B A
S E

@Point sur :

Biotechnol. Agron. Soc. Environ. 2007 11 (4), 313-335

Implication des peptides de fusion des glycoprot€ines de
fusion virales de classe I dans la fusion membranaire

Aurélien Lorin, Benoit Charloteaux, Laurence Lins, Robert Brasseur

Gembloux Agricultural University — FUSAGx. Centre de Biophysique moléculaire numérique. Passage des Déportés, 2.
B-5030 Gembloux (Belgique). E-mail : brasseur.r@fsagx.ac.be

Recu le 5 mars 2007, accepté le 5 juillet 2007

L’infection virale, impliquant la fusion entre I’enveloppe virale et la membrane plasmique de la cellule cible, est induite par
une glycoprotéine ancrée dans I’enveloppe virale. Apres activation, la glycoprotéine subit un changement de conformation
lui permettant d’exposer une région appelée « peptide de fusion » indispensable a I’induction de la fusion. L’étude des glyco-
protéines ainsi que des peptides de fusion en 1’absence du reste de la glycoprotéine a permis de mieux comprendre les mé-
canismes impliqués dans la fusion membranaire. Il a ainsi été montré que les peptides de fusion induisent la fusion et la
perméabilisation de membranes. Ces peptides sont capables de s’insérer de maniere oblique dans la membrane sous forme
hélicoidale. Cette orientation induirait la déstabilisation lipidique, favorisant la fusion membranaire. Toutefois, jusqu’a pré-
sent, aucune étude in vivo, in vitro ou in silico ne s’était intéressée a déterminer la séquence minimale impliquée dans la fusion
membranaire. En utilisant la relation oblicité-fusogénicité, cette séquence a été déterminée par modélisation moléculaire pour
deux virus, le Virus de I'ITmmunodéficience Humaine et le Virus de la Leucémie Bovine. Ces nouveaux résultats sont particu-
lierement intéressants pour le développement de vaccins et de molécules antivirales.

Mots-clés. VIH, BLV, Influenza A, infection virale, modélisation moléculaire, peptide oblique, bicouche lipidique, membrane,
structure secondaire.

The implication of fusion peptides of class I viral fusion glycoproteins in the membrane fusion. Viral infection involves
fusion between the viral envelope and the target cell plasmic membrane. The fusion is induced by a glycoprotein anchored in
the viral envelope. After activation, the glycoprotein undergoes a conformational change inducing the exposure of a region
named « fusion peptide » essential for the fusion process. Studies on glycoproteins and on isolated fusion peptides have
allowed to better understand the mechanisms involved in membrane fusion. It was notably shown that fusion peptides induce
fusion and leakage of membranes. These peptides are able to insert obliquely in a membrane when helical. This orientation
induces lipid destabilisation, favouring membrane fusion. However, to date, none of these in vitro, in vivo or in silico studies
has determined the minimal sequence required for membrane fusion. Using the obliquity-fusogenicity relationship, the latter
was determined by molecular modelling for two viruses, the Human Immunodeficiency Virus and the Bovine Leukaemia
Virus. These new results are of particular interest in the development of vaccines and antiviral drugs.

Keywords. HIV, BLYV, Influenza A, viral infection, molecular modelling, tilted peptide, membrane, lipid bilayer, secondary
structure.

1. LAFUSION VIRALE

La fusion membranaire intervient dans de nombreux
processus biologiques, comme le transport intracellu-
laire (Rothman, 1994), le développement musculaire
(Towler et al., 2004), la neurotransmission (Gianinazzi
etal., 2005 ; Jena, 2005), la fécondation (Longo,
Yanagimachi, 1993) et I’infection virale (Hughson,
1995 ; Chizmadzhev, 2004).

1.1. Etapes de la fusion membranaire

Qu’elle soit intracellulaire ou extracellulaire, la fusion
est un processus qui implique le rapprochement de
deux membranes, leur fusion et la formation d’un pore
de fusion aqueux (Jahn, Sudhof, 1999) (Figure 1).
Malgré le développement de techniques permettant
de controler la fusion, les mécanismes moléculaires
impliqués dans le processus de fusion ne sont toujours
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Figure 1. Description de la fusion membranaire selon 1’hy-
pothese du pore lipidique — Membrane fusion description
according to the lipidic pore hypothesis.

L’implication des glycoprotéines de fusion virales de classe I lors
de la fusion tient compte du modele « jackknife ». Pour simplifier,
un seul trimere de glycoprotéines est représenté. Les hélices N des
glycoprotéines sont représentées en noir alors que les hélices C
sont représentées en blanc. La membrane plasmique est située en
haut, I’enveloppe virale est située en bas. Les tétes polaires des
lipides des monocouches externes de la membrane plasmique et
de I’enveloppe virale sont noires. Les tétes polaires des lipides
des monocouches internes de la membrane plasmique et de
I’enveloppe virale sont blanches. Au niveau de I’intermédiaire
stalk, la courbure négative des monocouches internes fusionnées
est indiquée. Au niveau du pore de fusion, la courbure positive
des monocouches internes fusionnées est indiquée — The
implication of class I viral fusion glycoproteins during the fusion
takes into account the « jackknife » model. To simplify, only one
glycoprotein trimer is shown. N helices of glycoproteins are in
black, C helices are in white. The plasmic membrane is at the top,
the viral envelope is at the bottom. Lipids headgroups of external
monolayers are in black, lipids headgroups of internal monolayers
are in white. The negative curvature of external monolayers of
stalk and the positive curvature of internal monolayers of the
fusion pore are indicated.

1 : glycoprotéines de fusion virales sous conformation
pré-fusion — pre-fusion conformation of fusion glycoproteins;
2 : glycoprotéines de fusion virales sous conformation

étirée — elongated conformation of fusion glycoproteins;

3 : glycoprotéines de fusion virales sous conformation post-
fusion — post-fusion conformation of fusion glycoproteins.

pas connus avec exactitude. Deux modeles contra-
dictoires de la fusion membranaire ont été proposés :
I’hypothese du pore protéique (« proteinaceous » en
anglais) et I’hypothese du pore lipidique. Selon la
premiere hypothese, le pore de fusion initial consiste
en un canal aqueux constitué de protéines connectées
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aux deux membranes (Almers, Tse, 1990 ; Lindau,
Almers, 1995). Suite a son expansion, ce pore in-
corpore des lipides des membranes pour atteindre
sa taille optimale (Jahn, Grubmiller, 2002). Cette
hypotheése n’est cependant pas en accord avec les
nombreuses études suggérant que la fusion membra-
naire implique une étape intermédiaire exclusivement
lipidique (Chernomordik et al., 1993 ; 1995 ; Kemble
et al., 1994 ; Chernomordik, Zimmerberg, 1995 ; Lee,
Lentz, 1998 ; Melikyan et al., 2000 ; Gaudin, 2000 ;
Russell et al., 2001 ; Xu et al., 2005 ; Reese et al.,
2005 ; Giraudo et al., 2005 ; Dennison et al., 2006).
Cette étape est prise en compte dans la deuxieme hy-
pothese. La figure 1 détaille les différentes étapes du
modele du pore lipidique. Tout d’abord, pour que la
fusion se réalise, il faut un rapprochement et une mise
en contact des deux membranes a fusionner. Un apport
énergétique est nécessaire pour contrecarrer la barriere
énergétique constituée par la barriere d’eau existant
entre les membranes. Dans le cas de la fusion induite
par des virus enveloppés, cet apport est fourni par les
glycoprotéines de fusion virales ancrées dans 1’enve-
loppe virale. Le mode d’action de ces glycoprotéines
sera expliqué plus en détail dans la suite de ’article.
Lorsque les deux membranes sont en contact, la fusion
des monocouches externes se réalise. Un intermédiaire
lipidique, appelé « stalk » est alors formé. Le stalk est
constitué des monocouches externes des deux mem-
branes qui ont fusionné et des monocouches internes
des deux membranes non fusionnées (Figure 1). Les
monocouches externes fusionnées adoptent une cour-
bure négative (Siegel, 1993 ; Chernomordik et al.,
1995). Cet état stalk n’est que transitoire et évolue, par
expansion radiale, en « diaphragme d’hémifusion » ou
les deux monocouches internes se mettent en contact
(Figure 1) (Melikyan et al., 1995 ; Chernomordik
et al., 1998 ; Gaudin, 2000). Que ce soit au niveau du
stalk ou du diaphragme d’hémifusion, aucun trans-
fert aqueux n’est possible puisque les monocouches
internes n’ont pas fusionné. Tout comme le stalk, le
diaphragme d’hémifusion n’est que transitoire et évo-
lue en pore de fusion exclusivement lipidique suite a la
fusion des monocouches internes (Jahn, Grubmiiller,
2002). En plus d’&tre supporté par de nombreux ré-
sultats expérimentaux, le modele du pore lipidique
est également supporté par de nombreuses études
théoriques et de modélisation moléculaire (Kuzmin
etal., 2001 ; Noguchi, Tasaku, 2002 ; Kozlovsky
et al.,2002 ; 2004 ; Koslovsky, Kozlov, 2002 ; Katsov
et al., 2004 ; Marrink, Mark, 2004 ; Smeijers et al.,
2006). Récemment, la structure stalk a été observée
apres déshydratation de bicouches lipidiques, ce qui
renforce également la deuxieme hypothese (Yang,
Huang, 2002). Toutefois, a I’heure actuelle, ni la
structure « stalk », ni un canal de protéines n’ont été
observés lors de la fusion in vivo (Lentz, 2006).
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1.2. Les glycoprotéines de fusion virales : des
protéines indispensables a la fusion virale

La fusion membranaire ne se réalise pas spontané-
ment et nécessite la présence de catalyseurs (Basanez,
2002). Dans le cas de I’infection virale, ces cataly-
seurs sont des glycoprotéines localisées a la surface
de I’enveloppe des virus. Lorsque ces protéines sont
inhibées par des anticorps (Cleveland et al., 2000 ;
Zhang, Chen, 2003 ; Heap et al., 2005) ou mutées
(Gething et al., 1986 ; Kowalski et al., 1987 ; Bosch
etal., 1989 ; Freed etal., 1990 ; Voneche etal.,
1992 ; Buchschacher etal., 1995; Schaal etal.,
1995 ; Fredericksen, Whitt, 1995 ; Steinhauer et al.,
1995 ; Delahunty et al., 1996 ; Durell et al., 1997 ;
Zhu et al., 1998 ; Pritsker et al., 1999 ; Rothenberg
et al., 2001 ; Russell et al., 2004), la fusion virale est
diminuée ou n’est plus observée.

L’analyse par rayons X ou par RMN de parties so-
lubles de glycoprotéines virales montre deux classes
structurales différentes (Figure 2). Les glycoprotéines
de classe II sont constituées de 3 domaines principale-
ment repliés en feuillets béta, « couchés » sur ’enve-
loppe virale (Figure 2A) (Kielian, 2006). Cette classe
contient les protéines de fusion de deux membres des
familles Togaviridae et Flaviviridae : les alpha-virus
et les flavivirus (Rey efal., 1995 ; Gibbons et al.,
2004 ; Kielian, 2006). Des études récentes suggerent
que d’autres membres des Togaviridae et Flaviviridae
ainsi que certains membres des Bunyaviridae expri-
ment également des protéines de fusion de classe
IT (Yagnik er al., 2000 ; Garry, Dash, 2003 ; Garry,
Garry, 2004 ; Plassmeyer et al., 2005). Malgré des
similitudes avec les prot€ines de classe II concernant
leurs mécanismes d’action (Sollner, 2004 ; Schibli,
Weissenhorn, 2004 ; Zaitseva etal., 2005), les
protéines virales de classe I adoptent une structure
completement différente. Elles sont majoritairement
hélicoidales et forment une projection d’une hauteur
de 135 A (contre 30 A pour les glycoprotéines de clas-
se II ; Figure 2B) (Skehel, Wiley, 2000 ; Harrison,
2005). Ces glycoproté€ines sont exprimées par les
familles virales Orthomyxoviridae, Paramyxoviridae,
Filoviridae, Coronaviridae et Retroviridae, dont font
partie les virus de I’Immunodéficience Humaine de
type 1 (VIH-1) et de la Leucémie Bovine (BLV)
(Caffrey etal., 1998 ; Weissenhorn efal., 1998 ;
Malashkevich etal., 1999 ; Kobe etal., 1999 ;
Bosch et al., 2003 ; Schibli, Weissenhorn, 2004).
Les analyses cristallographiques et RMN indiquent
également que ces protéines sont assemblées sous
forme d’homotrimeres formant un triple faisceau
d’hélices (« coiled-coil » en anglais) (Figure 2B).
Récemment, il a été suggéré que d’autres classes
de glycoprotéines virales existent (Da Poian et al.,
2005 ; Roche et al., 2007).
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1.3. Mécanismes d’action des glycoprotéines virales
de classe I

Alors que peu de choses sont connues concernant le
mode d’action des glycoprotéines de classe II, la com-
préhension du mode d’action des glycoprotéines de
classe I lors de la fusion a progressé suite a I’analyse
des glycoprotéines du virus Influenza A, du virus du
syndrome respiratoire aigu sévere (SRAS) et du virus
para-influenza simien 5 (SV5) (Wilson et al., 1981 ;
Carr, Kim, 1993 ; Bullough et al., 1994 ; Baker et al.,
1999 ; Ingallinella et al., 2004 ; Supekar et al., 2004 ;
Yin etal., 2006; Hakansson-McReynolds et al.,
2006). Pour ces trois glycoprotéines, deux structures
différentes ont été mesurées par analyse R-X ou RMN
(Figure 2B). Ces deux structures correspondent a
la conformation pré-fusion (avant fusion) et post-
fusion (apres fusion) des glycoprotéines (Wilson et al.,
1981 ; Carr, Kim, 1993 ; Bullough et al., 1994 ; Baker
etal., 1999 ; Supekar et al., 2004 ; Yin et al., 2006 ;
Hakansson-McReynolds et al., 2006). Sous confor-
mation pré-fusion, les hélices C-terminales des trois
monomeres (en gris dans la figure 2B) interagissent
ensemble pour former un trimere d’hélices. Ce trimere
d’hélices C-terminales peut &tre entouré par les héli-
ces N-terminales (en noir dans la figure 2B), comme
dans le cas de la sous-unit¢ membranaire de 1’hé-
magglutinine (HA?2) du virus Influenza A. Par contre,
sous conformation post-fusion, ce sont les hélices N-
terminales qui interagissent ensemble et sont entou-
rées par les hélices C-terminales (Figure 2B). Cette
différence structurale frappante entre les deux états
révele que les glycoprotéines de classe I subissent un
changement de conformation lors de la fusion virale
(Carr, Kim, 1993 ; Schibli, Weissenhorn, 2004). Pour
HAZ2, il a été déterminé que la structure post-fusion est
plus stable d’un point de vue thermodynamique que la
structure pré-fusion (Carr et al., 1997). L’énergie libre
libérée lors du changement de conformation induirait
la fusion membranaire (Carr et al., 1997).

Les glycoprotéines de fusion de nombreux autres
virus, dont le VIH-1, ont également été analysées par
R-X ou RMN (Fass et al., 1996 ; Chan et al., 1997 ;
Weissenhorn et al., 1997 ; 1998 ; Caffrey et al., 1998 ;
Kobe et al., 1999 ; Zhao et al., 2000 ; Malashkevich
etal., 2001 ; Xu etal., 2004a; 2004b; Yin etal.,
2005 ; Lou et al., 2006 ; Zheng et al., 2006). Pour ces
glycoprotéines, seule la structure correspondant a la
conformation post-fusion a pu &tre mise en évidence (a
droite dans la figure 2B). Comme pour les glycoprotéi-
nes des virus Influenza A, du SRAS et SV5, les hélices
N-terminales interagissent ensemble et sont entourées
par les hélices C-terminales. Cette grande similarité
entre les structures post-fusion suggere que toutes les
glycoprotéines de classe I adoptent une conformation
pré-fusion similaire a celle des glycoprotéines des
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Figure 2. Structures pré- et post-fusion déterminées expérimentalement des ectodomaines de glycoprotéines de fusion de classe I et de

classe II (A et B), et changement de conformation suggéré de 1I’ectodomaine d’une glycoprotéine de fusion de classe I : HA2 (C) — Pre- and
post-fusion structures experimentally measured of the ectodomains of class I and class II fusion glycoproteins (A and B), and conformation

change suggested of the ectodomain of a class I fusion glycoproteins: HA2 (C).

A : structures de 1’ectodomaine des glycoprotéines de fusion de classe II des virus Semliki Forest (membre des alphavirus) et Tick-Borne Encephalitis
(membre des flavivirus). Ces structures sont reprises dans la banque de données de protéines (Protein Data Bank : http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do)
sous le code d’acces 2ALA (Virus Semliki Forest) et 1URZ (Virus Tick-Borne Encephalitis) ; B : structures de I’ectodomaine des glycoprotéines de fusion
de classe I des virus. Les hélices N-terminales sont noircies, les hélices. C-terminales sont grisées. A gauche : conformation pré-fusion des ectodomaines
des glycoprotéines de fusion des virus Influenza A (code PDB : 2HMG), SV5 (code PDB : 2B9B) et du SRAS (code PDB : 2FXP). A droite : conformation
post-fusion des ectodomaines de ces mémes glycoprotéines (code d’acces PDB : IHTM, 1SVF et IWNC respectivement pour les structures des virus
Influenza A, SV5 et du SRAS) ainsi que des glycoprotéines de fusion des virus VIH-1 (code PDB : 1IENV), HRSV (code PDB : 1G2C) et Ebola (code

PDB : 1EBO). C : Conformation pré-fusion, étirée et post-fusion de I’ectodomaine d’un monomere de HA2 du virus Influenza A. Les conformations

pré- et post-fusion ont été déterminées par analyses cristallographiques (cf. figure 2B). La conformation étirée est un modele. Chaque région sujette a un
changement de conformation est différenciée et annotée d’un chiffre. Les positions probables de I’extrémité N-terminale (« région peptide de fusion » :

PF) et du domaine transmembranaire (TM), non présents au niveau des ectodomaines analysés, sont indiquées. Dans la conformation pré-fusion, la fleche
indique le repositionnement de 1’extrémité N-terminale. Dans la conformation post-fusion, la ligne en pointillé suggere la localisation de la région C-
terminale manquante reliant la région 6 au domaine transmembranaire — A structures of the ectodomain of class 11 fusion glycoproteins of Semliki Forest
virus (alphavirus member) and Tick-Borne Encephalitis virus (flavivirus member). These structures are in the Protein Data Bank (PDB: http://www.rcsb.
org/pdb/home/home.do) under the access code 2ALA (Semliki Forest Virus) and 1URZ (Tick-Borne Encephalitis Virus). B: structures of the ectodomain of
class 1 fusion glycoproteins. N-terminal helices are black, C-terminal helices are gray. On the left: pre-fusion conformation of the glycoprotein ectodomain
of Influenza A (PDB code: 2HMG), SV5 (PDB code: 2B9B) and SRAS (PDB code: 2FXP) viruses. On the right: post-fusion conformation of the same
glycoprotein ectodomain (PDB codes: IHTM, 1SVF and IWNC respectively for Influenza A, SV5 and SRAS viruses) and of the glycoprotein ectodomain of
HIV-1 (PDB code: 1ENV), HRSV (PDB code: 1G2C) and Ebola (PDB code: 1EBO) viruses. C: Pre-fusion, elongated and post-fusion conformations of the
ectodomain of one monomer of the Influenza A HA2. Pre-fusion and post-fusion conformations were determined by crystallographic analyses (cf. figure 2B).
The elongated conformation is a model. Each region undergoing a conformation change is differentiated and noted by a number. Probable positions of the
N-terminal extremity (PF) and of the transmembranaire domain (TM), not present in the analyzed ectodomain, are indicated. In the pre-fusion conforma-

tion, the arrow shows the repositioning of the N-terminal extremity. In the post-fusion conformation, the dotted line suggests the location of the C-terminal
region missing between region 6 and the transmembranaire domain.
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virus Influenza A, du SRAS et SV5 et subissent un
changement de conformation lors de la fusion virale.
Des résultats obtenus sur les glycoprotéines du
virus du SRAS, VIH-1 et SV5 ont fourni de nouvel-
les informations sur le changement de conformation
s’opérant entre les conformations pré- et post-fusion :
les glycoprotéines adoptent une structure intermédiaire
étirée (Figures 1B et 2C). En effet, I’ajout de peptides
correspondant aux hélices C de ces protéines (appelés
peptides C) bloque la fusion (Wild et al., 1992, 1994 ;
Lu et al., 1995 ; Chen et al., 1995 ; Kilby et al., 1998 ;
2002 ; Furuta et al., 1998 ; Eckert, Kim, 2001 ; Russell
et al., 2001 ; Bosch et al., 2003 ; 2004). Ces peptides
agiraient sur la fusion en se liant aux hélices N du
coiled-coil de gp4l (Wild et al., 1994 ; Chen et al.,
1995). Pour gp4l, il a été montré que l'effet de ces
peptides n’est perceptible que lorsque la glycopro-
téine est exposée a une membrane cible, indiquant
que ces peptides ne sont pas capables d’interagir avec
les hélices N lorsque la glycoprotéine adopte une
conformation pré-fusion mais en sont capables lorsque
la glycoprotéine adopte une conformation différente
(Furuta et al., 1998). Des peptides correspondant aux
hélices N (peptides N) des glycoprotéines de VIH-1 et
du virus du SRAS bloquent également la fusion induite
par ces glycoprotéines (Jiang et al., 1993 ; Russell
etal., 2001). Il a été suggéré que ces peptides se lient
aux hélices C de gp4l (Lu et al., 1995). Toutes ces
études d’inhibition suggerent que lors du changement
de conformation intervenant entre les structures pré- et
post-fusion, la gp41 adopte une conformation intermé-
diaire étirée qui expose ses hélices N et C, cibles des
peptides C et N respectivement (Figures 1B et 2C).
La détermination des structures pré- et post-fusion
ainsi que les études d’inhibition ont permis I’é€labora-
tion de plusieurs modeles expliquant I’action sur les
membranes des glycoprotéines de classe I lors de la
fusion virale (Stegmann et al., 1989 ; Lindau, Almers,
1995 ; Hughson, 1997 ; Kozlov, Chernomordik, 1998 ;
Stegmann, 2000 ; Bentz, 2000 ; Jahn, Grubmiiller,
2002 ; Jahn et al., 2003). Le modele le plus pro-
posé dans la littérature et le mieux accepté est le
modele « jackknife » (Figure 1) (Hughson, 1997 ;
Weissenhorn et al., 1997 ; Chernomordik et al., 1999 ;
Skehel, Wiley, 2000 ; Eckert, Kim, 2001 ; Russel et al.,
2001 ; Jahn et al., 2003 ; Colman, Lawrence, 2003 ;
Jardetzky, Lamb, 2004 ; Korazim et al., 2006). Selon
ce modele, les glycoprotéines sont sécrétées sous une
forme latente métastable, correspondant a la conforma-
tion pré-fusion (Figures 1A et 2C). Lorsque le virus
s’approche d’une cellule cible, ses glycoprotéines de
fusion sont activées et adoptent alors une structure
intermédiaire étirée (Figures 1B et 2C). La partie N-
terminale est alors repositionnée vers la membrane
cible, permettant son interaction avec elle (Carr,
Kim, 1993 ; Bullough eral., 1994). Des mesures

317

de photolabeling ont d’ailleurs montré que 1’extré-
mité N-terminale de HA2 s’insere dans la membrane,
comme indiqué dans la figure 1B (Harter ez al., 1989 ;
Stegmann et al., 1991 ; Tsurudome etal., 1992 ;
Durrer et al., 1996). La structure étirée de la glyco-
protéine lui permet ainsi d’&tre connectée aux deux
membranes a fusionner : le domaine transmembranaire
est ancré dans I’enveloppe virale alors que la partie N-
terminale est insérée dans la membrane de la cellule
cible (Baker et al., 1999 ; Doms, Moore, 2000 ; Skehel,
Wiley, 2000 ; Eckert, Kim, 2001 ; Russel et al., 2001 ;
Gruenke et al., 2002). Par la suite, les glycoprotéines
subissent de nouveau un changement de conformation
leur permettant d’adopter la conformation post-fusion.
Les glycoprotéines passent donc d’un état étiré a un
état replié. Les glycoprotéines virales étant ancrées
a la membrane plasmique et 1’enveloppe virale, leur
passage d’une conformation étirée a une conformation
repliée induit le rapprochement des deux membranes
et leur contact (Figure 1C) (Eckert, Kim, 2001). Par la
suite, les mono-couches externes fusionnent, induisant
la formation du sfalk (Figure 1D) puis du diaphragme
d’hémifusion (Figure 1E). La fusion des monocouches
internes permet enfin de finir le processus de fusion,
en créant un pore de fusion permettant I’entrée de la
capside virale a I’intérieur de la cellule cible.

Le premier changement de conformation permet de
« connecter » la membrane plasmique a 1’enveloppe
virale. Le second changement de conformation permet
le rapprochement de ces deux membranes et leur fusion
(Russel et al., 2001 ; Gruenke et al., 2002). Toutefois, il
a été montré que ces changements de conformation ne
sont pas a eux seuls responsables de la fusion. En effet,
gp41 n’est pas capable d’induire la fusion cellulaire ni
la déstabilisation membranaire lorsque son extrémité
N-terminale est mutée, alors qu’elle subit toujours des
changements de conformation (Dimitrov et al., 2003).
Cette étude indique un rdle important de 1’extrémité
N-terminale dans le processus de fusion, confirmé par
I’observation d’une diminution ou d une perte de fusion
de HA2 (Gething et al., 1986 ; Steinhauer et al., 1995 ;
Durell et al., 1997), gp4l (Freed et al., 1990 ; Schaal
etal., 1995 ; Buchschacher efal., 1995 ; Delahunty
etal., 1996 ; Pritsker et al., 1999), gp30 (Voneche
et al., 1992) et d’autres protéines virales (Bosch ef al.,
1989 ; Zhu et al., 1998 ; Rothenberg et al., 2001 ;
Russel et al., 2004) lorsque leur extrémité N-terminale
est modifiée.

Il a été suggéré que ’extrémité N-terminale in-
tervient directement dans la fusion virale. De par ses
propriétés hydrophobes, I’exposition de 1’extrémité
N-terminale dans I’espace aqueux intermembranaire
pourrait induire une déshydratation de cet espace et
favoriser la fusion (Bentz et al., 1990). De nombreuses
publications suggerent plutdt une déstabilisation de
la membrane suite a son insertion dans la membrane
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plasmique (Figure 1B), favorisant la fusion virale
(Weissenhorn et al., 1997 ; Dimitrov et al., 2003 ;
Nieva, Agirre, 2003). Il a d’ailleurs été proposé que la
capacité des glycoprotéines virales a induire la fusion
dépend exclusivement de la capacité intrinseque de
leur extrémité N-terminale a désorganiser la membrane
apres insertion (Nieva, Agirre, 2003). Toutefois, il a
ét¢ montré que des glycoprotéines mutées pouvaient
s’insérer dans les membranes cibles sans toutefois
induire leur déstabilisation (Gething et al., 1986 ; Qiao
et al., 1999 ; Shome, Kielian, 2001), suggérant que le
mode d’insertion de I’extrémité N-terminale dans les
membranes est également important.

2. LES PEPTIDES CORRESPONDANT A
L’EXTREMITE DES GLYCOPROTEINES
DE FUSION VIRALES : DES PEPTIDES DE
FUSION

Afin de mieux comprendre I’implication de I’extrémité
N-terminale des glycoprotéines virales dans la fusion,
des études sur I’interaction membranaire de peptides
correspondant a ces extrémités ont été menées. Ces der-
nieres montrent que ces peptides induisent la fusion de
bicouches lipidiques (Gallaher, 1987 ; Wharton et al.,
1988 ; Rafalski et al., 1990 ; 1991 ; Yeagle et al., 1991 ;
Martin et al., 1994 ; 1996), confortant I’hypothese que
I’extrémité N-terminale des glycoprotéines joue un
role direct dans la fusion virale. De par leur capacité
a induire la fusion, ces peptides et les segments des
glycoprotéines correspondant ont été appelés « pepti-
des de fusion ». Afin de simplifier la compréhension, le
terme « peptide de fusion » se référera dans la suite de
cet article au peptide alors que la région protéique cor-
respondante sera appelée « région peptide de fusion »,
comme précédemment proposé (Epand, 2003).

L’analyse de mutations a permis de montrer une
relation entre la capacité des peptides de fusion a
déstabiliser les membranes et la capacité des protéines
apparentées a favoriser la fusion (HA de Influenza A :
Gething er al., 1986 ; Wharton et al., 1988 ; Rafalski
etal., 1991 ; gp32 de SIV : Horth er al., 1991 ; Martin
etal., 1994 ; gp4l de VIH-1: Schaal eral., 1995;
Martin et al., 1996 ; Sendai : Rapaport, Shai, 1994). Par
exemple, la mutation V2E abolit le pouvoir fusogene
du peptide de fusion de la g41 et de la gp41 entiere
(Freed et al., 1990 ; Kliger et al., 1997). De plus, des
conditions favorables a la fusogénicité du peptide de
fusion de HA2 augmentent également la fusogénicité
de HA2 (Skehel et al., 2001). La bonne corrélation
entre les expériences réalisées sur les peptides de fusion
et celles réalisées sur les glycoprotéines entieres indi-
que que les peptides de fusion sont de bons modeles
pour étudier la fusion virale, comme indiqué par Nieva
et Agirre (2003).
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2.1. Peptides de fusion et séquence

Les peptides de fusion présentent une séquence conser-
vée au sein d’une méme famille virale (White, 1992).
L’identité de séquence entre les peptides de fusion de
virus de mémes familles peut &tre supérieure a 90 %
(Gallaher, 1987) (Tableau 1). Par contre, entre des vi-
rus appartenant a des familles différentes, I’identité de
séquence des peptides de fusion est relativement faible
(inférieure a 20 %). Malgré cette faible identité, les
peptides de fusion présentent des similarités. Ils sont
tous majoritairement hydrophobes et contiennent éga-
lement des résidus de petite taille (Alanine, Glycine,
Thréonine, Sérine) (Hernandez et al., 1996 ; Durell
etal., 1997 ; Del Angel etal., 2002) (Tableau 1).
Cette haute proportion en petits résidus n’est pas
retrouvée dans les autres segments interagissant avec
les membranes (Phoenix, Harris, 2002). De plus, les
glycines de nombreux peptides de fusion (VIH-1, SIV,
Influenza A, Influenza B) sont répartis de maniere bien
définie. Lorsque les peptides de fusion sont repliés en
hélice a, une face de leur hélice est alors plus riche
en glycines (Delahunty et al., 1996 ; Del Angel et al.,
2002). Ces données suggerent un role de cette suc-
cession de glycines localisée sur une face hélicoidale
dans les propriétés des peptides de fusion. D’ailleurs,
le remplacement des résidus glycines des peptides de
fusion de gp41 ou HA2 résulte en une diminution de
leur fusogénicité (Wharton ef al., 1988 ; Delahunty
etal., 1996). 1l a été suggéré que cette succession de
glycines intervient dans 1’oligomérisation des peptides
de fusion, dans la balance d’amphipathicité nécessaire
pour la fusion des membranes et/ou dans 1’orientation
des peptides de fusion dans la membrane (Delahunty
et al., 1996).

En plus du ratio important en petits résidus, des mo-
tifs communs entre peptides de fusion sont également
retrouvés. Par exemple, le motif GFLG est retrouvé
chez les peptides de fusion des rétrovirus VIH-1, VIH-
2, SIV et chez le peptide de fusion du virus de 1’hépati-
te B humain (Durell et al., 1997 ; Allison et al., 2001).
Une mutation au sein du motif GFLG du peptide de
fusion de gp41 diminue fortement ou abolit la fusogé-
nicité de ce peptide, indiquant un role de ce motif dans
les propriétés des peptides de fusion (Pritsker et al.,
1999).

2.2. Effet des peptides de fusion sur la membrane

L’utilisation de marqueurs fluorescents lipidiques et
solubles a permis de montrer que les peptides de fusion
des virus de larougeole (Wharton ef al., 1988 ; Rafalski
etal., 1991 ; Haque etal., 2001), VIH-1 (Rafalski
et al., 1990 ; Martin et al., 1996 ; Charloteaux et al.,
2006), BLV (Lorin et al., 2007), Ebola (Adam et al.,
2004) et SIV (Martin et al., 1994) induisent la fusion
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Tableau 1. Séquences de peptides de fusion de différentes glycoprotéines de classe 1. Adapté de Del Angel et al. (2002).

Virus répertoriés selon leur famille Glycoprotéine Eentrée

- Loc. g i i
virale associée SwissProt Séquence des peptides de fusion
Orthomyxoviridae
Influenza A virus (ASAIChif2/488) Hémagglutinine (HA)  PO3437
Influenza A virus (AMHong Kong/ 15741997 HAM1T) Hérmagglutinine (HA) 056140
Influenza A virus (Japan/305/457) Hérmagglutinine (HA)  P03451
Influenza B virus (B/Beijing/1/47) Hémagglutinine (HA)  P17504
Influenza C virus (C/California/7a) Hémagglutinine (HA)  PO3465
Paramyxoviridae
Canine Distemper Yirus (Onderstepoort) Praotéine F1 P12569 AT A A T
Measles Wirus (AlK-C) Praotéine F1 P35973 AT A A T
Murnps virus (SBL) Praotéine F1 Pa3481 AT A A T
Rinderspest virus (L) Pratéine F1 P10364 AT A A T
Bovine Respiratory Syncitial Virus (A51908) Praotéine F1 P29791 &) m A K i
Mewcastle Disease Wirus (Australia-Wictoriaf32) Praotéine F1 P12572 AT A A T
Hurnan Parainfluenza 1 Virus (C39) Praotéine F1 P12605 AT A A T
Hurnan Parainfluenza 3 irus (NIH 47855) Pratéine F1 POBGZ5 AT A A T
Bovine Parainfluenza 3 Virus Pratéine F1 PO9390 A TS A T
Hurnan Respiratory Syncitial Virus (B/18537) Praotéine F1 P13843 =] m A KK
Prneumania Yirus of Mice (15) Praotéine F1 Pa5949 A M 58
Simian Yirus 41 Protéine F1 P25181 AT A A 4T
Sirnian Yirus 5 MW3) Praotéine F1 PO4349 AT A A T
Turkey Rhinotracheitis “irus Praotéine F1 P24614 A Am T !
Sendai Virus (Fushimi) Praotéine F1 P12575 AT S A
Hendra Yirus Protéine F1 0g9342 AT A A
Mipah “irus Protéine F1 Q9IHES AT A A
Filoviridae
Ebola (Zaire/Eckron-7B1 * Protéine GP2 PE7ET1
Marburg (Popp-671 * Protéine GP2 P35254
Coronaviridae
Yirus du Syndrorme Respiratoire Aigu Sévére * Protéine 52 PE9554
Hurnan Coronavirus (strain MLE3) * Protéine 52 QG152
Retroviridae
Murine Leukemia Retrovirus (isolate 57) p15E PO3390 W L
Feline Leukemia Yirus (Strain A/Glasgaw-1) p1aE POE359 S
Gibbon Ape Leukemia Yirus p15E P21415 S L
Mink Cell Focus-Forming Murine Leukemia “irus p15E P15073 =L L
Sheep Pulmonary Adenomatosis Virus gp36 P3a1621 ] S L
Squirrel Mankey Retrovirus (SMRW-H) gp20 P21412 WL | L
Sirnian Mason-Pfizer Virus gp20 PO7575 o] L | L
Sirnian Retrovirus SRY-1 gp20 PO40Z7 o] F | L
Awian reticuloendotheliosis virus gp22 PO3399 A C L
Maouse Mammary Tumar “irus (BRE) gp36 P10255 A AN L
Hurnan T-Cell Leukernia Yirus Type 1 (ATK) gp21 PO3381 P R
Hurnan T-Cell Leukernia Yirus Type 2 gp21 PO3383 S -
Bovine Leukemia %irus (Belgium LEZ2835) gp30 P25506 AAA
Yirus de l'lmmunodéficience Humaine de Type 1 (HXBZ2) gpdl PO4575 5 |G
Yirus de l'lmmunodéficience Humaine de Type 2 (BEM A) gpdl P13094 L
Yirus de l'lmmunodéficience Simienne (AGM-155) gp32 P27ET L
Baovine Immunodeficiency Yirus (127) gpd0 P19557
Equine Infectious Anemia Yirus (F3.2-1) gpda P22427
Feline Imrunodeficiency Yirus (Petalurma) gp36 P160S0
Caprine Arthristis Encephalitis Wirus (Cork) gp3s P31626
“isna Lentivirus (1514) gpdb PO3379
Hepadnaviridae
Yirus de I'Hépatite B (Héte : hurmain) = Protéine S ALAZSE
“irus de I'Hépatite B (Héte © canard) ™ Protéine S QeCJICE
Yirug de 'Hépatite B (Hdte : marmotte) = Protéine 5 PO3143

La souche du virus, lorsqu’elle est connue, est notée entre parentheses. Pour les virus de la famille Hepadnaviridae, 1’hdte naturel des virus est noté entre parentheses.
La séquence des peptides de fusion a été limitée a 24 résidus. La troisieme colonne (Entrée Swissprot) correspond au code fourni a la glycoprotéine dans SwissProt
(http://us.expasy.org/sprot). La quatrieme colonne (loc.) indique la localisation du premier résidu du peptide de fusion dans la séquence protéique. Les résidus
hydrophobes (L, F, I, W, M, Y, V, P, C) sont notés en blanc sur fond noir, les résidus glycines (G) sont notés en blanc sur fond gris foncé, les petits résidus a
I’exception des glycines (A, T, S) sont notés en noir sur fond gris clair, les résidus hydrophiles (E, N, D, Q, H, R, K) sont notés en noir sur fond blanc. La séquence
GFLG des peptides de fusion des virus VIH-1, VIH-2, SIV et de I'Hépatite B humain est soulignée.

* Les peptides de fusion des familles virales Filoviridae et Coronaviridae n’ont pas été détectés en extrémité N-terminale mais a proximité de cette extrémité. Les
peptides de fusion des virus Ebola, Marburg, SRAS et Human Coronavirus débutent respectivement a partir du résidu 22, 26, 102, 121 de leur glycoprotéine associée.
*## Aucune structure n’est connue a I’heure actuelle concernant les glycoprotéines de cette famille virale. Toutefois, les prédictions de structure secondaire (via NPS@
http://npsa-pbil.ibcp.fr/) et la localisation des peptides de fusion en N-terminal suggerent que ses glycoprotéines sont de classe 1.

Sequences of fusion peptides of different class I viral glycoproteins. Adapted from Del Angel et al. (2002). The stain of viruses is noted between brackets. For
Hepadnaviridae viruses, the natural host is noted between brackets. The sequence of fusion peptides is limited to 24 residues. The third column (entrée Swissprot)
corresponds to the SwissProt code (http://us.expasy.org/sprot). The fourth column (loc.) indicates the location of the fusion peptide first residue in the protein
sequence. Hydrophobic residues (L, F, I, W, M, Y, V, P, C) are white on black shade, glycine residues (G) are white on gray shade, small residues except glycine (A, T,
S) are black on gray shade and hydrophilic residues (E, N, D, Q, H, R, K) are black on white shade. The GFLG sequence of fusion peptides of HIV-1, HIV-2, SIV and
Human Hepatitis B virus is underlined.

* Fusion peptides of Filoviridae and Coronaviridae families are not in the N-terminal extremity but at proximity. Fusion peptide of Ebola, Marburg, SARS and Human
Coronavirus begin respectively from residues 22, 26, 102, 121 of their glycoprotein.

** For the moment, no structure is known for glycoprotein of this viral family. However, secondary structure predictions (with NPS@ http://npsa-pbil.ibcp.fr/) and
fusion peptide location at the N-terminal extremity suggest that these glycoproteins are of class I.
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et la perméabilité de vésicules lipidiques (liposomes).
Les peptides de fusion des virus Influenza A, VIH-1 et
hépatite B induisent également I’hémolyse de cellules
(Wharton et al., 1988 ; Rodriguez-Crespo et al., 1995 ;
Mobley et al., 1992 ; 1999 ; Han et al., 1999).

Meéme si toutes les études réalisées sur les peptides
de fusion n’ont pas permis d’expliquer leur mode d’ac-
tion de maniere précise, elles ont permis de proposer
des mécanismes induits par ces peptides, qui favorisent
la fusion.

De nombreuses techniques expérimentales (fluores-
cence du tryptophane, spectroscopie infrarouge, sensi-
bilité a une acidification, etc.) montrent que les peptides
de fusion de gp41, de HA2 et de gp32 pénetrent dans
les membranes (Duzgunes, Gambale, 1988 ; Rafalski
etal., 1990 ; 1991 ; Clague et al., 1991 ; Martin et al.,
1994 ; 1996). Leur tendance a s’insérer dans la mem-
brane est due a leur hydrophobicité élevée (Nir, Nieva,
2000). Le mutant G1E du peptide de fusion de HA2,
incapable de s’insérer dans la membrane, n’induit pas
de fusion membranaire alors que le peptide sauvage
ainsi que le mutant G4E s’inserent dans la membrane
et induisent la fusion (Rafalski ez al., 1991). Les mesu-
res expérimentales effectuées sur le peptide de fusion
de gp4l et des mutants suggéraient également une
relation fusogénicité et insertion (Mobley et al., 1999).
Par modélisation moléculaire, cette relation a été con-
firmée : le peptide sauvage fusogene s’insere dans une
membrane modélisée au contraire de peptides mutants
non fusogenes (Kamath, Wong, 2002 ; Maddox, Longo,
2002). Une relation entre la fusion membranaire et la
profondeur de pénétration des peptides de fusion des
virus Influenza A, VIH-1 et Sendai a été observée
(Rapaport, Shai, 1994 ; Pereira et al., 1997 ; Morris
et al., 2004). L’insertion des peptides de fusion induit
un stress latéral au niveau des monocouches externes de
bicouches lipidiques (Agirre et al., 2000), expliquant
que les peptides ne s’insérant pas dans la membrane
n’induisent pas la fusion. Toutefois, de nombreuses
études indiquent que ’insertion membranaire des pep-
tides de fusion n’est pas transmembranaire (Ishiguro
etal., 1993 ; 1996 ; Martin et al., 1993 ; 1994 ; 1996 ;
Luneberg et al., 1995 ; Kliger etal., 1997 ; Durell
et al., 1997). De plus, des résultats de changement de
conductance induit par le peptide de fusion de HA2
dans des bicouches lipidiques sont plus caractéristiques
de perturbations lipidiques que de canaux (Duzgunes,
Gambale, 1988). Au vu de ces résultats, les peptides de
fusion ne s’inséreraient que dans une monocouche des
membranes.

Les peptides de fusion de Influenza A, de SIV et du
virus de la Leucémie Féline (FLV) favorisent la cour-
bure négative des bicouches lipidiques (Epand, Epand,
1994 ; Epand et al., 1994 ; Colotto et al., 1996 ; Epand,
1998 ; Davies et al., 1998). Or, de nombreuses études
indiquent que la fusion est initiée par une augmentation
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de la courbure négative des deux monocouches externes
(Chernomordik, 1996 ; Epand, 2000). En effet, 1’addi-
tion dans les monocouches membranaires externes de
lipides favorisant la courbure négative des membranes
augmente la fusion alors que les molécules favorisant
la courbure positive inhibent la fusion (Martin et al.,
1993 ; Chernomordik efal., 1993; 1995; Epand,
1997 ; 1998 ; Chizmadzhev, 2004). De plus, une étude
récente révele une corrélation entre la capacité du pep-
tide de fusion de HA2 a induire une courbure négative
et sa capacité a induire la fusion (Epand et al., 2001).
Les peptides de fusion induiraient donc la fusion des
monocouches externes de membranes (stalk), en
augmentant la courbure négative des membranes au
niveau de leur site d’insertion.

Longo et al. (1997) ont montré que le peptide de
fusion de HA2 induit €galement la rupture des membra-
nes. Par contre, un mutant non fusogene n’induit pas de
rupture. Ces données permettent d’expliquer la capacité
des peptides de fusion a perméabiliser les membranes.
Durant la fusion, les membranes doivent se rompre
puis se reformer afin de générer le pore de fusion. Il a
donc été suggéré que les peptides de fusion induisent
la rupture des monocouches externes, favorisant ainsi
la formation de I’intermédiaire de fusion stalk (Epand,
2000) ou la déstabilisation de cet intermédiaire (Siegel,
Epand, 2000). Cette hypothese est confortée par le fait
que le peptide de fusion de HA2 (Epand, Epand, 1994 ;
Colotto, Epand, 1997), de gp41 (Pereira et al., 1999) et
gp32 (Epand et al., 1994 ; El-Kirat et al., 2006) favo-
rise la formation de phases non lamellaires cubiques
ou hexagonales au niveau de bicouches (Epand, 2000).
Pour se former, ces structures nécessitent une rupture
membranaire.

Il a également ét¢é montré que les peptides de
fusion de gp41 et de HA2 forment des pores au sein
de la membrane (Slepushkin efal., 1992 ; Schoch,
Blumenthal, 1993). Cette propriété serait due a la
capacité des peptides de fusion a s’auto-associer
dans la membrane (Nieva et al., 1994 ; Pereira et al.,
1997 ; Schwarz, Taylor, 1999 ; Pritsker et al., 1999 ;
Nir, Nieva, 2000 ; Yang et al., 2001 ; Sackett, Shai,
2005). Ainsi, le mutant V2E du peptide de fusion de
gp41, incapable de former de gros complexes, est non
fusogene alors que le peptide sauvage en est capable
(Kliger et al., 1997). La formation de pores pourrait
induire la fusion de monocouches externes, comme
suggéré par Monck et Fernandez (1996). Toutefois,
il a également été suggéré que la formation de pores
peut n’avoir aucune répercussion sur la fusion (Nieva,
Agirre, 2003).

Ces études suggerent donc que le stress induit par
I’insertion des peptides de fusion dans les membranes
a deux répercussions : la formation de courbure néga-
tive et la rupture des membranes. Ces deux mécanis-
mes réduiraient I’€nergie nécessaire a la formation de
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I’intermédiaire de fusion stalk, et/ou du pore de fusion
(Siegel, 1999 ; Siegel, Epand, 2000). Toutefois, des
mutants des peptides de fusion de HA2 et gp41 capa-
bles de s’insérer dans la membrane mais incapables de
déstabiliser la membrane indiquent que d’autres para-
metres que I’insertion interviennent dans le processus
(Wharton et al., 1988 ; Rafalski et al., 1991 ; Gray
et al., 1996 ; Kliger et al., 1997).

2.3. Peptides de fusion et structure

Les peptides de fusion sont sujets a des changements
de conformation selon leur environnement (Davies
et al., 1998 ; Chang et al., 2000 ; Pécheur et al., 2000).
Par exemple, le peptide de fusion du VIH-1 adopte
une structure non ordonnée dans le DMSO (Buzon
et al., 2005), une structure 3 dans un milieu aqueux
(Slepushkin et al., 1992 ; Gordon et al., 2002) alors
qu’en présence de lipides, il adopte un mélange o/f§
dont la proportion dépend de la composition lipidique,
de I’environnement, de la pression latérale membra-
naire et du degré d’hydratation (Nieva et al., 1994 ;
Schwartz, Taylor, 1999 ; Charloteaux et al., 2006).

Comme déja indiqué ci-dessus, les peptides de
fusion sont riches en résidus de petite taille (Del Angel
et al., 2002). Par exemple, celui de la gp41 contient
20 % de glycines et 23 % d’alanines et celui de HA2
contient 29 % de glycines et 8 % d’alanines (Tamm
et al., 2002). Cette composition inhabituelle en acides
aminés permet d’expliquer la flexibilité structurale des
peptides de fusion.

De nombreuses études de mutagenese suggerent
que la plasticité structurelle des peptides de fusion
est cruciale pour le processus de fusion. Il a ainsi été
montré que des changements de structure du peptide
de fusion de HA2 diminuent I’insertion et la déstabi-
lisation membranaire (Longo et al., 1998). Lorsqu’il
est inséré dans les membranes, ce peptide adopte une
hélice o N-terminale et une hélice 3-10 C-terminale
séparées par un coude. Lorsque ce coude est remplacé
par une structure plus ordonnée (hélice), le peptide de-
vient non fusogene (Tamm et al., 2002). L’importance
de la plasticité structurale pour la fusion est €également
confortée par des €tudes de mutation montrant que
lorsque les glycines des peptides de fusion de HA2 ou
de p15E du virus de la Leucémie Murine de Monoley
sont remplacées par des résidus plus volumineux, 1’ac-
tivité fusogene de ces peptides diminue (Duzgunes,
Gambale, 1988 ; Rafalski et al., 1991 ; Zhu et al.,
1998 ; Han et al., 1999).

Une des principales interrogations est de
connaitre la structure qu’adoptent les peptides lors de la
fusion membranaire. Si les études effectuées a ’heure
actuelle n’ont pas permis d’y répondre entierement,
elles ont tout de mé€me permis de livrer la structure des
peptides de fusion dans les membranes. De maniere
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générale, laproportionenhélice ades peptides de fusion
augmente en présence de lipides (Martin et al., 1994 ;
1996 ; 1999). Une relation entre le taux d’hélicité du
peptide de fusion de HA2 dans la membrane et sa
fusogénicité a été montrée : sous forme hélicoidale, il
induit la fusion alors que sous conformation f3, il en
est incapable (Takahashi, 1990). De nombreuses autres
études expérimentales, utilisant les techniques EPR,
CD, ATR-FTIR, ont confirmé que le peptide de fusion
de HA2 adopte une structure majoritairement héli-
coidale dans les membranes (Luneberg et al., 1995 ;
Macosko et al., 1997 ; Han et al., 1999 ; Tamm et al.,
2002). L’utilisation de ces techniques a également
montré que les peptides de fusion de gp30 (Lorin ez al.,
2007), gp32 (Martin et al., 1994) et de la protéine F1
du Canine Distemper Virus (Aranda et al., 2003) sont
majoritairement hélicoidaux dans les membranes.

Alors que pour ces peptides de fusion, les études
expérimentales indiquent une structure hélicoidale
membranaire, pour le peptide de fusion de gp4l1, les
résultats divergent. En effet, suivant sa longueur,
son environnement, sa concentration et la technique
d’analyse utilisée, le peptide de fusion de gp41 adopte
une structure majoritairement hélicoidale (Rafalski
etal., 1990 ; Gordon etal., 1992 ; 2002 ; 2004 ;
Martin et al., 1996), majoritairement § (Rafalski
etal., 1990 ; Pereira et al., 1997 ; Yang et al., 2001 ;
Sackett, Shai, 2003 ; 2005) ou un mélange des deux
(Martin et al., 1993 ; Saez-Cirion, Nieva, 2002 ;
Buzon et al., 2005 ; Castano, Desbats, 2005) dans les
membranes. Des études suggerent que la fusion est
induite par le peptide de fusion lorsqu’il adopte une
structure 3 (Sackett, Shai, 2003 ; 2005 ; Buzon et al.,
2005). Toutefois, il a ét¢ montré que le peptide de
fusion de gp41 adopte une conformation f§ en présence
de membranes dont il n’induit pas la fusion alors que
la structure o est observée en présence de membranes
dont il induit la fusion, suggérant que la structure {3 ne
permettrait que 1’agrégation des membranes alors que
la structure o interviendrait dans la déstabilisation et
la fusion membranaire (Rafalski et al., 1990). D’autres
études suggerent également que le peptide de fusion
de gp41 induit la fusion lorsqu’il adopte une structure
hélicoidale (Gordon et al., 1992 ; 2002 ; 2004 ; Martin
etal., 1996). Ces différences de résultats suggerent
finalement que ces deux structures sont essentielles au
bon déroulement de la fusion membranaire, confirmant
I’importance de la labilité structurale de ces peptides
dans la fusion.

Toutes ces données indiquent un role de la structure
hélicoidale dans la fusion membranaire. Toutefois, il a
été montré que des peptides mutants non fusogenes de
VIH-1 et SIV adoptent la méme proportion en hélice a
que le peptide sauvage fusogene (Martin et al., 1994 ;
1996) et ont des affinités membranaires identiques
(Morris et al., 2004). Ces résultats montrent qu’un
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autre parametre est important dans la fusogénicité des
peptides de fusion. De nombreuses études indiquent
que ce parametre est I’orientation adoptée par les pep-
tides de fusion dans la membrane (Martin et al., 1994 ;
1996 ; Maddox, Longo, 2002 ; Charloteaux et al.,
2006 ; Lorin et al., 2007).

3. LES PEPTIDES OBLIQUES

En 1988, Brasseur ef al. ont montré par modélisation
moléculaire que, lorsqu’il est replié en hélice a., le pep-
tide de fusion de la glycoprotéine virale du virus de la
maladie de Newcastle adopte un angle de 55 ° dans une
monocouche de DPPC, suggérant une insertion oblique
dans la membrane (Brasseur ef al., 1988a). Ce fut la
premiere fois qu'une telle orientation fut prédite.

3.1. Hélices insérées obliquement dans les
membranes

Quelques années plus tard, 1’équipe du professeur
Brasseur a également prédit une insertion membranaire
oblique des peptides de fusion des virus de la rou-
geole, VIH-1, SIV, Influenza A, BLV, Ebola et Sendai
lorsqu’ils sont hélicoidaux (Brasseur et al., 1988b ;
Brasseur, 1991 ; Peuvot et al., 1999 ; Lins et al., 2001 ;
Adam et al., 2004) (Figure 3). Une insertion membra-
naire oblique du peptide de fusion de HA?2 et de gp41
a également été prédite par des études de modélisation
entreprises par d’autres laboratoires (Efremov et al.,
1999 ; Kamath, Wong, 2002 ; Maddox, Longo, 2002).

L’orientation oblique des peptides de fusion sous
forme hélicoidale a été confirmée par des analyses
expérimentales. L’utilisation de la spectroscopie infra-
rouge (ATR-FTIR) a permis de mesurer un angle de
50 °, 45 ° et 50 ° respectivement entre le peptide de fu-
sion de gp41 (Martin et al., 1996), de HA2 (Luneberg
etal., 1995) et de gp32 (Martin et al., 1994) et la
surface membranaire. D’autres techniques expérimen-
tales ont été utilisées pour connaitre plus précisément
I’interaction de peptides avec la membrane. L’analyse
EPR du peptide de fusion de HA2 indique que la partie
hélicoidale s’insere a environ 15 A des groupes phos-
phates avec un angle de 25 ° (Macosko et al., 1997).
Les analyses ESR et FTIR ont montré un remaniement
de ce peptide lorsqu’il se rapproche de la membrane,
suivi d’une insertion oblique et d’une diminution de la
mobilité (Luneberg et al., 1995). Enfin, I'utilisation de
I’EPR et de la RMN a fourni la structure complete et
I’orientation de ce peptide dans une membrane, con-
firmant une structure hélicoidale orientée obliquement
(Han et al., 2001). Par diffraction de neutrons, I’équipe
de Bradshaw a, quant a elle, confirmé que le peptide
de fusion de gp32 pouvait s’insérer dans la membrane
avec un angle de 55 ° sous forme hélicoidale (Bradshaw
et al., 2000).
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Une comparaison des résultats expérimentaux avec
ceux de modélisation moléculaire montre que cette
derniere approche prédit I’orientation membranaire des
peptides de fusion. Par exemple, I’algorithme IMPALA
développé au Centre de Biophysique Moléculaire
Numérique (Ducarme et al., 1998) prédit une insertion
membranaire de 50 ° par rapport a la surface membra-
naire du peptide de fusion de gp32 (Lins et al., 2001),
comme la spectroscopie ATR-FTIR (Martin efal.,
1994).

En plus des peptides de fusion, d’autres peptides ont
également été prédits comme obliques dans les mem-
branes lorsqu’ils sont hélicoidaux (Lins et al., 2002 ;
Ravault ez al., 2005 ; Nguyen et al., 2006). Ces peptides
correspondent a des fragments de protéines impliquées
dans des processus variés, comme les apolipoproté€ines
(Apo), les enzymes lypolitiques, les séquences signaux,
les protéines membranaires, les protéines anti-angiogé-
neses et les protéines neurotoxiques (Lins et al., 2001 ;
Nguyen et al., 2006) (Figure 3). L’orientation oblique
de certains de ces peptides a été confirmée expérimen-
talement (Lambert et al., 1998 ; Decout et al., 1999).
Récemment, une orientation membranaire oblique a
également été mesurée pour des peptides de novo (Hsu
et al.,2002 ; Lorin et al., 2006) ainsi que pour un peptide
composé d’acides aminés non naturels (Lins ez al., 20006),
indiquant que cette orientation n’est pas spécifique a des
fragments de protéines biologiques (Figure 3).

De par leur capacité a adopter une orientation
oblique dans la membrane, tous ces peptides, dont font
partie les peptides de fusion, ont été appelés « peptides
obliques ».

3.2. Peptides obliques et structure

La structure des peptides de fusion dépend fortement de
leur environnement (cf. section 2.3. Peptide de fusion
et structure). Il en est de m&€me pour les autres peptides
obliques. Par exemple, le peptide oblique de la prot€ine
prion adopte une structure majoritairement hélicoidale
dans des micelles de SDS qui disparait dans un milieu
aqueux (Figure 3). Tout comme les peptides de fusion,
les autres peptides obliques contiennent une proportion
importante de petits résidus (alanine, glycine), expliquant
leur polymorphisme structural. Lorsque les peptides
obliques sont repliés sous forme hélicoidale, une face est
généralement plus riche en glycines (Bosch ez al., 1989 ;
White, 1990 ; 1992 ; Delahunty ef al., 1996 ; Martin
et al., 1999 ; Harris et al., 2000 ; Phoenix et al., 2002).
Cette distribution asymétrique en résidus glycines a été
utilisée récemment pour détecter de nouveaux peptides
obliques (Daman et al., 2001).

La relation peptide oblique-labilité structurale a
récemment été renforcée par I’analyse d’un peptide
de novo, le peptide caméléon. Ce peptide a été congu
pour adopter une conformation o ou 3 selon sa position
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. Orientation Fusion de
A * *k *kk
Séquence Structure MHP Hypermatrice membranaire*** | liposomes*+*
A . 1 Q—-"'
Sequence . Milieu |Alphal _'%;P ;-- T
Peptide de  |AVGIGALFLGFL PBS | 20 A | 70 % -me
fusiondu |GAAGSTMGARS TFE_| a7 AR .
VIH-1 o, HFIP | 52 . 55 % perm.
Hydrophobicité Membranes| 53 mod mol : 32° ,
moyenne : 0,7 ATR-FTIR : 40 °
Séquence : T h2 r
: ilieu pha Bt W
Peptide AGAWGGLGGY | 5yreer ) . 45 % |-m?
118-135 MILGSAMS 15 % TFE| 29 7 &
du Pri 20°/OTFE 42 Wm 55 % perm.
uFrion Hydrophobicité 2 d mol - 49 °
moyenne : 0.57 50 % TFE| 49 modad mol :
T ATR-FTIR : n.d.
3 C
Séquence : Milieu |Alpha SR i
Peptide AWTVEKAFKTF 100%DMso | 18 gt N 40 % |-m?
de novo o B S0%TRE | 13 e
Caméléon | Hydrophobicité 100 % TFE | 21 50 % perm.
moyenne : 0’57 Membranes | 49 mod m0| . 34 °
ATR-FTIR:40°

Figure 3. Séquences et propriétés membranaires et structurales de trois peptides obliques — Sequences and membrane/

structural properties of three tilted peptides.

1 : Gordon et al., 2002 ; 2 : Pillot et al., 1997 ; 3 : Lorin et al., 2006 ; 4 : Gordon et al., 1992 ; 5 : Yang et al., 2001.

* Les résidus glycines (G), alanines (A), sérines (S) et thréonines (T) sont soulignés au niveau de la séquence. Hydrophobicité moyenne
calculée selon Brasseur, 2000 — Glycine (G), alanine (A), serine (S) and threonine (T) residues are underlined. Mean hydrophobicity

calculated according to Brasseur, 2000.

** En haut de chaque cellule : peptide replié sous forme hélicoidale. Les extrémités N- et C-terminales sont indiquées au niveau de
I’hélice. En bas de chaque cellule : les surfaces MHP associées a I’hélice avec les enveloppes hydrophiles en blanc et les enveloppes
hydrophobes en noir. Le gradient asymétrique hydrophobe observé est indiqué par un trait blanc sur les surfaces MHP — At the top of
each cell: peptide under helical conformation. N- and C-terminal extremities are indicated. At the bottom of each cell: MHP surface of
the helix with hydrophilic envelopes in white and hydrophobic envelopes in black. The hydrophobic asymmetric gradient is indicated by a

white line on MHP surfaces.

*#% En haut a gauche de chaque cellule : organisation lipidique sans peptide. En bas a droite de chaque cellule : organisation lipidique
avec peptide. Les courbures de la monocouche sont indiquées par des traits noirs — At the top of each cell : lipid organization without
peptide. At the bottom of each cell : lipid organization with peptide. The monolayer curvature is indicated with black lines.

*###% En haut de chaque cellule : figure provenant de 1’analyse par modélisation moléculaire par IMPALA. Une seule monocouche est
représentée. Le plan du haut correspond a I’interface membrane/eau, le plan du milieu correspond a I’interface téte polaire des lipides/
chaines acylées des lipides, le plan du bas correspond au centre de la membrane. Les extrémités N- et C-terminales des hélices sont
indiquées. En bas de chaque cellule : angle (par rapport a la surface membranaire) prédit par modélisation moléculaire via 1’algorithme
IMPALA (mod mol) ou mesuré expérimentalement par spectroscopie infrarouge (ATR-FTIR). n.d. : non déterminé — At the top of each
cell: figure coming from the molecular modeling analysis by IMPALA. Only one monolayer is shown. Top plane: lipid/water interface;
middle plane: lipid acyl chain/polar headgroups interface; bottom plane: bilayer center. The helix structure and the N and C ends of the
peptides are indicated. At the bottom of each cell: angle (with respect to the membrane surface) predicted by molecular modeling via
IMPALA (mod mol) or experimentally measured by infrared spectroscopy (ATR-FTIR). n.d.: not determined.

*#k%k%% [-m : pourcentage de mélange lipidique de liposomes mesuré apres ajout du peptide ; perm. : pourcentage de perméabilité
membranaire de liposomes mesuré apres ajout du peptide — [-m: percentage of lipid-mixing of liposomes measured after addition of the
peptide; perm.: percentage of leakage of liposomes measured after addition of the peptide.

dans une protéine (Minor, Kim, 1996). De plus, le peptide
caméléon, sous forme isolée, adopte un mélange d’hé-
lice et de structure {3 dont les proportions varient suivant
I’hydrophobicité du milieu (Figure 3). L’analyse de ce
peptide, par des approches expérimentales et de modé-
lisation, a montré que ce peptide adopte une orientation
membranaire oblique (Lorin et al., 2006). Cette étude

indique donc qu’un peptide connu pour ses propriétés
de labilité structurale est un peptide oblique, renforcant
le lien peptide oblique labilité structurale.

La labilité structurale des peptides obliques semble
importante pour leurs propriétés ainsi que pour celles
des protéines contenant un peptide oblique. Il a ainsi
été proposé que durant les processus pathologiques
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induits par la protéine prion (PrP), le polymorphisme
structural de la zone protéique 119-137, contenant le
peptide oblique, joue un rdle dans la déstabilisation
membranaire et induit I’agrégation protéine-protéine a
la surface membranaire (Saez-Cirion et al., 2003).

3.3. Une asymétrie hydrophobe a I’origine de
Porientation oblique

Malgré la faible homologie de séquence entre peptides
obliques, ils possedent des caracteres communs, étant
notamment majoritairement hydrophobes. Toutefois,
la répartition de I’hydrophobicité differe de celle des
hélices amphipathiques (adoptant une orientation
parallele par rapport a la surface membranaire) ou
transmembranaires (orientation perpendiculaire par
rapport a la surface membranaire) (Brasseur, 1991 ;
2000 ; Brasseur et al., 1997 ; Rahman et al., 1997 ;
Decout et al., 1999 ; Brasseur, 2000 ; Phoenix et al.,
2002 ; Thomas, Brasseur, 2006). En effet, les peptides
obliques présentent un gradient d’hydrophobicité le
long de I’axe de leur hélice (Brasseur, 1991 ; 2000 ;
Lins et al., 2001) (Figure 3). Par contre, sous forme f3,
les peptides obliques ne présentent pas ce gradient
(Brasseur, 2000 ; Lorin et al., 2006).

Le gradient hydrophobe est responsable de I’orien-
tation oblique des peptides. L’extrémité la plus hydro-
phobe de I’hélice s’insere profondément dans le coeur
apolaire membranaire alors que 1’autre extrémité, plus
hydrophile, se localise préférentiellement au niveau
des tétes polaires ou du milieu aqueux (Perez-Mendez
etal., 1998). L’importance du gradient hydrophobe
pour I’orientation des peptides obliques a été confirmée
par des études de mutation. Des mutations modifiant
le gradient d’hydrophobicité modifient 1’orientation
des peptides (Decout et al., 1999 ; Lins et al., 2001 ;
2002).

Les peptides de fusion faisant partie des peptides
obliques, leur orientation membranaire est également
reliée a leur profil hydrophobe. La perte du gradient hy-
drophobe des peptides de fusion d’Ebola (Adam et al.,
2004), SIV (Horth et al., 1991) et BLV (Voneche et al.,
1992) correspond a la perte de I’orientation oblique
pour une orientation parallele ou perpendiculaire. Par
contre, I’orientation oblique de ces peptides est récupé-
rée suite a la restauration du gradient hydrophobe.

La présence d’un gradient hydrophobe au sein d’un
peptide oblique est utilisée a I’heure actuelle pour
rechercher la présence de tels motifs dans les prot€ines.
De nombreuses méthodes permettent d’identifier le
profil hydrophobe d’une protéine et ainsi d’identifier
la présence d’un peptide oblique. La méthode Jahnig et
Hydrophobic Cluster Analysis (HCA) repose sur I’ana-
lyse de I’hydrophobicité de la s€quence des protéines
(Gaboriaud et al., 1987 ; Jahnig, 1990). La méthode
Molecular Hydrophobicity Potential (MHP) permet de
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visualiser la répartition de 1’hydrophobicité le long d’un
peptide modélisé (Brasseur, 1991). Ces méthodes sont
généralement associées pour prédire 1’existence d’un
peptide oblique dans une protéine (Lorin et al., 2006).

3.4. Relation oblicité-fusogénicité

Tout comme les peptides de fusion, les autres peptides
obliques induisent la déstabilisation de liposomes.
Celle-ci est mesurée par fusion des phases lipidiques
et la perméabilisation des liposomes (Pillot et al.,
1996 ; 1997 ; Perez-Mendez et al., 1998 ; Lambert
et al., 1998 ; Decout et al., 1999 ; Lins et al., 2002 ;
Lorin et al., 2004 ; Nguyen et al., 2006 ; Crowet et al.,
2007) (Figure 3). Les peptides obliques de la PrP, de
a-synucléine, de la protéine prolactine et du peptide f3-
amyloide (A), qui induisent de la fusion de liposomes,
provoquent également la mort cellulaire, confirmant le
pouvoir déstabilisateur de ces peptides (Pillot et al.,
1999 ; 2000 ; Nguyen etal., 2006 ; Crowet et al.,
2007).

Cette propriété n’est pas liée au simple caractere
hydrophobe des peptides obliques, leur permettant de
s’insérer dans les membranes. En effet, des mutants
des peptides obliques des protéines ApoC-III (Lins
etal., 2002), Apo A-II (Lambert et al., 1998), léci-
thine cholestérol acyltransférase (Perez-Mendez et al.,
1998 ; Decout et al., 1999), AB (Pillot et al., 1996) et
PrP (Pillot ef al., 1997) induisent moins de déstabi-
lisation membranaire que les peptides sauvages alors
que I’hydrophobicité générale est conservée. Par con-
tre, ces études indiquent que la perte de 1’orientation
oblique coincide avec la perte du pouvoir fusogene des
peptides obliques (Pillot ef al., 1996 ; 1997 ; Lambert
et al., 1998 ; Perez-Mendez et al., 1998 ; Decout et al.,
1999 ; Lins et al., 2002). Par contre, lorsque le carac-
tere oblique des peptides est restauré par de nouvelles
mutations, sa fusogénicité est également retrouvée
(Pillot et al., 1996 ; 1997 ; Perez-Mendez et al., 1998 ;
Lambert etal., 1998 ; Lins etal., 2002). Puisque
I’orientation oblique des peptides est gouvernée par
la présence d’un gradient hydrophobe asymétrique le
long de I’axe de I’hélice (cf. section précédente), la
perte de ce gradient induit une perte de fusogénicité
des peptides (Perez-Mendez et al., 1998 ; Decout et al.,
1999 ; Lins et al., 2002).

La méme relation entre oblicité et fusogénicité a
également été mesurée pour les peptides de fusion par
modélisation moléculaire et analyses FTIR. Des pep-
tides de fusion perdant leur orientation oblique dans
la membrane suite a des mutations perdent également
leur capacité a déstabiliser les liposomes (Martin et al.,
1994 ; 1996 ; Maddox, Longo, 2002 ; Adam et al.,
2004 ; Charloteaux et al., 2006 ; Lorin et al., 2007).
Une relation entre 1’oblicité du peptide de fusion et
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P’activité fusogene de la glycoprotéine entiere a éga-
lement ét€ mesurée pour gp30 de BLV et gp32 de SIV
(Horth et al., 1991 ; Voneche et al., 1992).

L’orientation oblique qu’adoptent les hélices semble
donc étre le mécanisme responsable de la fusion mem-
branaire. Il a été suggéré que ’insertion oblique dé-
sorganise le parallélisme des chaines acylées lipidiques
et par conséquent induit 1’apparition d’une courbure
négative au niveau des membranes (Brasseur, 2000 ;
Bradshaw et al., 2000 ; Epand, 2000). De nombreux
résultats vont dans le sens de cette hypothese. Tout
d’abord, il a été montré par modélisation moléculaire,
via Hypermatrice, que les peptides obliques induisent
une perturbation de I’organisation de monocouches de
lipides (Brasseur et al., 1990) (Figure 3). Les lipides,
qui en 1’absence de peptides s’organisent en structure
lamellaire avec une courbure positive, adoptent une
courbure négative lorsque des peptides obliques y sont
insérés. D’autres programmes informatiques montrent
également que le peptide de fusion de gp41 induit
une déstabilisation membranaire lorsqu’il s’insere
obliquement dans celle-ci (Kamath, Wong, 2002). De
meéme, le peptide oblique de la proté€ine AP induit la
formation de structures lipidiques non-lamellaires ainsi
qu’une courbure négative a I’interface membrane/eau
(Mingeot-Leclercq et al., 2002 ; 2003). Par contre, il
perd son caractere déstabilisateur lorsque du piracé-
tam, une molécule qui induirait une courbure positive
au niveau membranaire, est ajouté (Mingeot-Leclercq
et al., 2003). Il a également été montré que les peptides
de fusion de gp32 et de HA2 diminuent la température
de transition phase lamellaire-phase hexagonale de
bicouches lipidiques, alors que des mutants adoptant
une orientation perpendiculaire n’ont aucun effet sur la
température de transition (Epand et al., 1994 ; Epand
etal.,2001).

Toutefois, I’effet précis des peptides obliques au
niveau de ’organisation membranaire n’en reste qu’a
I’état de suggestion et est toujours sous débat. Des cal-
culs théoriques proposent ainsi un autre mécanisme :
une insertion cylindrique oblique au niveau d’une
monocouche résulte en un fléchissement anisotropique
de la surface de la monocouche autour de I’insertion,
sans inclinaison des chafnes carbonées des lipides
(Kozlovsky et al., 2004). Toutefois, selon les auteurs,
ce fléchissement ne serait pas a lui seul suffisant pour
permettre la fusion.

4. UTILISATION DE LA THEORIE DES
PEPTIDES OBLIQUES POUR DETERMINER
LA REGION DES PEPTIDES DE FUSION
INDISPENSABLE POUR LA FUSION

Comme indiqué par Epand (2003), bien que le terme
« peptide de fusion » soit largement employé dans la
littérature, il n’y a pas de définition précise de ce que
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ce terme signifie. Bien entendu, un peptide de fusion
induit la fusion membranaire. Cependant, suivant les
publications, le peptide de fusion a une longueur dif-
férente et donc une séquence différente. Par exemple,
le peptide de fusion de VIH-1 correspond soit aux 16
(Martin et al., 1993 ; Kamath, Wong, 2002 ; Wong,
2003), 23 (Pereira et al., 1995 ; 1999 ; Delahunty et al.,
1996 ; Yang et al., 2001 ; Gordon et al., 2002) ou 33
(Pritsker et al., 1999) premiers résidus de gp41.

L’équipe du professeur Brasseur s’est donc récem-
ment intéressée a mieux définir les peptides de fusion.
Une nouvelle définition fut employée, celle du « pep-
tide de fusion minimal ». Le peptide de fusion minimal
correspond a la plus courte séquence du peptide de
fusion induisant une déstabilisation membranaire opti-
male (Charloteaux et al., 2006 ; Lorin et al., 2007).

Comme indiqué ci-dessus («cf. section 3.4.
Relation oblicité-fusogénicité »), un peptide hélicoidal
adoptant une orientation oblique dans la membrane
déstabilise cette derniere, ce qui n’est pas le cas des
peptides hélicoidaux adoptant une orientation parallele
ou perpendiculaire (Brasseur, 2000). De plus, il a été
montré que plus ’angle de 1’hélice est proche de 45 °,
plus la membrane est déstabilisée (Brasseur, 2000).
Cette relation pouvoir fusogene-angle d’insertion
membranaire a été€ utilisée pour déterminer le peptide
de fusion minimal de gp41 et gp30. Pour chacune de
ces glycoprotéines virales, le peptide de fusion mini-
mal correspond donc au plus court peptide hélicoidal
adoptant un angle d’insertion oblique optimal (le plus
proche de 45 ° par rapport a la surface membranaire)
dans la membrane. L’algorithme IMPALA a été uti-
lisé pour prédire l’orientation membranaire de ces
peptides.

Les résultats in silico indiquent que les peptides
hélicoidaux adoptant un angle d’insertion oblique op-
timal sont respectivement les 12 et 15 premiers résidus
de gp41 et gp30 (Charloteaux et al., 2006 ; Lorin ef al.,
2007). Afin de confirmer ces prédictions, la fusogénicité
de ces deux peptides a été analysée expérimentalement
(Lorin et al., 2004). Les mesures de fusion et de per-
méabilité de liposomes montrent que ces deux peptides
induisent autant de déstabilisation membranaire que des
peptides plus longs mais sont plus fusogenes que des
peptides plus courts (Charloteaux et al., 2006 ; Lorin
etal., 2007). Ces résultats confirment la prédiction
in silico. Les peptides N-terminaux de 12 et 15 résidus
sont donc les peptides de fusion minimaux respective-
ment de gp41 et gp30. Cette étude a également permis
de mesurer pour la premiere fois la capacité fusogene
du peptide de fusion de gp30.

L’algorithme IMPALA a également été utilisé pour
analyser des mutations connues pour avoir un effet sur
la fusogénicité des gp30 et gp41 entieres (Charloteaux
et al., 2006 ; Lorin et al., 2007). Les résultats mon-
trent que les glycoprotéines fusogenes sont corrélées
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avec un peptide de fusion inséré obliquement dans la
membrane alors que les glycoprotéines peu fusogenes
contiennent un peptide de fusion non oblique. De plus,
plus I’angle adopté par le peptide de fusion est proche
de 45 °, plus la glycoprotéine correspondante induit de
la fusion membranaire. Dans le cas de gp30, des ana-
lyses complémentaires sur le peptide de fusion ont été
effectuées. Un peptide de fusion mutant adoptant une
orientation perpendiculaire dans la membrane n’induit
pas de déstabilisation significative de liposomes alors
qu’un peptide de fusion mutant adoptant une orienta-
tion oblique induit de la déstabilisation membranaire.
Ces différences ne sont pas dues a une différence de
structure secondaire dans la membrane, puisque les
deux peptides, ainsi que le peptide de fusion sauvage,
adoptent une structure majoritairement hélicoidale.
Cette étude complémentaire confirme la relation entre
la capacité des peptides de fusion a s’insérer oblique-
ment dans la membrane et sa capacité a déstabiliser les
membranes.

Ces résultats obtenus sur gp30 et gp41 indiquent
donc que la relation oblicité-fusogénicité de peptides
hélicoidaux permet de déterminer le peptide de fusion
nécessaire et suffisant pour induire une déstabilisation
membranaire. IIs montrent également que I’étude des
propriétés membranaires des peptides de fusion permet
d’expliquer les propriétés fusogenes des glycoprotéines
entieres.

S. CONCLUSION

Les nombreuses études réalisées sur les peptides de
fusion ont permis de proposer des mécanismes d’action
par lesquels ils induisent la déstabilisation et la fusion
membranaire. La structure, le niveau d’insertion ainsi
que I’orientation de ces peptides dans la membrane
semblent cruciaux. Toutefois, de nombreux résultats
divergent entre différentes études, suivant la méthode,
I’environnement, la concentration et la séquence
du peptide de fusion utilisés lors de ces études. La
détermination de la région du peptide de fusion de
gp41 et gp30 nécessaire et suffisante pour 1’induction
de la fusion permettra d’éviter les problemes liés a la
longueur du peptide. De plus, de nombreuses études
suggerent des propriétés communes entre les peptides
de fusion de ces virus et ceux des autres virus (Lorin
et al., 2007), suggérant que la détermination de cette
région pour d’autres virus est possible.

Puisque de nombreuses relations existent entre les
résultats obtenus avec les peptides de fusion et ceux
obtenus avec la glycoprotéine entiere, il a été suggéré
que les peptides de fusion étaient de bons modeles
pour étudier la fusion virale (Nieva, Agirre, 2003).
Toutefois, dans le cas de la fusion in vivo, les nom-
breuses autres régions de la glycoprotéine doivent &tre
prises en compte. La région cytoplasmique, le domaine
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transmembranaire, la région pré-transmembranaire
ainsi que la région post-« peptide de fusion » de cer-
taines glycoprotéines ont, comme le peptide de fusion,
un effet de déstabilisation membranaire, indiquant un
role de ces domaines protéiques dans la fusion virale
(Ghosh, Shai, 1999 ; Epand, 2000 ; Kozerski et al.,
2000 ; Shai, 2000 ; Schroth-Diez et al., 2000 ; Sackett,
Shai, 2002 ; Peisajovich, Shai, 2002 ; 2003).

Liste des abréviations

A : Angstrom

AP : peptide B-Amyloide (Amyloid Beta)

Apo : Apolipoprotéine (Apolipoprotein)

ATR-FTIR : Spectroscopie Infrarouge par Transformée
de Fourier — Réflexion Totale Atténuée (Attenuated Total
Reflectance - Fourier Transform InfraRed)

BLV : Virus de la Leucémie Bovine (Bovine Leukemia
Virus)

CD : Dichroisme Circulaire (Circular Dichroism)

DMSO : Diméthylsulfoxyde (Dimethylsulfoxyde)

EPR : Résonance Paramagnétique Electronique (Electron
Paramagnetic Resonance)

ESR : Résonance de Spin Electronique (Electron Spin
Resonance)

FLV : Virus de la Leucémie Féline (Feline Leukemia
Virus)

FTIR : Spectroscopie Infrarouge par Transformée de Fourier
(Fourier Transform InfraRed)

HA2: Sous-unit¢ membranaire de
(membrane subunit of hemagglutinin)

HCA : Analyse d’ Amas Hydrophobes (Hydrophobic Cluster
Analysis)

HFIP : Hexafluoroisopropanol

HRSV : Virus Respiratoire Syncytial Humain (Human
Respiratory Syncitial Virus)

IMPALA: Integral Membrane
Association

Influenza A: virus de D'Influenza (grippe) de type A

Influenza B : virus de I’Influenza (grippe) de type B

MHP : Potentiel Hydrophobicit¢é Moléculaire (Molecular
Hydrophobicity Potential)

PBS : tampon phosphate (phosphate-buffered saline)

PDB : Banque de Données de Protéines (Protein Data
Bank)

PrP : Protéine Prion (Prion Protein)

RMN : Résonance Magnétique Nucléaire (NMR : Nuclear
Magnetic Resonance)

SDS : Sodium DodécylSulfate (Sodium DodecylSulfate)

SIV: Virus de I’Immunodéficience Simienne (Simian
Immunodeficiency Virus)

SRAS : Syndrome Respiratoire Aigu Sévere (SARS : Severe
Acute Respiratory Syndrome)

SV5 : Virus para-influenza Simien 5 (paramyxovirus Simian
Virus 5)

TFE : Trifluoroéthanol (Trifluoroethanol)

I’hémagglutinine

Protein and Lipid
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VIH-1: Virus de I'Immunodéficience Humaine de type
(HIV-1 : Human Immunodeficiency Virus type I)

VIH-2 : Virus de 'Immunodéficience Humaine de type 2
(HIV-2 : Human Immunodeficiency Virus type 2)
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