée appliqués a ces nanodisques pendant
environ 7 jours ne les avaient pas trop séverement affectés. Sur les images de microscopie
électronique, I’échantillon de nanodisques analysés par RMN a pH 4 et a 30 °C s’est
différenci¢ de celui étudi¢ a pH 7,4 par un nombre d’aggrégats et une hétérogénéité plus
importants (figure 58). Cependant, ces altérations n’ont pas semblées constituer un obstacle a
la poursuite des expériences RMN dans ces conditions de faible pH et de hautes températures,
puisque des contrdles qualités de 1’échantillon, réalisés aprés chacune des 3 expériences RMN
destinées a attribuer les signaux, n’ont pas mis en évidence I’apparition de nouveaux signaux
pouvant laisser penser & une dégradation ou a une agrégation d’IFITM3 ou encore & un
désassemblage de ces nanodisques a la suite de ces trois expériences. Ces nanodisques ont
donc été jugés comme étant suffisamment stables pour permettre leur étude a pH 4 et a 30 °C

pendant au moins une semaine.

pH 7,4 pH 4

Figure 58 : Images de microscopie électronique a coloration négative de nanodisques (ratio molaire,
1 MSP1: 35 POPC : 0,1 IFITM3) ayant été analysés par RMN a pH 7,4 (image gauche) oua pH 4 eta
30 °C (image droite) (Images acquises par la plateforme de microscopie électronique de I’IBS)
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Figure 57 : Spectres 2D "H-">N HSQC de la protéine IFITM3 reconstituée en nanodisques de taille
moyenne (ratio molaire, 1 MSP1 : 35 POPC : 0,1 BN IFITM3) enregistrésa pH 7,4 (A, CetE) eta
pH4 (B,DetF)a5°C (AetB),20°C (CetD)et30°C (EetF)avec un spectrométre de 850 MHz

(Spectres obtenus par Roberto Maya-Martinez, groupe RMN, IBS)
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10.2. Attribution des resonances obtenues pour la protéine IFITM3 en
nanodisques MSP1-POPC a pH 4eta 30 °C

Afin d’étre en mesure d’attribuer, & un résidu de la protéine, chaque déplacement
chimique observé dans le spectre 2D *H->N HSQC enregistré & pH 4 et & 30 °C, plusieurs
expériences RMN 3D triple résonance ont été menées avec des nanodisques assemblés avec la
protéine IFITM3 enrichie en isotopes *°N, 3C et deutérée. La premiére expérience, nommée
HNCO, détecte les fréquences (ou déplacements chimiques) des 3 noyaux suivants,
I’hydrogéne (*H), le carbone (*3C) et 1’azote (**N) et a pour objectif d’établir une corrélation
entre le proton amide (HN), son azote et le carobonyle (CO) de 1’acide aminé précédent (i-1),
reliant ainsi les acides aminés de la protéine par des couplages scalaires J, reliant
successivement les atomes directement liés par une liaison covalente. La deuxiéme
expérience, nommée HN(CA)CO, a elle pour objectif de transférer 1’aimantation via des
couplages scalaires *J ({Jun, “Inca, “eaco) du proton amide (HN) vers son azote puis vers le
carobonyle (CO) en passant obligatoirement par le Calpha covalemment lié a I’azote de ce
résidu. Dans cette expérience, seules les fréquences des atomes H, N et CO sont mesurées, le
passage a travers le CA, noté entre parenthése, ne servant que de relais pour atteindre le CO
du méme résidu. La troisieme expérience, nommée HNCACB, est destinée a établir une
corrélation entre le proton amide (HN), son azote et les carbones alpha (CA) puis béta (CB)
du méme résidu par couplage scalaire 3 (*Jun, “Inca, Jeacs) mais aussi 2J en utilisant un
couplage existant entre 1’azote du résidu i et le CA du résidu i-1. La quatrieme expérience,
nommee HN(CO)CACB, est, elle, destinée a établir une corrélation entre le proton amide
(HN), son azote et les carbones alpha (CA) puis béta (CB) de I’acide aminé précédent (i -1)
par couplage scalaire %J. Cette quatriéme expérience permet de discriminer les signaux intra et
inter résidus provenant des carbones alpha (CA) et béta (CB) et de les attribuer au résidu i ou
i-1.

Cependant, en raison de problémes de relaxation du signal, ces quatre premieres
expériences n’ont permis d’établir des corrélations qu’entre les atomes appartenant a la chaine
principale de la protéine. Celles avec les atomes des chaines latérales des acides aminés n’ont
pu étre établies faute d’une bonne efficacité du transfert de magnétisation et d’une faible
résolution de la fréquence des CB observés. Trois expériences complémentaires ont alors été
menées avec la protéine IFITM3 doublement marquée >N, **C (protonée et non deutérée) afin
de compléter les corrélations acquises lors des quatre premiéres expériences avec celles

provenant des atomes des chaines latérales et ainsi parvenir a attribuer 83 résidus.
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Lors de ces expériences, le transfert de magnétisation commence a partir de la fin de la
chaine latérale des acides aminés. L’expérience, nommée HCCNH, permet d’établir une
corrélation entre le proton du carbone béta, le carbone béta, le carbone alpha, 1’azote et son
proton amide. L’expérience, nommée HCC(CO)NH, permet quant a elle d’établir une
corrélation entre le proton du carbone béta, le carbone béta, le carbone alpha et I’azote et son
proton amide de 1’acide aminé précédent permettant des lors de discriminer les groupements
NH détectés et de les attribuer au résidu i ou i-1. Enfin, une derniére expérience, nommee
HCCH, destinée a détecter soit, tous les carbones soit, tous les protons a été entreprise afin de

compléter les corrélations obtenues a I’issue des deux premiéres expériences.

Les 83 résidus d’IFITM3 apparaissant en vert dans sa séquence en dessous du spectre
ont été attribués (figure 59). Ces résidus sont pour la plupart situés en dehors de la membrane
du nanodisque, dans les parties flexibles de la protéine. En outre, deux déplacements
chimiques différents ont été trouvés pour certains acides aminés désignés en rouge sur le
spectre. Tous ces acides aminés appartiennent a la partie N-terminale d’IFITM3 tel que
montré par les fleches rouges surmontant sa séquence (figure 59). L’explication la plus
plausible est que ces acides aminés pourraient appartenir a deux protéines IFITM3 distinctes
insérées au sein du méme nanodisque. La proximité de ces deux protéines IFITM3 au sein du
nanodisque contraindrait leur extrémité N-terminale respective a n’explorer que deux
conformations possibles. Il pourrait s’agir de deux monomeéres ou bien d’un dimere. Il reste
encore, a ce stade, a trouver une stratégie permettant d’attribuer les 77 résidus restant qui sont
probablement enfouis dans la membrane du nanodisque empéchant leur détection jusqu’a

présent.
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Figure 59 : Résultat de 1’attribution des résonances figurant sur le spectre 2D *H-"N HSQC de la
protéine °N, **C IFITM3, deutérée et reconstituée en nanodisque MSP1-POPC (ratio molaire, 1
MSP1 : 35 POPC : 0,15 IFITM3), enregistré a pH 4 et a 30 °C avec un spectrométre de 850 MHz. Les
résidus attribués ont été mis en évidence en vert dans la séquence de la protéine IFITM3 figurant sous
le spectre tandis que les résidus présentant deux déplacements chimiques différents ont été marqués
par un astérisque rouge dans le spectre et désignés par une fléche rouge dans la séquence d’IFITM3.

(Spectre obtenu par Roberto Maya-Martinez, groupe RMN, IBS)
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10.3. Prédiction de la structure secondaire adoptée par les régions attribuées
d’IFITM3

Les déplacements chimiques sont dépendants du type de repliement de la protéine.
Pour certains atomes, il a été montré que leurs déplacements chimiques peuvent étre corrélés a
la présence et au type de structure secondaire a laquelle ils appartiennent. Une prédiction de la
structure secondaire adoptée par les régions de la protéine qui ont été attribuées a donc été
obtenue en utilisant le serveur Talos. La figure 60A représente pour chaque résidu de la
protéine attribué, sa valeur S* (paramétre d’ordre, par comparaison avec les déplacements
chimiques de résidus mesurés dans des fragments peptidiques totalement déstructurés) ainsi
que sa propension a former une hélice a pH 4, toutes deux calculées par le serveur Talos. Un
paramétre d’ordre faible obtenu par Talos correspond a des résidus qui ont un ensemble de
déplacements chimiques proches de ceux mesurés dans un peptide flexible. Au contraire, un
S? proche de 1 révéle un résidu qui a un comportement éloigné de celui d’une zone flexible et
peut donc étre considéré comme appartenant a une région hautement structurée. Ici, les
valeurs S? calculées pour les régions attribuées d’IFITM3 sont pour la plupart supérieures a
0,3 et pour environ la moitié d’entre elles supérieures a 0,5, signifiant que ces parties de la
protéine ne seraient pas aussi flexibles qu’imaginées et présenteraient, au contraire, un certain
degré d’organisation. En outre, la propension a former une hélice a été prédite comme étant
particulierement importante pour les résidus 47 a 52 de méme que pour le résidu 79 (figure
60A). Cependant, la prédiction réalisée pour le résidu 79 n’est pas significative puisque qu’un

seul résidu ne peut étre impliqué dans la formation d’une hélice.

Une mesure expérimentale des NOEs (« Nuclear Overhauser Effects ») a alors été
effectuée afin de confirmer ou d’infirmer la propension des résidus 47 a 52 a former une
hélice, telle que prédite par le serveur Talos. L’intensité des corrélations *H-"HN (« cross-
peaks ») représentées dans le spectre NOESY (« Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY »)
constitue une mesure indirecte des distances separant les protons d’une protéine dans 1’espace.
Les distances ainsi mesurées entre protons peuvent ensuite étre utilisées pour déterminer la
structure tridimensionnelle adoptée par la protéine. La figure B montre, en pointillés bleus sur
le spectre BN-NOESY d’IFITM3, les connections NOE i+3, caractéristiques d’une structure
hélicoidale, établies entre les résidus 48 a 50 et 50 a 52, confirmant des lors la prédiction faite
par Talos (figure 60B). Les résidus 48 a 52 d’IFITM3 adopteraient donc bien une

conformation hélicoidale.

128



D_

Helical propensity

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Residue Number

4801 50Len 521

84— [T I L N L L B L I
8.2 8.1 7.9 8.1 8.0
'HN (ppm)

Figure 60 : A. Représentation des valeurs du paramétre d’ordre S? et de la propension & former une
hélice calculées par le serveur Talos pour chaque résidu attribués d’IFITM3. B. Spectre *°N-NOESY
d’IFITM3 en nanodisques de taille moyenne montrant en pointillés bleus les connections NOEs i+3

établies entre les résidus 48 a 50 et 50 a 52.
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10.4. Stratégies mises en ceuvre pour parvenir a attribuer les résidus d’IFITM3

interagissant avec la membrane du nanodisque

77 résidus d’IFITM3 n’ont a ce stade pas encore pu é&tre attribués. S’agissant
certainement des résidus interagissant avec la membrane du nanodisque, 1’explication la plus
plausible est que les parties membranaires deutérées de la protéine protégées tout d’abord par
la membrane bactérienne puis par le détergent et enfin par la membrane du nanodisque ne
soient pas assez longtemps exposées au solvant entre chaque étape pour permettre 1’échange
de tous les ions deutériums mobiles (N-D) avec les protons du solvant. La plupart des ions
deutérium n’étant alors pas remplacés par des protons, les signaux provenant de ces derniers
ne peuvent étre détectés et les résidus leur correspondant ne peuvent par conséquent pas étre

attribués.

Afin d’augmenter la vitesse d’échange entre les ions deutérium (ND) de la protéine et
les protons de 1’eau (H,O) du solvant et ainsi favoriser la reprotonation des groupements
amides dans le cas de la protéine produite en D,0, la premiere stratégie entreprise a été de
lyser les cellules ayant exprimé IFITM3 a pH 10, puis de poursuivre toutes les autres étapes
de solubilisation et de purification de la protéine a ce méme pH, puisque le taux d’échange
chimique ND/H,O est minimal a pH 2-3 puis augmente d’un facteur 10 par unité de pH
(Englander, 2006). L’idée étant qu’a chaque fois que les régions membranaires de la protéine
sont, un tant soit peu exposées au solvant, suite aux mouvements des lipides ayant lieu lors de
la lyse ou encore lors de I’extraction d’IFTM3 par le détergent par exemple, I’échange avec
les protons du solvant soit suffisamment rapide pour qu’IFITM3 puisse étre reprotonée. La
protéine ainsi purifée a pH 10 a ensuite été reconstituée en nanodisque a pH 7,4 puis analysée
par RMN a pH 4 et & 30 °C. Néanmoins, bien que I’intensité de certains signaux ait été
augmentée et que de nouveaux signaux moins intenses et pouvant correspondre a des résidus
des régions membranaires d’IFITM3 soient apparus (designés par des fleches bleues sur le
spectre ’N-HSQC) (figure 61), cette approche fit un échec puisqu’elle n’a pas permis

d’attribuer de résidus appartenant aux régions membranaires d’IFITM3.
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Figure 61 : Comparaison des spectres HN HSQC obtenus a pH 4 et a 30 °C pour les nanodisques
(MSP1 : POPC : IFITM3) assemblés & partir de la protéine IFITM3 marquée *°N **C et deutérée
purifiée a pH 7,4 (spectre noir) et a pH 10 (spectre orange). Les fleches bleues indiquent dans le
spectre les signaux additionnels apparus suite a la préparation d’IFITM3 a pH 10.
(Spectre obtenu par Roberto Maya-Martinez, groupe RMN, IBS)

Une deuxiéme stratégie a alors été testée, il s’agit d’une tentative de
dépliement/repliement (« defolding/refolding ») d’IFITM3. Le principe étant ici de dénaturer
complétement la protéine dans de 1’urée en I’absence de détergent de fagon a ce que toutes les
régions de la protéine soient exposées au solvant et soient ainsi reprotonees. IFITM3 serait
ensuite renaturée en présence de son détergent, la Fos-Choline-12, suite au retrait progressif
de I'urée. En cas de bon repliement de la protéine, IFITM3 reprotonée pourrait alors étre
reconstituée et étudiée par RMN en nanodisques. Un échantillon de protéine >N IFITM3
ayant fait I’objet d’une tentative de « defolding/refolding » (figure 62), décrite dans le
matériel et méthodes, a alors été analysé par RMN et comparé a celui de la protéine ayant été
extraite des membranes et purifiée en Fos-Choline-12. Les spectres HN HSQC ainsi obtenus a
pH 74 et a 30 °C montrent tout d’abord, que cette premiére tentative de
« defolding/refolding » a fonctionné puisque les deux spectres se superposent et d’autre part,

que 15 nouveaux signaux, indiqués sur le spectre par des fleches bleues, ont été détectés a
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partir de 1’échantillon de protéine IFITM3 renaturée (figure 63). Cependant, il est peu
probable que ces signaux proviennent des régions membranaires d’IFITM3. D’autre part, le
rendement de protéine repliée ainsi obtenu est relativement faible et deviendrait
catastrophique si la protéine était deutérée, la deutération ayant tendance a diminuer la
solubilité des protéines et a les faire précipiter. Or, pouvoir reconstituer en grande quantité
IFITM3 marquée N, 3C et deutérée en nanodisques est un pré-requis indispensable pour

espérer attribuer les résidus de la chaine principale d’IFITM3.
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Figure 62 : Chromatogramme obtenu aprés injection, sur une colonne Superdex 200 10/300 GL
Increase, de 500 pl de protéine N IFITM3 ayant fait I’objet d’une tentative de dépliement/repliement,
dans du tampon PBS pH 7,4 contenant 1 mM de B-mercaptoéthanol et 3,5 mM de Fos-Choline-12. Le

pic de protéine éluant a 13,5 ml, délimité par deux traits rouges sur le chromatogramme, a été
s¢lectionné et concentré jusqu’a 160 pl (soit le volume du tube capillaire devant contenir 1’échantillon)

avant son analyse par RMN.
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Figure 63 : Comparaison des spectres HN HSQC obtenus & pH 7,4 et a 30 °C pour la protéine *°N
IFITM3 soit, extraite et purifiée en micelles de Fos-Choline-12 (spectre noir) soit, ayant fait I’objet
d’un dépliement en urée puis d’un repliement en micelles Fos-Choline-12 (spectre orange). Les
fléches bleues indiquent les nouveaux signaux apparus suite au dépliement/repliement d’IFITM3.

(Spectre obtenu par Roberto Maya-Martinez, groupe RMN, IBS)

Une derniére stratégie, non encore explorée, consisterait & solubiliser et & purifier *°N,
13C IFITM3 deutérée 4 pH 10 de maniére & favoriser sa reprotonation (ND — NH) puis de la
reconstituer au sein de nanodisques assemblés a partir de lipides POPC deutérés. Les signaux
provenant des groupements NH de la protéine ne seraient alors plus perdus suite a leur
interaction avec les groupements CH, devenus CD, des lipides résolvant ainsi les problémes
de relaxation du signal rencontrés jusqu’a présent. Cette approche pourrait alors permettre de

détecter les signaux provenant des résidus membranaires d’IFITM3 et de les attribuer suite a
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plusieurs expériences de RMN, certaines nécessitant de produire le méme échantillon préparé
cette fois & partir de la protéine >N *C IFITM3 deutérée & différents pourcentages. Cette
approche est pour I’instant a 1’étude notamment en raison du colt exorbitant de ces lipides

POPC deutérés.

11. Expérience de protéolyse limitée d’IFITM3 en nanodisques MSPI-
POPC

Sur le gel SDS-PAGE montrant le résultat de la digestion a la trypsine d’IFITM3 (1
trypsine : 200 IFITM3) reconstituée en nanodisques apparaissent les trois mémes bandes de
dégradation que celles obtenues lors de la protéolyse d’IFITM3 en protéoliposomes (figures
64 et 35). Ce profil de digestion de la protéine identique en nanodisque et en liposomes tend a
démontrer qu’IFITM3 adopterait la méme topologie au sein de la membrane des liposomes et

des nanodisques et qu’elle y serait bien insérée dans les deux cas.
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Figure 64 : Gel SDS-PAGE montrant le résultat de la protéolyse limitée d’ IFITM3 en nanodisques
POPC : MSP1 aprés 5, 15, 60 et 120 min d’incubation avec de la trypsine ajoutée au ratio massique
d’1 trypsine : 200 IFITM3
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12.  Détermination de [’état oligomérique d’IFITM3 en nanodisques
MSP1E3D1-POPC et MSP1-POPC par pontage chimique

Le résultat du pontage chimique d’IFITM3 en nanodisques de moyenne et de grande
taille avec différentes concentration d’EGS et de glutaraldehyde (1 et 5 mM) a ici été visualisé
par « western blot » avec un anticorps anti-histidine afin de ne pas détecter la présence de la
protéine MSP formant les nanodisques. Une bande pouvant correspondre au poids
moléculaire d’un dimére d’IFITM3 est apparue en 1’absence et en présence d’EGS avec les
nanodisques formés a partir de la protéine d’assemblage MSP1E3D1 (figure 65). Cet éventuel
dimére d’IFITM3 n’a par conséquent pas été affecté par le prétraitement dénaturant (action
combinée du SDS, du 2-mercaptoéthanol et de la chaleur) qu’il a subi avant son analyse par
SDS-PAGE, probablement parce que protégé par la bicouche lipidique du nanodisque. Une
autre bande pouvant correspondre au poids moléculaire d’un trimére d’IFITM3 n’est quant a
elle apparue qu’en présence d’EGS (figure 65). La méme expérience réalisée avec IFITM3 en
nanodisques de plus petite taille, formés a partir de la protéine d’assemblage MSPI, a
¢galement révélé la présence d’un potentiel dimere d’IFITM3 aussi bien en présence qu’en
I’absence d’agent de pontage chimique, glutaraldehyde ou EGS (figure 66), démontrant une
fois encore la résistance de ce potentiel dimere a la dénaturation. La présence de 1’agent de
pontage chimique n’a eu pour conséquence que d’accentuer I’intensité de la bande déja
présente. Cependant, il convient d’étre prudent quant a l’interprétation de ces résultats
puisqu’ils ne permettent pas d’exclure toute implication de la MSP dans la formation de ces

diméres ou trimeres avec la protéine IFITM3.
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Figure 65 : « Western blot » réalisé avec un anticorps anti-histidine montrant le résultat du pontage
chimique d’IFITM3 en nanodisques de grande taille (MSP1E3D1 : POPC) avec 0, 1 et 5 mM d’EGS
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Figure 66 : « Western blot » réalisé avec un anticorps anti-histidine montrant le résultat du pontage
chimique d’IFITM3 en nanodisques de taille moyenne (MSP1 : POPC) avec 0, 1 et 5 mM de
glutaraldehyde ou d’EGS

Deux autres expériences visant a déterminer I’état oligomérique d’IFITM3 en
nanodisques (MSP1 : POPC) ont également été mises en ceuvre. La premicre a été 1’analyse
de ces nanodisques par spectrométrie de masse en condition native. Cependant, cette approche
fit en échec, IFITM3 s’ionisant trop faiblement. La deuxiéme a ¢t¢ de marquer IFITM3 avec
des billes d’or se liant a son étiquette Six histidines et d’observer les nanodisques par
microscopie électronique afin d’essayer de compter le nombre de billes d’or et donc de
protéines IFITM3 présentes par nanodisque. Cependant, cette approche f(t également un

échec, les billes d’or semblant désagréger les nanodisques.
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13. Mise en évidence, par la méthode d’électrophysiologie TEVC, de la
formation de pores membranaires par la protéine IFITM3 en micelles
de Fos-Choline-12

L’hypothese selon laquelle la protéine IFITM3 pourrait exercer son activité antivirale
en formant des pores ou canaux ioniques au sein de la membrane des endosomes et des
lysosomes a ici été investiguée par la méthode TEVC (« Two-Electrode Voltage Clamp »)
employée sur des ovocytes de Xénope. Il s’agit d’une méthode d’électrophysiologie utilisant
deux microélectrodes, 1’une mesurant le potentiel membranaire et 1’autre injectant un courant
afin de maintenir le potentiel imposé (Voltage-Clamp). Cette méthode de double électrode
permet d'uniformiser le potentiel de membrane sur des cellules de grande taille, tels que les
ovocytes de Xénope (~1 mm de diameétre) qui sont utilisés dans cette étude. Le potentiel
membranaire est la différence de potentiel électrique existant entre les compartiments intra et
extracellulaires. Cette différence de potentiel est due a une asymétrie de charge entre les deux
compartiments séparés par la membrane. Le potentiel de membrane au repos des cellules est
maintenu par les gradients ioniques (principalement potassiques) et l'ouverture de canaux
ioniques sélectifs qui créent un flux de charge constant. Le gradient ionique est également
maintenu en permanence par l’activit¢ des pompes ATPases sodium/potassium (Na/K)
consommatrices d’énergie. Dans cette expérience, la valeur du potentiecl membranaire est
imposée (-50mV) et est maintenue constante en appliquant a ’ovocyte un courant égal et
opposé en charge au courant traversant la membrane. Tout changement du potentiel
membranaire, induit par exemple par la formation de pores, génére un flux ionique et donc un
courant qui est enregistré en temps réel. La configuration TEVC refléte I’ensemble des
courants ioniques traversant la membrane plasmique de I'ovocyte de Xénope. Durant
I'enregistrement effectué par un automate (HiClamp, MultiChannel Systems), I'ovocyte est

incubé dans différents puits contenant les tampons et échantillons testés.

Afin de déterminer si la protéine IFITM3 avait une quelconque activité de formation
de pores ou de canaux ioniques au sein de la membrane d’ovocytes de Xénope, une premiere
expérience TEVC a été réalisée en présence de 5 uM de protéine IFITM3 en micelles de Fos-
Choline-12. Pour ce faire, deux contrbles ont été réalisés au préalable en incubant 1’ovocyte
avec, tout d’abord, le tampon ND-96 (5 mM HEPES pH 7,4 ; 91 mM NaCl, 2 mM KCI ; 1,8
mM CaCl,, ImM MgCI,) puis avec le tampon d’IFITM3 (PBS pH 7,4 ; 3,5 mM Fos-Choline-

12) pendant 4 min afin de s’assurer qu’aucun de ces tampons, et en particulier le détergent
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Fos-Choline-12, n’avait d’effet sur le potenticl membranaire de 1’ovocyte, puisque la création
de fuite ionique dans la membrane par le détergent engendrerait un signal identique a la
formation de pore. La valeur du courant enregistré avec ces tampons est toujours égale a zéro,
indiquant qu'aucune fuite ionique n'est produite par ces tampons et que ces conditions sont
propices a la mesure de formation de pore (figure 67). L'ovocyte a ensuite été incubé pendant
4 min avec 5 UM de protéine IFITM3 dans son tampon. La présence de la protéine IFITM3
(avec détergent) dans le milieu extracellulaire de lI'ovocyte de Xénope a cette fois généré un
courant de grande amplitude (> 90 pA) tel que montré par I’enregistrement de la figure 67.
Ce courant est d a une fuite ionique importante suggérant la formation de pores au sein de la
membrane des ovocytes. A titre de comparaison, les canaux potassiques ayant la plus forte
expression et activité dans les mémes conditions génerent une amplitude de courant plus
proche de 20 pA, signifiant que la fuite massive d’ions engendrée par IFITM3 serait tres
probablement non sélective et qu’elle résulterait de la formation de pores membranaires par
IFITMS.
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Figure 67 : Mesure électrophysiologique de la formation de pores par IFITM3. Enregistrement TEVC
montrant 1’évolution de la valeur du courant en fonction du temps suite a I'incubation de I’ovocyte
avec le tampon "physiologique” (ND-96) puis avec le tampon de la protéine IFITM3 (PBSpH 7,4 ; 3,5
mM Fos-Choline-12) et enfin avec la protéine IFITM3 a 5 uM dans son tampon

(données recueillies par Laura Lemel, goupe canaux de I’'IBS)

Ensuite, afin de pouvoir attribuer cet effet uniquement a 1’action de la protéine
IFITM3 et non a une éventuelle action combinée de la protéine et du détergent ou encore a la
formation d’agrégats, cette méme expérience a ¢été répétée en incluant un controle
supplémentaire, a savoir une autre protéine, gp-41, qui est solubilisée dans le méme détergent,

la Fos-Choline-12, et non connue pour former des pores. L'incubation de I’ovocyte avec le
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tampon de gp-41 (50 mM Hepes pH 7,1 ; 80 mM KCI, 1 mM Fos-Choline-12) puis avec 5
MM de gp-41 dans son tampon n’ont pas engendré de courant, contrairement a la protéine
IFITM3 ajoutée ensuite (figure 68) suggérant que la formation de pore est spécifiquement liée
a la présence d’IFITM3. Bien que les concentrations en détergent ayant été testées pour gp-41
et IFITM3 ne soient pas identiques (1 mM versus 3,5 mM), ces résultats confortent 1’idée
selon laquelle la formation de pores ne résulterait que de I’action d’IFITM3 et ne serait pas
lie & la présence de son détergent.
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Figure 68 : Contr6le négatif avec la protéine GP41 solubilisée en Fos-Choline-12. Enregistrement
TEVC montrant 1’évolution de la valeur du courant en fonction du temps suite a I’incubation de
I’ovocyte avec, successivement, son tampon (ND-96), le tampon de la protéine gp-41 (50 mM Hepes
pH 7,1 ; 80 mM KCI, 1 mM Fos-Choline-12), la protéine gp-41 a 5 UM dans son tampon, a nouveau le
tampon de I’ovocyte, le tampon d’IFITM3 (PBS pH 7,4 ; 3,5 mM Fos-Choline-12) et la protéine
IFITM3 dans son tampon

(données recueillies par Laura Lemel, goupe canaux de I’IBS)

En outre, certains enregistrements TEVC ont montré que 5 uM de protéine IFITM3
généraient parfois un signal saturant l'amplificateur (courant > 107 pA) (figure 68) et
conduisaient a la mort des ovocytes. Afin de vérifier si I'amplitude du signal est corrélée avec
la concentration en IFITM3, une autre expérience TEVC a alors été menée avec une
concentration en protéine IFITM3 réduite de moitié (2,5 uM) de maniere a constater un
éventuel effet dose-dépendant de la protéine et a établir une cinétique de formation des pores.
Les enregistrements ont montré que réduire la concentration en protéine induisait également
une baisse de I'amplitude du courant ainsi qu'un ralentissement de la cinétique de formation

des pores comme espéré (figure 69).
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Figure 69 : L'amplitude et la cinétique du signal sont corrélées avec la concentration d’TFITM3.
Enregistrement TEVC montrant I’évolution de la valeur du courant en fonction du temps suite a
I'incubation de I’ovocyte avec le tampon “physiologique” (ND-96) puis avec le tampon de la protéine
IFITM3 (PBS pH 7,4 ; 3,5 mM Fos-Choline-12) et enfin avec la protéine IFITM3 a 2,5 uM dans son
tampon

(données recueillies par Laura Lemel, goupe canaux de I’IBS)

Afin de saffranchir d'artéfacts éventuels lies aux étapes de purification et de
solubilisation d’IFITM3, une autre fagon d’investiguer la formation de pores par la protéine
IFITM3 au sein de la membrane d’ovocytes a été d’injecter I’ARNm codant pour la protéine
dans ces ovocytes, de fagon a ce qu'ils expriment la protéine in situ, et ’adressent a la
membrane plasmique si celle-ci forme des pores dans ces conditions. La détection des pores a
été réalisée par la méthode TEVC 24 a 48h aprés ’injection de I’ARNm. Cependant, aucune
formation de pore n’a été mise en évidence dans les ovocytes micro-injectés avec I’ARNmM
codant pour IFITM3. Ce résultat négatif ne signifie pas pour autant qu’IFITM3 ne forme pas
de pores au sein de la membrane plasmique des ovocytes, la premiere cause possible étant la
trop faible expression de la protéine. En effet les résultats obtenus avec l'incubation d’IFITM3
solubilisée a 2,5 UM suggeérent qu'une reduction de la concentration de la protéine d'un facteur
2 (5 UM -> 2.5 uM) génere un signal d'une amplitude réduite d'un facteur ~10 (~90 pA ->
~9uA). D’autres causes pourraient également empécher la protéine d’exercer son activité de
formation de pores, telles que la présence d'autres domaines lipidiques intracellulaires
pouvant "pieger” IFTM3 tels que les membranes internes ou les nombreux granules lipidiques
présents dans le cytoplasme de I'ovocyte de Xénope. Dans ces cas, la méthode TEVC ne peut
détecter les fuites ioniques, seules celles se produisant a la membrane plasmique peuvent étre

enregistrées.
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1. Influence de la Fos-Choline-12 sur le repliement adopté par IFITM3

Sur la base de résultats acquis par RMN en solution et par RPE, Ling et al. ont
récemment proposé un modeéle de structure et de topologie membranaire adopté par la
protéine IFITM3 en micelles de Fos-Choline-12, a savoir deux courtes hélices apha
intramembranaires N-terminales connectées via une petite boucle flexible a une longue hélice
alpha transmembranaire C-terminale (figure 7) (Ling et al., 2016). Bien que ce modele
supporte la théorie selon laquelle IFITM3 est une protéine transmembranaire de type 2
(Bailey et al., 2013) et qu’il dépeigne une conformation de la protéine accessible aux
modifications post-traductionnelles qui lui ont été associées (Yount et al., 2012), nous avons
des raisons de croire que ce modéle pourrait ne pas correspondre a celui de la protéine
IFITM3 dans son état fonctionnel. Nous pensons que la structure d’IFITM3 pourrait avoir été
affectée en tout ou en partie par 1’usage des détergents (SDS et Fos-Choline-12) ayant servi a
sa solubilisation et a sa purification. La protéine IFITM3 exprimée a la membrane de cellules
BL21-GOLD en a, en effet, été extraite a 1’aide de 1 % de SDS, un détergent anionique

dénaturant, avant d’étre ensuite purifiée dans des micelles de Fos-Choline-12.

La Fos-Choline-12 que nous avons également utilisée ici pour solubiliser et purifier
IFITM3 est un détergent zwitterionique constitué d’une seule chaine aliphatique (queue
hydrophobe) liée a un groupement phosphocholine (téte polaire) (figure 12), sa structure est
donc proche de celle d’un phospholipide lui valant I’appellation de détergent « lipid-like ».
Comparé a d’autres détergents zwitterioniques tels que le CHAPS, CHAPSO ou encore le
LDAO connus pour étre relativement agressifs, la Fos-Choline-12 était, il y a encore quelques
années, considérée comme un détergent plus doux, utilisé lors d’études nécessitant que
I’activité de la protéine soit préservée. En outre, sa petite taille de micelle en a fait un
détergent de choix pour les études de RMN. Cependant, ces derniéres années, de nouvelles
études ont démontré que la Fos-Choline-12 pouvait se révéler étre un détergent
particulierement agressif et dénaturant pour certaines protéines et en particulier les
transporteurs mitochondriaux (Maffeo et Aksimentiev, 2009 ; Zhou et Cross, 2013 : Zoonens
et al., 2013 ; Crichton et al., 2015 ; Holzmann et al., 2016 ; Dehez et al., 2017). Un exemple
frappant est celui du transporteur mitochondrial UCP2 (« UnCoupling Protein 2 »). Des
experiences de denaturation thermique (TSA, « Thermostability Shift Assay ») ont montre
que lorsqu’UCP2 était extraite des membranes et solubilisée en Fos-Choline-12, aucune

transition entre un état replié et dénaturé de la protéine n’était observé tandis que
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lorsqu’UCP2 était extraite des membranes et solubilisée dans un détergent plus doux tel que
le DDM (n-Dodecyl B-D-Maltoside), une courbe de dénaturation thermique typique d’une
protéine repliée était alors obtenue (Crichton et al., 2015). Ces constations suggérent que la
Fos-Choline-12 a partiellement dénaturé UCP2 ou, tout du moins, a fortement affecté la
stabilité de sa structure tertiaire. De surcroix, la reconstitution en liposomes d’UCP2,
préalablement purifiée en Fos-Choline-12 (Berardi et al., 2011), n’a pas permis a la protéine
de recouvrer son état de repliement fonctionnel (Zoonens et al., 2013). La Fos-Choline-12 a

donc probablement affecté la structure d’UCP2 de maniére irréversible.

L’expérience de dénaturation thermique d’IFITM3 en micelles de Fos-choline-12 n’a
pas non plus permis de mettre en évidence de transition entre un état replié et un état dénaturé
de la protéine (figure 30), renforcant les doutes déja présents quant a un éventuel effet
délétere de la Fos-Choline-12 sur la structure d’IFITM3. En outre, la Fos-Choline-12 est le
seul détergent testé a avoir permis d’isoler IFITM3 sous sa forme monomérique en une seule
étape, reflétant son action plus agressive. Cependant, 1’étude, par dichroisme circulaire,
d’IFITM3 en micelles de Fos-Choline-12 (figure 29) a tout de méme mis en évidence
I’existence de structures secondaires au sein de la protéine et notamment d’hélices alpha dont

le pourcentage correspond a celui prédit (https://www.uniprot.org/uniprot/Q01628). De

méme, les expériences de RMN gue nous avons menées avec IFITM3 en Fos-Choline-12 ont
également confirmé la présence de régions ordonnées et désordonnées au sein de la protéine
(figure 52). IFITM3 ne serait donc pas entiérement dénaturée par la Fos-Choline-12, seule sa
structure tertiaire pourrait étre affectée. Ces présomptions quant au mauvais repliement adopté
par IFITM3 en micelles de Fos-Choline-12 m’ont encouragé a tenter de reconstituer IFITM3,
préalablement purifiée en Fos-Choline-12, en liposomes et en nanodisques en espérant que la
protéine recouvre sa structure native au sein de ces environnements lipidiques plus proches de
ses conditions physiologiques. Ne disposant d’aucun test permettant de déterminer
directement si IFITM3 est fonctionnelle ou non, j’ai alors investigué son repliement en
soumettant IFITM3 reconstituee en liposomes a des expériences de dichroisme circulaire et de
dénaturation thermique, cependant, pour des raisons indéterminées, ces expériences n’ont pas
permis de tirer de conclusion quant a I’état de repliement adopté par IFITM3 au sein de la
membrane de ces liposomes (données non montrées). La formation de pores ou tout du moins
la géneration de fuites ioniques au travers de la membrane des ovocytes de xénope observée
suite a I’ajout dans leur environnement extracellulaire de protéine IFITM3 en micelles de Fos-

Choline-12 (figure 67) tend, elle, @ démontrer qu’une fois débarrassée de son détergent et
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insérée dans une membrane, IFITM3 pourrait étre fonctionnelle, si toutefois il s’agit bien
d’une de ses fonctions. Un autre indice, bien que moins convaincant, est 1’absence de fusion
du virus de la grippe avec les liposomes liés entre eux par la protéine IFITM3 (figure 41).
Bien que I’explication pourrait étre tout autre, on ne peut totalement exclure que cette
inhibition résulte de ’activité exercée par IFITM3 dans ces liposomes. Enfin, les expériences
de RMN ont montré, qu’a faible pH, IFITM3 reconstituée en nanodisque devenait plus
ordonnée (figure 57), probablement par 1’établissement de nouvelles liaisons hydrogénes a
I’origine d’un gain de structure secondaire et tertiaire. La structure d’IFITM3 au sein de

membranes artificielles ne serait donc pas figée et serait sensible a son environnement.

2. Etats oligomériques adoptés par IFITM3 dans différents

environnements

Les différentes expériences de pontage chimique menées avec IFITM3 en micelles de
Fos-Choline-12, en liposomes, en nanodisques ou encore exprimée au sein de la membrane
bactérienne native (figures 26, 27, 37, 38, 65 et 66) ont toutes abouti a la méme conclusion,
IFITM3 semble au minimum pouvoir s’assembler en un dimére dans ces trois conditions. En
plus de la formation de diméres, celle de triméres d’IFITM3 a également été observée suite a
son expression au sein de la membrane bactérienne ainsi que suite a sa reconstitution en
nanodisques de grande taille (figures 27 et 65). Des dimeres, des triméres et des tétrameres
d’TFITM3 voire de plus grandes espéces oligomériques encore sont quant a elles apparues
suite a la reconstitution d’IFITM3 en liposomes (figure 38). Les résultats de ’attribution par
RMN des acides aminés d’IFITM3 reconstituée en nanodisque (figure 59) vont également
dans le sens de la dimérisation de la protéine puisque deux conformations différentes ont été
observées pour certains acides aminés signifiant qu’ils appartiennent probablement & deux
formes de la protéine IFITM3, une monomérique et une dimérique. Par ailleurs, si la
formation de pores par IFITM3 est avéree, celle-ci ne peut résulter que de I’insertion
d’IFITM3 au sein de la membrane de 1’ovocyte au mininum sous la forme d’un dimere (si sa
structure comporte 2 hélices transmembranaires) ou d’un tétramere (si sa structure n’en
comporte qu’une seule) puisque 4 hélices transmembranaires constituent le nombre minimal
d’hélices théoriquement requis pour former un pore membranaire. D’autre part, 1’observation
par microscopie électronique a coloration négative d’un échantillon fortement concentré en

protéine IFITM3 solubilisée en micelles de Fos-Choline-12 a révélé la présence dans
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I’échantillon de particules sphériques dont la taille, relativement homogene, serait supérieure
a celle d’un dimeére de la protéine (figure 28). Nous pensons par consequent que la formation
de ces gros assemblages serait dépendante d’une forte concentration en protéine et qu’il
pourrait également s’agir de 1’association de plusieurs dimeres d’IFITM3 entre eux. Ces
observations indiquent, par ailleurs, que la capacité d’IFITM3 a oligomériser n’a pas été

affectée par sa solubilisation en Fos-Choline-12.

Enfin, I’hypothése selon laquelle IFITM3 pourrait agir sous la forme d’un dimére a
déja été formulée précédemment, tout d’abord par John et al., ayant identifiés les résidus
phénylalanine 75 et 78 comme étant impliqués dans la dimérisation d’IFITM3 (John et al.,
2013) puis par Chesarino et al. selon lesquels deux protéines IFITM3 pourraient interagir et
combiner leur action de maniére a renforcer encore le mécanisme d’inhibition de la fusion
virale (Chesarino et al., 2017). Perreira et al. ont quant a eux postulé que dans la membrane
plusieurs protéines IFITM3 pourraient s’associer Vvia leur premier domaine intramembranaire
IM1 pour former un pentameére et que la répétition symétrique de ces pentameres pourrait

former un maillage altérant la fluidité et la courbure membranaire (Perreira et al., 2013).

3. Hypotheses concernant la topologie membranaire adoptée par IFITM3

en liposomes et en nanodisques

Suite a la digestion a la trypsine d’IFITM3 reconstituée en liposomes, trois bandes
principales sont apparues sur le gel SDS-PAGE, entre les marqueurs de poids moléculaire 10
et 15 kDa (figure 35). Ces mémes bandes sont également apparues suite a la digestion a la
trypsine d’IFITM3 reconstituée en nanodisques (figure 64). La comparaison de la taille des
bandes apparues sur le gel SDS-PAGE avec la taille théorique des fragments générés par
chaque site de clivage a permis de conclure qu’IFITM3 aurait été clivée au niveau des résidus
K51, K110, R112, R114, ou K115 mais n’aurait, en revanche, pas été clivée au niveau des
résidus R76 et K131 (figure 36). Ces deux résidus, R76 et K131, pourraient donc se situer
dans des régions d’IFITM3 protégées de la protéolyse Soit, parce qu’insérées dans la
membrane des liposomes ou dans celle des nanodisques soit, parce que trop proches de la
membrane pour étre atteintes par la trypsine. Tandis que les résidus K51, K110, R112, R114

et K115 feraient partie des régions extramembranaires d’IFITM3.
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Selon les derniers modeéles de structure et de topologie membranaires proposeés pour
IFITM3 (Ling et al., 2016 ; Chesarino et al., 2017), la lysine (K) 131 serait située au sein
d’une hélice transmembranaire (figure 70A et B). Elle serait donc bien protégée par la
membrane de la protéolyse par la trypsine. L’arginine (R) 76 serait quant a elle située en
dehors de la membrane (figure 70A et B), ce qui est probablement la raison pour laquelle elle
a pu étre attribuée par RMN (figure 71). 1l est donc surprenant qu’elle n’ait pas été affectée
par I’activité protéolytique de la trypsine. Néanmoins, étant située moins d’une dizaine de
résidus avant la premiére hélice identifiée comme étant amphipathique (figure 70B), sa
proximité avec la membrane 1’a peut-étre rendue difficile d’acces pour la trypsine (26,6 kDa).
Le résidu K51 ainsi qu'un ou plusieurs des résidus suivants K110, R112, R114 et K115 se
seraient eux montrés sensibles a la digestion par la trypsine. La lysine (K) 51, faisant partie de
la longue région N-terminale extramembranaire d’IFITM3 (figure 70A et B), il était attendu
qu’IFITM3 soit clivée a cet endroit. Concernant les résidus K110, R112, R114 et K115, le
modele A désignent la moiti¢ d’entre eux comme faisant partie d’une hélice intramembranaire
(figure 70A) tandis que le modele B les désignent comme faisant partic d’une hélice
extramembranaire (figure 70B). Si ces résidus ont bel et bien été clivés par la trypsine, il est
peu probable qu’il soient situés au sein ou a proximité d’une hélice intramembranaire qui les
protégerait ou les rendrait difficilement accessibles. Leur appartenance a une hélice
extramembranaire décrite par le modéle B (figure 70B) est donc plus en faveur des résultats
obtenus par protéolyse limitée. Cependant, si une telle hélice se trouvait en dehors de la
membrane et si elle était suffisamment flexible, la plupart des résidus la constituant auraient
probablement pu étre détectés et attribués par RMN, ce qui ne ft pas le cas (figure 71). 1l est
donc plus probable que ces résidus fassent partic d’une courte boucle intracytoplasmique
séparant les deux domaines membranaires d’IFITM3 et permettant I’accés de la trypsine a ces

résidus.

En conclusion, la topologie adoptée par IFITM3 au sein de la membrane des
nanodisques et des liposomes pourrait donc étre différente de celle décrite, sur la base de

données de RMN, pour la protéine en micelles de détergent (figure 70A).
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A.
10 20 30 40 50 60
MKHHHHHHPM SDYDIPTTEN LYFQGAMGNQ TVQTFFSPVN SGQPPNYEML KEEHEVAVLG
70 80 90 100 110 120
APHNPAPPTS TVIHIRSETS VPDHVVWSEEINEEEMNPCCL GFIAEAYSVISEDR KMVGDV
130 140 150 160
TGAQAYASTA KCLNIWALIL GILMTILLIV IPVLIFQAYG

B.
10 20 30 40 50 60
MKHHHHHHPM SDYDIPTTEN LYFQGAMGNQ TVQTFFSPVN SGQPPNYEML KEEHEVAVLG
70 80 90 100 110 120
APHNPAPPTS TVIHIRSETS VPDHVVWSLF NTLFMNPCCEGFIAFAYSVIKSEDREMVGDV
130 140 150 160
TGAQAYASTA KCLNIWALIL GILMTILLIV IPVLIFQAYG

K Heélices alpha intramembranaires
X Hélice alpha amphipathique

l Hélice alpha extramembranaire
X Hélice alpha transmembranaire

Figure 70 : Modéles de structure et de topologie membranaire proposés pour IFITM3 par A. Ling et

al. et B. Chesarino et al.

10 20 30 40 50 60
MKHHHHHHPM SDYDIPTTEN LYFQGAMGNQ TVQTFFSPVN SGQPPNYEML KEEHEVAVLG
70 80 90 100 110 120
APHNPAPPTS TVIHIRSETS VPDHVVWSLF NTLFMNPCCL GFIAFAYSVEK SRDRKMVGDV
130 140 150 160
TGAQAYASTA KCLNIWALIL GILMTILLIV IPVLIFQAYG

Figure 71 : Résultat de I’attribution des résidus d’IFITM3 par RMN. Les résidus attribués apparaissent
en vert dans la séquence en acides aminés d’IFITM3. Les résidus non attribués appartiennent

probablement aux régions membranaires d’IFITM3
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4, Nouvelle information structurale apportée par [Panalyse RMN

d’IFITM3 reconstituée en nanodisques

La mesure experimentale des NOEs ainsi que ’analyse des déplacements chimiques
(figure 60B) ont révélé que D’extrémité N-terminale d’IFITM3, située en dehors de la
membrane, contient une courte séquence 48-EMLK-52 adoptant une structure hélicoidale.
Cette structure hélicoidale n’a encore jamais été identifiée auparavant. Il s’agit d’une partie de
la séquence protéique 20-YEML-23 (ici, 47-YEML-51, la séquence d’IFITM3 étant précédée
d’une étiquette 6 histidines et d’un site de clivage a la protéase TEV) décrite comme jouant le
role de motif d’internalisation d’IFITM3, de la membrane plasmique vers les compartiments
intracellulaires endolysosomaux. Ce motif interagirait avec la sous-unité pu2 du complexe AP2
impliqué dans le processus d’internalisation par endocytose clathrine-dépendante. En outre, il
a été proposé que la phosphorylation de la tyrosine Y20 (ici, Y47) régulerait I’activité de ce
motif en empéchant son interaction avec la sous-unité u2 (Jia et al., 2012). La découverte de
la formation d’une hélice par une partie de ce motif conforte 1’idée selon laquelle celui-Ci

pourrait bien servir de site d’interaction avec une autre protéine.

Les parties membranaires d’IFITM3 n’ayant pas été attribuées, aucune information
extraite a partir des NOEs ou des déplacements chimiques n’a pu étre obtenue pour ces
régions. Ces mesures auraient pu servir a définir précisément la position des structures

hélicoidales au sein de ces régions.

Néanmoins, ces premicres tentatives de résolution de la structure d’IFITM3
reconstituée en nanodisques constituent une bonne base pour prévoir d’autres expériences de
RMN en solution qui, elles, pourraient aboutir a 1’obtention de cette structure et le cas
échéant, a la mise en place d’études fonctionnelles basées sur cette structure. De nouvelles
expériences realisées cette fois avec des lipides POPC deutérés sont d’ailleurs actuellement en

cours au laboratoire afin d’obtenir les informations structurales manquantes.
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5. Hypothéses concernant la ou les fonctions présumées d’IFITM3

La possibilité qu’IFITM3 puisse agir en formant des pores au sein de la membrane,
telle que démontré dans ce manuscrit par des expériences TEVC réalisées sur des ovocytes de
xenope (figure 67), n’a jusqu’a présent jamais été évoquée. Cependant, celle-ci corrobore
I’hypothése selon laquelle IFITM3 pourrait agir en empéchant [1’acidification des
compartiments endolysosomaux (Anafu et al., 2013). En effet, la formation de pores par
IFITM3 au sein de la membrane endolysosomale engendrerait un changement de la
composition ionique de la lumiére des endolysosomes (Bischofberger et al., 2012)
compromettant ainsi son acidification. Or, cette acidification est indispensable pour permettre
aux virus enveloppes de fusionner avec la membrane des compartiments endolysosomaux et
ainsi pénétrer dans le cytosol de la cellule cible. Ce mécanisme d’action expliquerait
¢galement pourquoi IFITM3 est active contre un large éventail de virus puisqu’elle cible un
mécanisme d’entrée dans la cellule qui est commun a un grand nombre d’entre eux.
Cependant, ce mode d’action potentiel ne permet pas d’expliquer 1’inhibition exercée par
IFITM3 contre le VIH-1 puisque ce virus fusionne a la membrane plasmique et que cette
fusion est non dépendante d’un faible pH. IFITM3 pourrait alors resreindre le VIH-1 selon un

autre mécanisme.

En outre, la mise en évidence de 1’oligomérisation d’IFITM3 appuie la théorie selon
laquelle IFITM3 pourrait former des pores membranaires puisqu’en théorie un minimum de 3
a 4 hélices transmembranaires serait requis pour former un pore. Les actinoporines (AP), par
exemple, sont de petites protéines d’une taille équivalente a celle d’IFITM3 (20 kD) pouvant
former un pore membranaire suite a 1’insertion dans la membrane de 3 a 4 hélices alpha

appartenant chacune a un monomeére d’AP (Rojko et al., 2016) (figure 72).
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Figure 72 : A. Structure 3D de I’actinoporine « fragaceatoxin C » (FracC) sous forme monomérique
B et C. Modéle de pore toroidal formé par 4 monomeéres d’actinoporine vu de profil (B) et de haut (C)
(Rojko et al., 2016)

Cependant, une telle formation de pores au sein de la membrane cellulaire pourrait
avoir pour conséquence d’aboutir a la mort de la cellule par nécrose ou apoptose (Kennedy et
al., 2009 ; Knapp et al., 2010 et Lin et al. ; 2010) or une telle issue suite a la surexpression
d’TFITM3 dans la cellule n’a encore jamais été décrite jusqu’a présent dans la littérature. En
conséquence, si IFITM3 forme des pores au sein de la membrane cellulaire, elle ne peut le
faire qu’a une faible concentration n’entrainant pas la mort de la cellule et de facon a ce que
celle-ci puisse mettre en ceuvre les moyens lui permettant de restaurer I’intégrité de sa
membrane. Il est particulierement intéressant de noter qu’un de ces moyens est le retrait de
ces pores de la membrane plasmique par endocytose afin de les détruire a I’issue de la voie
endolysosomale, tel que proposé pour les pores formés par les cytolysines dépendantes du
cholestérol (Idone et al., 2008 ; Corrotte et al., 2012 ; Tam et al., 2010). Nous pouvons des
lors imaginer que 1’activité d’IFITM3 pourrait étre régulée de maniere a ce qu’elle ne puisse

former des pores qu’une fois internalisée dans les compartiments endolysosomaux.

La S-palmitoylation des cystéines d’IFITM3 (Yount et al., 2010) pourrait quant a elle
permettre la reconnaissance et la liaison de la protéine a un certain type de lipide ou de
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récepteur de la membrane, IFITM3 étant en effet décrite comme étant principalement
localisée au niveau des radeaux lipidiques particulierement riches en cholestérol et en
sphyngomyéline ainsi qu’en récepteurs. Ces palmitoylations ne seraient par contre pas
nécessaires pour permettre a la protéine de former des pores puisque la formation de ceux-ci a
été mise en évidence a partir d’une protéine n’ayant pas été palmitoylée puisqu’exprimée en
bactérie. Elles ne pourraient intervenir alors que dans la localisation membranaire d’TFITM3.
L’hélice transmembranaire d’IFITM3 participerait elle & la formation du pore résultant de
I’oligomérisation de la protéine. Par ailleurs, en formant des pores, IFITM3 pourrait
¢galement étre a I’origine des mémes effets sur la membrane que ceux qui lui ont été attribués
tels que I’altération de sa fluidité et la modification de sa courbure (Ros et Garcia-Saez,
2015).

Cependant, ce modele impliquerait que la deuxiéme hélice transmembranaire
d’IFITM3 soit amphipathique. Or, seule son premier domaine membranaire a été decrit
comme pouvant contenir une hélice amphipathique (Chesarino et al., 2017). 1l convient
également de garder a I’esprit que, bien que les résultats des expériences TEVC plaident en
faveur d’une véritable formation de pores par IFITM3 au sein de la membrane d’ovocytes de
xénope, on ne peut totalement exclure I’hypothese selon laquelle cette fuite massive d’ions au
travers de la membrane puisse également résulter d’une déstabilisation importante de celle-ci

par IFITM3 et/ou son détergent sans formation de pores au travers de la membrane.

En outre, aucune formation de pores par IFITM3 au travers de la membrane des
liposomes n’a été observée par microscopie électronique a coloration négative. 1l se peut que
la taille des pores formés par IFITM3 soit trop petite pour étre visualisée ou bien que la
présence d’un certain type de lipide ou d’un récepteur au sein de la membrane conditionne la
formation de ces pores. Le diameétre du pore formé par 4 hélices alpha d’AP n’est en effet que
de 2 nm et la formation de ce pore nécessite la reconnaissance préalable par I’AP de la

sphyngomyéline, agissant comme récepteur dans la membrane cellulaire (Rojko et al., 2016).

Seuls de potentiels effets d’IFITM3 sur la courbure de la membrane des liposomes ont
été observés par microscopie électronique a coloration négative de méme qu’une
accumulation de protéine a I’interface de plusieurs liposomes semblant les lier entre eux
(figures 39 et 40). La présence d’IFITM3 au sein de ces amas de liposomes a eté confirmée
par 1’observation de protéoliposomes par microscopie de fluorescence (figure 46A et B).

Quant a un éventuel effet d’IFITM3 sur la membrane des liposomes, les liposomes ainsi liés
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entre eux par la protéine ont montré adopter une forme plus angulaire, voire rectangulaire
pour certains, et non une forme sphérique normalement adoptée par les liposomes.
L’accumulation de protéine pourrait, elle, correspondre a un exces de protéine IFITM3
n’ayant pas pu s’insérer dans la membrane des liposomes déja saturée et ayant trouvé refuge a
la confluence de plusieurs liposomes sous la forme d’agrégats. Un ratio massique d’une
protéine IFITM3 pour 10 lipides POPC ou POPS a en effet été utilisé pour former ces
protéoliposomes, il n’est donc pas étonnant que toute la protéine n’ait pu s’y insérer. De plus,
I’observation en microscopie de fluorescence de dépdts de lipides associés a de la protéine
IFITM3 sur la lame du microscope (figure 46D) pourrait résulter de la destruction des
liposomes suite a une insertion trop importante de protéine au sein de leur membrane. Cette
accumulation de protéine a la confluence de plusieurs liposomes pourrait également résulter
d’une mauvaise insertion de la protéine au sein de la membrane liposomale. Il est important
de rappeler que la protéine IFITM3 utilisée pour ces expériences a été exprimée en bactérie,
organisme au sein duquel la plupart des modifications post-traductionnelles ne peuvent avoir
lieu. IFITM3 n’a donc pas ici fait I’objet des palmitoylations avancées comme pouvant servir
d’ancrage de la protéine a la membrane. De plus, les lipides choisis pour sa reconstitution en
liposomes ne lui ont peut-étre pas permis de recouvrer sa structure native. Il est par
conséquent probable que le premier domaine membranaire d’IFITM3 ne se soit pas inséré
comme il se doit au sein de la membrane liposomale et se soit alors associ€ a celui d’une autre
protéine IFITM3 située a proximité ou présente dans la membrane d’un liposome adjacent
formant dés lors ces gros assemblages a la confluence de plusieurs liposomes. Une autre
explication possible est que parmi les deux régions membranaires d’IFITM3, 1’une se soit
insérée au sein de la membrane d’un liposome et 1’autre se soit insérée au sein de la
membrane d’un autre liposome adjacent, formant dés lors un pontage entre ces deux

liposomes.

Néanmoins, les expériences de protéolyse limitée menées avec ces protéoliposomes
(figure 35) ont démontré que certaines parties de la protéine sont protégées de la protéolyse et
que ces parties pourraient correspondre aux régions de la protéine prédites comme étant
membranaires. Une proportion importante de protéine IFITM3 pourrait donc s’étre bien
insérée au sein de la membrane des liposomes. En outre, la formation de différentes formes
oligomériques d’IFITM3 au sein de ces protéoliposomes a été mise en évidence par des
experiences de pontage chimique (figure 38) signifiant que toute la protéine ne peut pas y étre

présente que sous une forme agrégee. Enfin, 1’absence de fusion du virus de la grippe avec les
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liposomes regroupés autour d’amas de protéine IFITM3 (figure 41) suggere que la présence
d’IFITM3 au sein de la membrane de ces liposomes, correctement reconstituée ou non,
pourrait étre défavorable a la fusion du virus de la grippe avec ces liposomes. En effet, en
oligomérisant au sein de la membrane liposomale, IFITM3 pourrait 1’avoir destabilisée et
pourrait avoir modifié sa courbure, tel qu’observé sur les images de microscopie électronique
a coloration négative de protéoliposomes adoptant une forme quasiment rectangulaire,
inhibant des lors le processus de fusion entre les membranes virale et liposomale. Nos
observations sont donc plutdt en faveur de I’hypothése selon laquelle IFITM3 exercerait une
action antivirale de type mécanique, dépendante de son oligomérisation, et influant sur la
fluidité et la courbure membranaire, rendant ainsi le processus de fusion virale
énergétiqguement défavorable (John et al., 2013). Les fuites ioniques engendrées par IFITM3
au travers de la membrane d’ovocytes de xénope pourraient egalement résulter d’une
déstabilisation membranaire ou encore réfléter 1’existence d’un autre mode d’action
d’IFITM3, celui de former des pores au sein des membranes des compartiments
endolysosomaux afin de modifier leur composition ionique et ainsi rendre ces compartiments
hostiles a la fusion virale. On peut alors imaginer que le mécanisme d’action exercé par
IFITM3 pourrait différer en fonction du type cellulaire dans lequel elle se trouve, de sa

localisation au sein de la cellule et du type de virus ciblé.
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Abstract

The host cell first line of defence against viral infections induces the production of interferons.
These interferons are then released in the surrounding medium where they bind to target cells and
induce the expression of hundreds of genes so called interferon-stimulated genes (ISGs). The
interferon inducible transmembrane proteins IFITM are part of the products of these ISGs. IFITM1, 2
and 3 are antiviral factors able to restrict the replication of a broad variety of enveloped viruses, such
as influenza virus, HIV-1 (Human Immunodeficiency Virus) and Hepatitis C virus. These viruses
enter in the host cell either by direct fusion with the cell membrane or by endocytosis. IFITM proteins
contain two membrane regions for insertion or interaction with plasma and endolysosomal membranes
where they block the fusion of virus particles with cellular membranes by a mechanism which is still
undefined. In addition, their incorporation into new HIV virions, in virus producing cells, has been
correlated with decreased infectivity.

Among the IFITM protein family members, IFITM3 is the one showing the most recurrent
antiviral effect in the different studies. Therefore it represents a good model to study the whole IFITM
family.

The determination of its structure and membrane topology is crucial to be able to clarify,
through structure-based functional studies, the mechanism(s) by which IFITM3 interfere with the viral
cycle.

Here we characterized and we studied IFITM3 structure and membrane topology in a lipidic
environment close to its native environment such as liposomes and nanodiscs. We demonstrated that
IFITM3 can self-associate to form at least a dimer. Some higher order associations of IFITM3 have
been observed after its reconstitution into liposomes and big size nanodiscs. We discovered by NMR
in solution that the N-terminal region of IFITM3 contains a small helical region, never described until
now, which could correspond to an internalization motif. We also observed by negative staining
electron microscopy some liposomal membrane curvature changes that could be assigned to the
presence of IFITM3 in these liposomes. And we discovered through TEVC experiments that IFITM3
addition in the extracellular environment of xenopus oocytes produces ion leaks through the oocyte
membrane which could result either from membrane destabilization or from a pore formation.
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Les protéines IFITM (« InterFeron Inducible TransMembrane proteins »), et en particulier les
membres 1, 2 et 3, sont des facteurs de restriction antiviraux dont I’expression est induite par le
systeme immunitaire inné en réponse a une infection virale. Elles inhibent la réplication de nombreux
virus pathogenes pour ’homme parmi lesquels figurent le virus de la grippe A, le VIH (Virus de
I’Immunodéficience Humaine) de type 1 ou encore le virus de I’hépatite C. Ces virus entrent dans la
cellule hote, soit par fusion directe avec la membrane plasmique, soit par la voie de I’endocytose. 1l est
a présent communément admis que les protéines IFITM, localisées au sein des membranes plasmiques
et endolysosomales, agissent en inhibant la fusion des membranes virales et cellulaires, empéchant par
conséquent I’entrée du virus dans la cellule et donc sa réplication. D’autre part, dans le cas du VIH,
leur incorporation dans les particules virales produites par la cellule hdte diminuerait la capacité de ces
particules a infecter de nouvelles cellules cibles. Cependant, les mécanismes moléculaires par lesquels
les protéines IFITM interferent avec le cycle viral ne sont pas encore clairement définis.

Parmi les membres de la famille IFITM, IFITM3 est celui qui présente I’effet antiviral le plus
systématique selon les différentes études. Il constitue donc un modéle de référence pour étudier la
famille IFITM.

Déterminer la structure ainsi que la topologie membranaire d’IFITM3 sous sa forme active
rendrait alors possible la réalisation d’études fonctionnelles, dont les résultats contribueraient sans nul
doute a élucider le(s) mécanisme(s) par le(s)quel(s) IFITM3 exerce son activité antivirale.

C’est pourquoi, nous nous sommes tout d’abord attelés a reconstituer IFITM3 au sein de
membranes artificielles (liposomes, nanodisques), car contrairement aux micelles de détergent, ces
membranes artificielles peuvent mimer 1’environnement natif des protéines membranaires et par
conséquent, offrir de plus grandes chances de les y étudier sous leur forme active. Nous avons ensuite
procédé a la caractérisation biochimique et biophysique d’IFITM3 et avons mis en évidence la
formation de dimeére de la protéine ainsi que de plus grandes espéces oligomériques. L’analyse
structurale d’IFITM3 reconstituée en nanodisques par RMN nous a quant a elle permis d’identifier une
courte région hélicoidale dans la région N-terminale extramembranaire d’IFITM3 encore jamais
décrite auparavant et pouvant correspondre a un motif d’internalisation. Nous avons en outre observé,
par microscopie électronique a coloration négative, de potentiels effets d’IFITM3 sur la courbure de la
membrane de liposomes qui pourraient étre a 1’origine de son action inhibitrice sur la fusion virale. Et
enfin, nous avons montré au travers d’expériences TEVC que lorsqu’IFITM3 est présente dans
I’environnement extracellulaire d’ovocytes de xénope, celle-ci est capable d’engendrer des fuites
ioniques au travers de la membrane des ovocytes qui pourraient résulter soit, d’une déstabilisation de
la membrane par IFITM3 soit, d’une formation de pores membranaires par la protéine.
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