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Papillomavirus	
  and	
  cancer	
  

mammals,	
  birds	
  &	
  rep#les	
  

warts	
  and	
  lesions	
  

cervical	
  cancer	
  

orogenital	
  and	
  cutaneous	
  epithelia	
  

high	
  risk:	
  

low	
  risk:	
  

skin	
  cancers	
  

80%	
  

20%	
  

>	
  200	
  PV	
  strains,	
  >	
  100	
  HPVs	
  

Very	
  small	
  genome	
  (8kb)	
  

E6 & E7:	
  the oncoproteins of	
  HPV	
  
-­‐>	
  Cell	
  prolifera#on	
  priming	
  

 	
  E6	
  and	
  E7	
  bind	
  /	
  degrade	
  MANY	
  cellular	
  proteins	
  (>100)	
  

 	
  E6	
  and	
  E7	
  hijack	
  cellular	
  ubiqui#n	
  ligases	
  (E6AP,	
  cullin	
  2...)	
  
 	
  E7	
  alters	
  cell	
  cycle	
  checkpoints	
  (Rb	
  proteins,	
  cyclins…)	
  
 	
  E6	
  alters	
  apoptosis	
  control	
  (p53,	
  Bak…)	
  
 	
  E6	
  alters	
  cell	
  adhesion	
  pathways	
  (PDZ-­‐containing	
  proteins)	
  



HPV E6 and E7 oncoproteins:���
Structural information remains scarce	
  

E7	
  (mammalian	
  PVs)	
  :	
  
1! 100!50!

Disordered	
  	
   Folded	
  	
  
Zn2+ 

CR1-­‐CR2	
   CR3	
  

HPV1	
  E7	
  CR3	
  (Liu	
  et	
  al.,	
  JBC	
  2006)	
  
HPV	
  45	
  E7	
  CR3	
  (Ohlenschlaeger	
  et	
  al.	
  2006)	
  

-­‐Structure	
  of	
  a	
  full-­‐length	
  E6	
  ?	
  S#ll	
  unknown	
  (expected	
  since	
  ≈1985).	
  	
  
-­‐Origin	
  of	
  E6C	
  and	
  E7	
  CR3	
  folds	
  ?	
  These	
  folds	
  are	
  not	
  observed	
  in	
  any	
  other	
  living	
  organism	
  .	
  

	
  -­‐Structures	
  of	
  target-­‐bound	
  E6	
  and	
  E7	
  ?	
  Needed	
  for	
  design	
  of	
  small	
  molecule	
  inhibitors	
  of	
  HPV	
  

Introduc*on	
  

E6	
  (mammalian	
  PVs)	
  :	
  

E6N	
   E6C	
  

Zn2+ Zn2+ 

1! 150!

Disordered	
  	
  Folded	
   Folded	
  

HPV	
  16	
  E6C	
  (Nominé	
  et	
  al.	
  2006)	
  



HPV	
  16	
  E6:	
  >	
  50	
  cellular	
  targets	
  

Transcrip1onal	
  
regula1on	
  

Ubiqui1na1on	
  
&	
  degrada1on	
  

Apoptosis	
  

Cell	
  signalling	
  

Cell	
  adhesion	
  
&	
  polarity	
  

DNA	
  repair	
  

Epithelial	
  
differen1a1on	
  

Nuclear	
  import	
  

Epithelial	
  
organiza1on	
  

DNA	
  replica1on	
  

E6BP/ERC-­‐55	
  

Paxillin	
  

p21	
  

PKN	
  

MGMT	
  

hMCM7	
  

IRF3	
  

ADA3	
  

CBP/p300	
  

MuppI	
  

MAGI-­‐1,2,3	
  
hScrib	
  hDLG	
  

E6AP	
  

p53	
  
TNRF1	
  

cMyc	
  
Bak	
   Bax	
  

E6TP1	
  
Impor1ns	
  

TIP-­‐2	
   TIP-­‐1	
  

NFX1	
  
FADD	
  

TRIP-­‐Br1	
  

fibulin-­‐1	
  

XRCC1	
  

Zyxin(6)	
  

Gps2	
  

BRCA1	
  

Tuberin	
  

PML-­‐IV	
  

GADD34/PP1	
  

Myc	
  

How does such a small protein as E6 interact with so many targets ? 
 Molecular and structural basis for E6 multifunctionality ? 

1! 150!

E6	
  

PTPN3	
  



A	
  molecular	
  explana#on	
  for	
  E6	
  mul#func#onality:	
  	
  
Viral	
  hijacking	
  of	
  domain-­‐mo#f	
  interac#ons	
  

-­‐Mo*f	
  hijacking	
  concepts	
  are	
  original	
  IP	
  of	
  Toby	
  Gibson	
  (EMBL,	
  Heidelberg)	
  !	
  
-­‐for	
  a	
  review,	
  see	
  «	
  How	
  viruses	
  hijack	
  cell	
  regula*on	
  »,	
  Davey	
  et	
  al.	
  TIBS	
  2010	
  

(2)	
  	
  Folded	
  part	
  of	
  E6	
  captures	
  cellular	
  acidic	
  LxxLL	
  mo#fs	
  
	
  LxxLL	
  frequent	
  in	
  proteins	
  controlling	
  cell	
  prolifera#on,	
  adhesion,	
  &	
  apoptosis	
  
	
  (p53,	
  Ub-­‐ligase	
  E6AP,	
  focal	
  adhesion	
  protein	
  Paxillin…)	
  

E6N E6C 
[xTxL/V-COOH] 

Zn2+ Zn2+ 
1 151 

PDZ 1 PDZ 2 PDZ 3 PDZ 4 PDZ 5 

Capture	
  (2)	
  

Mimicry	
  (1)	
  	
  

[LxxLL]!

(1)	
  C-­‐term	
  of	
  E6	
  mimics	
  a	
  PDZ-­‐binding	
  mo#f	
  to	
  «	
  hook	
  »	
  cellular	
  PDZ	
  domains	
  
	
  PDZs	
  are	
  involved	
  in	
  cell	
  communica#on,	
  adhesion,	
  signalling	
  



PDZ	
  

E6	
  C-­‐term	
  

Current	
  structural	
  knowledge	
  on	
  E6	
  hijacking	
  complexes	
  ?	
  

E6N E6C 
[xTxL/V-COOH] 

Zn2+ Zn2+ 
1 151 

PDZ 1 PDZ 2 PDZ 3 PDZ 4 PDZ 5 

Capture	
  

Mimicry	
  

[LxxLL]!

No	
  E6-­‐LxxLL	
  structure	
  

(*)	
  Zhang	
  et	
  al,	
  2007:	
  E6-­‐	
  MAGI1	
  PDZ1,	
  E6-­‐hDLG	
  	
  PDZ2,	
  E6-­‐hDLG	
  PDZ3	
  (X-­‐ray)	
  
(*)	
  Liu	
  et	
  al.,	
  2007:	
  E6-­‐hDLG	
  	
  PDZ2	
  (NMR)	
  

(*)	
  Charbonnier	
  et	
  al.,	
  2011:	
  	
  E6-­‐	
  MAGI1	
  PDZ1	
  (NMR)	
  

Several	
  E6-­‐PDZ	
  structures	
  (*)	
  



MBP-­‐LxxLL-­‐BPV	
  E6	
  
fusion	
  

MBP	
  

Full-­‐length	
  Bovine	
  PV	
  E6	
  

LxxLL	
  pep#de	
  
(Paxillin	
  LD1	
  mo#f)	
  

E6C	
   E6N	
  

Recombinant	
  E6	
  proteins	
  	
  misfold	
  and/or	
  aggregate:	
  
Successfull	
  crystallisa#on	
  of	
  a	
  triple	
  MBP-­‐LxxLL-­‐E6	
  fusion	
  

Charbonnier	
  et	
  al.,	
  unpublished	
  

E6-­‐LxxLL	
  	
  



hydrophobic	
  pocket	
  
docks	
  the	
  three	
  conserved	
  Leucines	
  

posi#vely	
  charged	
  (blue)	
  surface	
  
explain	
  the	
  preference	
  for	
  acidic	
  LxxLL	
  mo#fs	
  	
  

X-­‐ray	
  Structure	
  of	
  full-­‐length	
  BPV	
  E6	
  
bound	
  to	
  paxillin	
  LxxLL	
  mo#f	
  

The	
  first	
  structure	
  of	
  full-­‐length	
  E6:	
  
Two	
  zinc	
  domains	
  separated	
  by	
  a	
  linker	
  helix	
  
	
  
The	
  prototype	
  of	
  E6-­‐LxxLL	
  mo1f	
  recogni1on:	
  
-­‐>	
  Helical	
  LxxLL	
  mo#f	
  grabbed	
  by	
  the	
  two	
  domains	
  
-­‐>	
  A	
  plausibly	
  druggable	
  viral	
  pocket	
  !	
  	
  

E6-­‐LxxLL	
  	
  



Comparing	
  E6-­‐LxxLL	
  complex	
  
to	
  cellular	
  domain-­‐LxxLL	
  complexes	
  

E6	
  may	
  out-­‐compete	
  efficiently	
  the	
  cellular	
  LxxLL	
  binders	
  	
  

-­‐Viral	
  E6	
  grasps	
  LxxLL	
  mo#f	
  inside	
  a	
  rather	
  deep	
  pocket	
  
Kd	
  10-­‐7	
  M	
  (#ght)	
  

-­‐Cellular	
  domains	
  bind	
  LxxLL	
  through	
  weak	
  surface	
  interac#ons	
  
Kd	
  10-­‐5	
  M	
  (transient,	
  for	
  signalling)	
  

E6 / LxxLL complex	



E6-­‐LxxLL	
  	
  



PDZ	
  

E6	
  C-­‐term	
  

Can	
  we	
  predict	
  the	
  interactome	
  of	
  E6	
  oncoprotein	
  
using	
  structure	
  and	
  binding	
  selec#vity	
  knowledge	
  	
  

on	
  E6-­‐mo#f	
  and	
  E6-­‐domain	
  complexes	
  ?	
  

Capture	
   Mimicry	
  	
  	
  
E6N E6C 

[xTxL/V-COOH] 

Zn2+ Zn2+ 
1 151 

Predic#on	
  of	
  E6	
  targets	
  
containing	
  LxxLL	
  mo#fs	
  ?	
  

Predic#on	
  of	
  E6	
  targets	
  
containing	
  PDZ	
  domains	
  ?	
  

E6-­‐LxxLL	
  	
  



II/	
  Bioinforma1c	
  search	
  on	
  full	
  proteome:	
  
-­‐Regular	
  expression	
  search	
  
-­‐PSSM-­‐based	
  ranking	
  
-­‐search	
  only	
  presumably	
  unfolded	
  regions	
  

III/	
  Experimental	
  search	
  on	
  cell	
  extracts:	
  
-­‐pull	
  down	
  with	
  double-­‐tagged	
  E6	
  
-­‐mass	
  spec	
  analysis	
  of	
  binders	
  
	
  

Luck	
  et	
  al.,	
  unpublished	
  

Bioinforma#c	
  search	
  of	
  E6-­‐binding	
  LxxLL	
  proteins	
  is	
  surprisingly	
  accurate	
  !	
  

I/	
  Fine	
  analysis	
  of	
  E6-­‐LxxLL	
  preferences:	
  
-­‐Structural	
  analysis	
  of	
  key	
  contacts	
  
-­‐Systema#c	
  mutagenesis	
  
-­‐Phage	
  Display	
  selec#ons	
  

E6-­‐LxxLL	
  	
  



PDZ	
  

E6	
  C-­‐term	
  

Predic#on	
  of	
  cellular	
  targets	
  of	
  E6	
  protein	
  
based	
  on	
  E6-­‐LxxLL	
  or	
  E6-­‐PDZ	
  binding	
  selec#vity	
  informa#on	
  ?	
  

Capture	
   Mimicry	
  	
  	
  
E6N E6C 

[xTxL/V-COOH] 

Zn2+ Zn2+ 
1 151 

Predic#on	
  of	
  E6	
  targets	
  
containing	
  LxxLL	
  mo#fs	
  ?	
  
	
  Quite	
  accurate	
  !	
  

Predic#on	
  of	
  E6	
  targets	
  
containing	
  PDZ	
  domains	
  ?	
  
	
  In	
  progress.	
  

E6-­‐LxxLL	
  	
  



HPV16 E6 oncoprotein (*):���
Structural information on full-length protein ?	
  

E6	
  (HPV16)	
  :	
  

E6N	
   E6C	
  

Zn2+ Zn2+ 

1! 150!

Disordered	
  	
  Folded	
   Folded	
  

HPV	
  16	
  E6C	
  (Nominé	
  et	
  al.	
  2006)	
  

 (*) HPV16 is the highest risk type, responsible for 60-70% of cervical cancers 	
  



E6-­‐N	
  F47R	
  	
  

Surface	
  mutagenesis	
  to	
  prevent	
  aggrega#on:	
  
-­‐>	
  NMR	
  structures	
  of	
  HPV	
  16	
  E6N	
  and	
  E6C	
  domains	
  

E6-­‐C	
  4C/4S	
  

Zn2+ Zn2+ 

-­‐>	
  A	
  first	
  structural	
  view	
  of	
  full-­‐length	
  unbound	
  HPV16	
  E6	
  protein	
  

F47R	
  muta#on	
  
prevents	
  	
  

E6N	
  dimeriza#on	
  

4C4S	
  muta#on	
  
prevents	
  	
  

Cys-­‐driven	
  aggrega#on	
  

Nominé	
  et	
  al.	
  
(Mol	
  Cell	
  2006)	
  	
  

Ka*a	
  Zanier	
  et	
  al.,	
  	
  
	
  (submi^ed)	
  	
  

HPV16	
  E6	
  
structure	
  



Towards	
  full-­‐length	
  structure	
  of	
  HPV	
  16	
  E6	
  bound	
  to	
  E6AP	
  LxxLL	
  mo#f	
  
(the	
  cervical	
  cancer-­‐causing	
  complex)	
  

Zn2+ Zn2+ 

HPV16	
  E6	
  
structure	
  

HPV16	
  E6N	
  and	
  E6C	
  (free)	
  BPV1	
  E6	
  +	
  LxxLL	
  of	
  paxillin	
  

Structure	
  of	
  HPV16	
  E6	
  bound	
  to	
  the	
  LxxLL	
  mo#f	
  of	
  ubiqui#ne	
  ligase	
  E6AP:	
  
The	
  complex	
  required	
  for	
  degrada#on	
  of	
  tumour	
  p53	
  by	
  oncogenic	
  HPVs	
  
A	
  druggable	
  viral	
  pocket	
  to	
  design	
  therapeu#c	
  molecules	
  against	
  cervical	
  cancer	
  

HPV16	
  E6	
  +	
  LxxLL	
  of	
  E6AP	
  



Conclusion	
  

Main	
  findings:	
  

-­‐Two	
  viral	
  strategies	
  for	
  hijacking	
  of	
  cellular	
  networks:	
  
	
  -­‐mimicking	
  cellular	
  mo#fs	
  to	
  capture	
  domains	
  (e.g.	
  E6-­‐PDZ	
  interac#ons)	
  (frequent)	
  
	
  -­‐capturing	
  cellular	
  mo#fs	
  (e.g.	
  E6-­‐LxxLL	
  interac#ons)	
  (rare)	
  

-­‐E6	
  #ghtly	
  grasps	
  acidic	
  LxxLL	
  mo#fs	
  through	
  a	
  hydrophobic	
  pocket	
  
	
  flanked	
  with	
  posi#ve	
  charges:	
  a	
  druggable	
  viral	
  pocket	
  

-­‐Fine	
  structural	
  &	
  molecular	
  analysis	
  of	
  E6-­‐LxxLL	
  recogni#on	
  specifici#es	
  
	
  provided	
  remarkably	
  accurate	
  predic#ons	
  of	
  cellular	
  targets	
  of	
  E6	
  

	
  
Perspec#ves:	
  

-­‐Solve	
  the	
  structure	
  of	
  HPV16	
  E6	
  –	
  E6AP	
  LxxLL	
  complex	
  (on	
  the	
  way)	
  
-­‐Predict	
  and	
  validate	
  LxxLL-­‐containing	
  cellular	
  proteins	
  targeted	
  by	
  HPV	
  E6	
  proteins	
  

from	
  HPV	
  strains	
  (i.e.	
  high-­‐risk,	
  low-­‐risk,	
  mucosal,	
  cutaneous…)	
  
-­‐Design	
  drugs	
  or	
  recombinant	
  inhibitors	
  of	
  the	
  E6-­‐E6AP	
  interac#on	
  responsible	
  for	
  p53	
  

destruc#on	
  in	
  HPV	
  posi#ve	
  tumor	
  cells	
  
	
  	
  

	
  

Novel	
  structural	
  data	
  on	
  PV	
  E6	
  oncoprotein	
  
Increase	
  our	
  understanding	
  and	
  open	
  new	
  perspec#ves	
  



Thanks	
  !	
  


