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profondes bilatérales. Il est aussi responsable de morbidité et de
perte du greffon en transplantation et un pathogéne majeur en
cas d'immunodépression. Les antiviraux actuels, tous inhibiteurs
de la polymérase virale, entrainent des résistances croisées, et
sont contre-indiqués pendant la grossesse du fait de leur toxicité
et leur possible tératogénicité. Un nouvel antiviral (Iétermovir)
récemment validé dans des essais clinigues de phase 3 en
prophylaxie chez des greffés de cellules souches
hématopoiétiques va obtenir son autorisation de mise sur le
marché en 2019. Le létermovir agit en bloquant I'encapsidation
du génome viral mais son mécanisme d’action n’est pas élucidé
a ce jour, démontrant ainsi I'intérét de mieux comprendre cette
étape de la réplication virale afin de développer également
d’autres inhibiteurs spécifiques.

L’encapsidation du génome viral est réalisée par le complexe
terminase constitué de plusieurs protéines virales (UL56, UL89,
UL51, UL52, UL77, UL93 et UL104). Les protéines UL56 et UL89
assurent le clivage d’'une unité de génome tandis que la protéine
UL104 permet I'entrée du génome dans la capside néoformée. Le
rble des autres protéines est encore tres mal défini et aucune des
protéines de ce complexe n’a pu étre cristallisée a ce jour. Nos
travaux se sont focalisés sur les relations structure-fonction des
protéines UL56 et UL89. Nous avons identifié in silico dans pUL56
un domaine LAGLIDADG potentiel (13aLATLNDIERFL144)
suggérant que pUL56 appartiendrait a la famille des LAGLIDADG
homing endonucléases. A l'aide de la technologie des
chromosomes bactériens artificiels (BAC) permettant de
construire des virus recombinants, nous avons muté différents
acides aminés au sein de ce domaine, pouvant étre impliqués
dans la fonction de cette protéine et dans le mécanisme d’action
du létermovir. De plus, nous avons mis en évidence a l'aide de la
technologie = ALPHA  (Amplified Luminescent Proximity
Homogeneous Assay) un domaine d’interaction de la protéine
pUL56 avec pUL89 pour lequel un brevet a été déposé.

Parmi les autres protéines impliquées dans I'encapsidation de
I’ADN viral, nous avons également étudié la protéine pUL52 au
sein de laquelle nous avons défini des domaines conservés et
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validé les acides aminés essentiels de ces domaines impliqués
dans de potentielles structures en doigt de zinc.

Objectif et contexte
(300 mots max)

L’objectif de ce travail de thése est de poursuivre I'étude du
mécanisme d’action du complexe terminase. Une partie du travail
consistera a analyser in vitro I'activité fonctionnelle endonucléase
du domaine 1LATLNDIERFL144 dont nous avons déja
caractérisé les acides aminés essentiels. Il faudra également
étudier I'impact des mutations introduites dans pUL56 sur
I'interaction avec les autres sous-unités du complexe terminase
grace a la technologie ALPHA aprés clonage et production des
différentes protéines recombinantes. Différents systémes de
production pourront étre envisagés (cellules eucaryotes ou
baculovirus).

A partir des domaines fonctionnels que nous avons identifiés et
ceux qui seront mis en évidence au cours de la thése, nous ferons
synthétiser des peptides homologues a ces domaines pour agir
comme des leurres moléculaires afin d’entraver la réplication
virale en bloquant les interactions entre les partenaires du
complexe. L'évaluation du potentiel antiviral et de I'innocuité de
ces peptides sera analysée en culture cellulaire et sur modéle ex
vivo et in vivo. En paralléle, il est envisagé de regarder I'impact
du létermovir sur l'interaction entre les protéines sauvages afin de
mieux comprendre son mode de fonctionnement.

Résultats attendus
(300 mots max)

La premiére partie de ce travail consistera & mieux comprendre
le fonctionnement du complexe terminase du cytomégalovirus
humain par la mise en évidence des différents domaines
essentiels aux interactions entre les différentes protéines du
complexe et la détermination de leurs activités fonctionnelles.
L’ensemble de ces travaux devra conduire au développement de
nouvelles molécules ou de nouvelles stratégies thérapeutiques
antivirales innovantes.
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Profil et compétences | Expérience souhaitée en bioinformatique / utilisation des logiciels
recherchées | d’alignement et de modélisation a minima (Pymol, Phyre ou
Geneious)

Biologie moléculaire : PCR, séquencage,
Culture cellulaire, production de protéines, Western Blot




	Sujet de thèse

