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PRESENTATION GENERALE DU
PROJET DE RECHERCHE

Les études biologiques réalisées ces 50 derniéres années ont mis en évidence 1’étroite
relation entre la fonction des molécules biologiques, leur structure et leurs mouvements
intramoléculaires.

La biologie structurale expérimentale, en particulier grace aux techniques comme la
cristallographie aux rayons X ou la résonance magnétique nucléaire, a permis d’accéder a la
connaissance moléculaire voire atomique de structures biologiques. Cependant, ces
techniques expérimentales ne permettent pas d’acquérir une description compléte des
molécules et de leur dynamique a une échelle atomique, souvent essenticlle a Ia
compréhension de certains processus biologiques. C’est ainsi que se sont développées des
techniques in silico visant a fournir une telle description.
Aujourd’hui, parallelement a I’accroissement considérable des données issues de la biologie
structurale expérimentale, la modélisation moléculaire et la chimie computationnelle ont
prouvé leur intérét pour la compréhension du fonctionnement de molécules biologiques en
relation avec leur structure.
Le projet de recherche dans lequel s’inscrit ce travail de thése nécessite I’implication de ce
champ disciplinaire théorique, parmi les autres disciplines mises a contribution. Ce
programme de recherche porte sur 1’étude biologique et pharmacologique d’une enzyme du
VIH-1 : ’intégrase (IN) qui est responsable de I’insertion de I’ADN viral dans le génome de
la cellule infectée par le virus. Dans I’introduction, nous présenterons le VIH-1, I’agent causal
du SIDA et plus en détail I’enzyme virale, I’IN : son rdle, sa structure, son interaction avec
ses substrats et ses inhibiteurs.
Les objectifs de ce programme de recherche sont de déterminer :

- le mécanisme d’action de molécules inhibitrices de I’'IN

- la spécificité de I’interaction de I’IN avec son substrat ADN viral afin d’orienter la

conception de drogues contre cette cible moléculaire.
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Au sein de ce projet, le travail de thése a consisté a :
- déterminer le mode de liaison d’inhibiteurs de I’IN (des dérivés des styrylquinoléines)
et évaluer la stabilité de ces interactions
- prédire la structure et la flexibilité de nucléosides modifiés en 2’ afin de comprendre
les effets d’analogues de ’ADN viral sur I’activité de I’IN et donc sur I’interaction
IN/ADN.
- étudier la structure de ’extrémité de ’ADN viral impliqué dans la spécificité de
I’interaction avec I’IN et d’analogues de ce fragment nucléique.
L’ensemble de ces travaux nous a donc amenés a réaliser une étude plus fondamentale sur la
conformation et la flexibilité d’analogues de nucléosides ainsi que sur la structure de doubles
hélices d’ADN contenant des sucres modifiés en 2.
Notre approche a été structurale et théorique (par des méthodes de modélisation moléculaire
et de chimie computationnelle) et s’est effectuée en étroite collaboration avec des chimistes et
des biologistes avec lesquels les échanges ont grandement dynamisé le déroulement de nos

recherches.
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INTRODUCTION

1l s’agit dans cette partie de présenter le contexte biologique et pharmacologique du
programme de recherche dans lequel s inscrit ce travail de these afin de permettre au lecteur

de mieux appréhender le sujet dans son ensemble.






Theése Sophie BARBE - INTRODUCTION

Chapitre I

Le virus de 'immunodéficience humaine de type I

En 1981, sont rapportés aux Etats-Unis (Hymes et al., 1981) les premiers cas de
patients atteints du syndrome de I’immunodéficience acquise : le SIDA (Gottlieb et al.,
1981). Rapidement, ce fléau s’est propagé jusqu’aux régions les plus éloignées du globe,
entrainant un nombre croissant de contamination et de de déces.

Depuis la découverte en 1983 du VIH, ’agent causal du SIDA (Barre-Sinoussi et al., 1983;
Gallo et al., 1983), la communauté scientifique a mis en place un nombre important de
programmes de recherche pour lutter contre cette maladie. Malgré des progres scientifiques
considérables tels que ’¢laboration de tests de diagnostic en 1985, le séquencage du génome
viral moins de 15 ans plus tard et le développement de traitements antirétroviraux hautement
actifs (HAART) a partir de 1996, 1’épidémie de SIDA a continué a se propager. En 2005, elle
a caus¢ plus de 3 millions de déces. Parallelement, environ 5 millions de personnes ont
contracté le VIH cette méme année, ce qui porte a environ 40 millions, le nombre total de
malades dans le monde.

Le développement des multithérapies, HAART, qui combinent plusieurs types de molécules
actives contre le VIH, a permis d’augmenter 1’espérance de vie des patients. Ces traitements
sont actuellement prescrits a vie. Cependant, leur efficacité est contrecarrée, a plus ou moins
bréve échéance, par I’apparition de souches mutantes du virus résistantes aux traitements. De
plus, des effets secondaires a court et a long terme sont fréquents et l’interruption du
traitement entraine une recrudescence de la virulence de la maladie.

La recherche de nouveaux médicaments et de nouvelles cibles thérapeutiques reste donc

d’une grande importance dans la lutte contre le SIDA.

10
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I- Caractéristiques générales du VIH

Le VIH est un rétrovirus (famille des Retroviridae) du genre lentivirus. Le terme rétrovirus
désigne un virus dont le génome est formé d'ARN simple brin. Afin de pouvoir infecter leurs
cibles, les rétrovirus doivent rétrotranscrire I’ARN simple brin en ADN double brin. Cette
opération est réalisée par une enzyme qui leur est spécifique : la rétrotranscriptase (RT).
L’ADN produit peut alors étre intégré au génome d’une cellule hote sous 1’action d’une autre
enzyme virale, I’intégrase (IN).

Les rétrovirus du genre lentivirus infectent différentes espeéces animales, par exemple les
primates (VIH, SIV), les félins (FIV), les bovins (BIV)... Ils provoquent la mort des cellules
infectées. Le VIH s’attaque presque exclusivement aux cellules humaines porteuses des
récepteurs CD4 (cellules CD4+). 11 s’agit principalement des lymphocytes T et des
macrophages qui constituent les piliers du systéme de défense immunitaire de I’organisme. Il
existe une phase de latence relativement longue entre 1’infection et les premiers symptomes
de la maladie (jusqu'a 11 ans). Ces symptomes sont corrélés a un état d’immunodépression
aigué, favorisant le développement de maladies auto-immunes et I’apparition de maladies
opportunistes.

Il existe deux types de VIH : le VIH-1 (Barre-Sinoussi et al., 1983; Gallo et al., 1983) et le
VIH-2 (Clavel et al., 1986) qui se subdivisent en plusieurs sous-types. Le VIH-1 est la forme
la plus courante dans les pays industrialisés tandis que le VIH-2 sévit principalement en
Afrique Subsaharienne. La variét¢ dans le patrimoine génétique du VIH résulte des
nombreuses erreurs d’incorporation de nucléotides qu’effectue la rétrotranscriptase pendant la
transcription de I’ARN viral en ADN (McGrath et al., 2001). Cette enzyme, dépourvue de
systéme de relecture, présente un taux d’erreurs de I’ordre de 10 a 10™, ce qui correspond a
une ou deux mutations par cycle de réplication. Les mutations constamment produites
émergent sous la pression de sélection introduite par le systtme immunitaire et les
multithérapies. A cela, s’ajoutent des formes recombinantes, résultant d’une recombinaison
génétique entre des virus de sous-types différents.

Des études phylogéniques ont permis d’établir les relations entre les différents lentivirus de
primates (HIV sequence Compendium 2005). Ces comparaisons de séquences laissent
supposer une transmission inter-espéces de différents singes a 'homme (Gao et al., 1999).
Cette hypothése était également suggérée par les premiers cas sporadiques de SIDA. On

trouve les premiéres traces du VIH dans le plasma d’un adulte de la République démocratique

11
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Figure 1- Organisation génétique de I’ADN proviral du VIH-1. L’ADN proviral est encadré de deux
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du Congo mort en 1959 et dans les tissus d’un marin norvégien mort en 1974. Ce dernier
aurait ¢t¢ infecté dans les années 1961-1965, lors de voyages sur les cotes d’Afrique
occidentale. L’analyse d’échantillons de feéces de chimpanzés de la forét tropicale
camerounaise a identifié le chimpanzé Pan troglodyte comme le réservoir naturel du VIH-1

(Keele et al., 2006).

I1- Organisation génétique et structurale du VIH-1

A - Le génome viral

L’ARN génomique du VIH-1 est diploide ; il est composé de deux molécules homologues
d’ARN simple brin de 9,2 kb liées de facon non covalente, a proximité de leur extrémité
5°. Cet ARN est rétrotranscrit par la RT en un ADN double brin linéaire qui s’integre

dans le génome de la cellule hote : on parle alors d’ADN proviral.

A-1- Séquences LTR

L’ADN rétrotranscrit est bordé de part et d’autre d’une séquence LTR non codante
(figure 1). Chaque LTR se subdivise en séquences U3, R et US. Ces extrémités sont
essentielles pour la transcription de I’ADN proviral. La séquence U3 (-454 a -1) contient :
- un promoteur (-78 a -1) dont la structure est celle d’un promoteur eucaryote qui fixe
I’ARN polymérase II et ses cofacteurs,
- un domaine activateur (-104 a -79) et un domaine modulateur (-454 a -105) qui fixent
des facteurs transcriptionnels cellulaires stimulant la transcription.
La séquence R (+1 a +95) inclut un domaine, TAR, impliqué également dans 1’activation
transcriptionnelle (Karn, 1999). La transcription de I’ADN proviral par la machinerie
cellulaire débute en 5° de la séquence R située dans le LTR 5 et prend fin en 3 de la
séquence R contenue dans la séquence LTR 3°.
Les LTR sont également essentiels pour 1’intégration de I’ADN viral dans le génome de la
cellule hote. En effet, les séquences U3 et U5 possédent des sites de reconnaissance pour la

protéine virale, I’intégrase qui permet I’insertion de I’ADN viral dans le génome cellulaire.
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A-2- Régions codantes

L’ADN proviral comporte 3 geénes (gag, pol et env) qui codent des précurseurs
polyprotéiques (figure 1). Le clivage de ces précurseurs par la protéase virale ou une
protéase cellulaire libére les protéines structurales et enzymatiques du virus.

Le géne gag code un précurseur Gag de 55 kDa (Pr55%*) myristylé. Cette polyprotéine est
traduite & partir d’'un ARNm non-épiss€. Le clivage de ce précurseur par la protéase virale
(PR), au cours de la maturation de la particule virale, libére les protéines structurales de
matrice (MAp17), de nucléocapside (NCp7), de capside (CAp24), p1, p2 et po.

Le geéne pol code une polyprotéine qui génere trois protéines enzymatiques : la protéase
(PRp12), l’intégrase (INp32) et la rétrotranscriptase (RTp66/p51). PR est libérée par un
mécanisme d’autocatalyse alors que I’IN et la RT sont obtenues grace au clivage de la
polyprotéine par PR. Le géne pol/ n’est jamais exprimé de manic¢re indépendante mais sous

forme d’une polyprotéine de fusion Gag-Pol (Pr1609¢™°!

). Ce précurseur est obtenu par un
décalage -1 du cadre de lecture en fin de synthése de Gag (Jacks et al., 1988). Cet évenement
qui est déclenché par un motif d’ARN spécifique (Parkin et al., 1992) ne se produit que pour
environ 5% des ARN viraux traduits ; il a été récemment décrit en détail (Namy et al., 2006).
Par la suite, la protéase virale sépare les domaines Gag et Pol.

Le géne env code un précurseur Env de 160 kDa (Pr160™™) glycosylé (addition de 25 a 30
chaines d’hydrates de carbone). Cette polyprotéine est exprimée a partir d’'un ARNm mono-
¢épissé. Le clivage de ce précurseur, au cours de son transport vers la membrane plasmique
par une protéase cellulaire, libére la protéine de surface (SUgpl20) et la protéine
transmembranaire (TMgp41).

En plus de ces trois génes communs a tous les rétrovirus, le génome du VIH-1 possede
plusieurs autres génes spécifiques des rétrovirus complexes, codant des protéines régulatrices
et auxiliaires (figure 1). Les génes tat et rev codent respectivement une protéine régulatrice
de 14 kDa, Tat et une protéine régulatrice de 18 kDa, Rev. Les genes nef, vif, vpr et vpu
codent respectivement les protéines auxilaires suivantes : Nef (25 kDa myristylée), Vif (23

kDa), Vpr (15 kDa) et Vpu (16 kDa).
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Figure 3- Cycle de réplication du VIH-1. Apres 1’absorption du virus sur la membrane cellulaire par
fixation sur le CD4 et I’un des deux co-recepteurs (CCRS5/CXCR4), le virus pénétre dans la cellule par
fusion entre I’enveloppe virale et la membrane cellulaire. Le génome viral sous forme de deux
molécules d’ARN est transcrit par la RT en ADN. Une étape préparatoire de cet ADN, le 3’-
processing est ensuite catalysée par I’IN. Puis I’ADN migre via un complexe de pré-intégration (PIC)
dans le noyau ou il est intégré définitivement dans I’ ADN cellulaire par I’'IN. Aprés la transcription et
la traduction, les ARN viraux et les protéines virales s’assemblent pour former une particule virale qui
bourgeonne a la membrane cellulaire. Ces particules deviennent infectieuses aprés maturation par la
PR qui clive les précurseurs polyprotéiques en protéines structurales et en enzymes.
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B - La particule virale

La particule virale mature et infectieuse se présente sous une forme sphérique dont le
diamétre varie entre 110 et 130 nm ; elle a une masse d’environ 2.5 10° Da (figure 2).

Son enveloppe externe est constituée d’une bicouche lipidique riche en cholestérol, associée
a des protéines d’origine cellulaire (telles que les molécules HLA de classe I et II (Ott,
2002)) et des glycoprotéines virales de surface (SUgpl20) et transmembranaires (TMgp41).
Ces deux glycoprotéines forment des trimeres a la surface de la particule virale : chaque
monomere €étant constitué d’une sous-unité SU et d’une sous-unité TM associées de facon
non covalente

Sous I’enveloppe virale, la répétition de la protéine de matrice (MAp17) myristylée & son
extrémité N-terminale forme la partie externe du cceur viral. Cette protéine est sous forme
monomérique, séquestrant le groupe myristique (Tang et al., 2004). Son hydrophobicité
I’amene a interagir avec la bicouche lipidique.

A Tintérieur de la matrice se trouve la capside virale de forme conique, construite par
I’assemblage de protéines de capside (CAp24). Elle renferme les deux brins d’ARN qui
constituent le génome viral, associés a une protéine de nucléocapside (NCp7). Elle contient
¢galement les enzymes virales indispensables a la réplication (RT, PR et IN), d’autres
protéines virales (p6, p2, pl, Vif, Nef et Vpr) ainsi que des protéines cellulaires (actine,

cyclophiline A...) et des ARNt cellulaires.

III- Cycle de réplication du VIH-1 et thérapies anti-VIH

A - Les étapes du cycle réplicatif

Le VIH infecte une cellule hote dont il détourne les fonctions en vue de produire de nouveaux
virions. Le cycle réplicatif du VIH-1 (figure 3) comprend plusieurs étapes principales : la
reconnaissance de la cellule hote, la pénétration du virus au sein de la cellule, la rétrotranscription du
génome viral en un ADN double brin, I'intégration de cet ADN dans le génome cellulaire, la transcription
et la traduction des génes viraux , I’assemblage et la libération de virions immatures et enfin la maturation

de ces nouvelles particules.
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A-1- Reconnaissance et pénétration dans la cellule hote

La premicere étape du cycle réplicatif du VIH-1 consiste en une interaction peu spécifique entre
une boucle (V3) de la glycoprotéine de surface, SUgp12, chargée positivement (Kwong et al.,
1998) et le sulfate d’héparan chargé négativement et présent a la surface de nombreuses lignées
cellulaires (Mondor et al., 1998; Ugolini et al., 1999). Le VIH-1 s’attaque cependant, de manicre
quasiment exclusive, a des lignées cellulaires porteuses du récepteur CD4 (Klatzmann et al.,
1984). Cette reconnaissance spécifique est également 1’ceuvre de SU et implique un nombre
limité de résidus conservés (Kowalski et al., 1987). Un grand nombre de contacts entre le
récepteur CD4 et SU sont par contre réalisés grace au squelette peptidique de la glycoprotéine
(Kwong et al., 1998).

Cette interaction entre SU et le récepteur CD4 induit chez la glycoprotéine une série de
changements conformationnels qui lui permettent d’interagir avec les récepteurs aux
chimiokines. Le récepteur CXCR4 permet I’entrée des souches virales responsables de
I’infection des lymphocytes T (ces souches sont alors dites X4 ou T-tropiques). Le récepteur
CCRS est employé par les souches virales s’attaquant aux macrophages (souches dites RS ou
macrophages-tropiques). Les deux récepteurs peuvent étre utilisés par des souches dites a
double tropisme (R5/X4). Des individus homozygotes 432-CCRS, possédant un géene CCRS
déficient, présentent une résistance innée contre une infection par des souches virales R5 qui
sont le plus fréquemment transmises (Liu et al., 1996; Martinson et al., 1997).

Les interactions entre SU, le récepteur CD4 et les récepteurs aux chimiokines induisent un
autre changement de conformation, cette fois chez la glycoprotéine TMgp41l qui est le
médiateur majeur de I’entrée du virus (Chan and Kim, 1998). L’ouverture du trimeére TM
expose trois domaines de fusion peptidiques lipophiles qui s’incrustent dans la membrane
cellulaire. Ils provoquent la fusion des membranes du virus et de la cellule hote et permettent

ainsi a la capside virale de pénétrer dans la cellule.

A-2- Rétrotranscription du génome viral et intégration dans le génome de la

cellule hote
La capside virale libérée dans la cellule hote est déstructurée. Un complexe viral
nucléoprotéique appelé complexe de rétrotranscription (RTC) est ainsi libéré dans le

cytoplasme de la cellule. Il est composé non seulement de la rétrotranscriptase et du génome
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viral mais aussi d’autres protéines virales (IN, MA, NC et Vpr), de plusieurs protéines de la
cellule hote et d’'un ARNtutilisé comme amorce lors de la rétrotranscription.

La rétrotranscription qui permet la synthése de I’ADN double brin a partir de I’ARN viral
génomique, se produit principalement dans le cytoplasme de la cellule méme si elle peut
étre initiée dans les virions libres (Ventura et al., 1999). Elle fait appel aux activités ADN
polymérase et RNAse H de la RT. D’autres protéines virales et cellulaires seraient
impliquées dans la régulation de ce processus, notamment les protéines MA (Kiernan et al.,
1998), Nef (Aiken and Trono, 1995), Vif (Goncalves et al., 1996), la NC (Li et al., 1996),
I’IN (Wu et al., 1999; Zhu et al., 2004), Tat (Harrich et al., 1997), la cyclophiline A (Thali
et al., 1994), Vpr (Stark and Hay, 1998) et la topoisomérase I (Takahashi et al., 1995).
L’ADN double brin rétrotranscrit est ensuite intégré dans le génome de la cellule hote. Ce
processus se fait en plusieurs étapes. Tout d’abord une phase préparatoire de I’ADN viral,
appelée 3’-processing, se produit dans le cytoplasme de la cellule sous I’action de I’IN. Puis
I’ADN viral est transport¢ dans le noyau de la cellule, via un complexe de pré-intégration
(PIC) ou il est alors intégré dans un chromosome. Cette derniére étape appelée transfert de
brins est également catalysée par I’IN. (Ces différentes étapes d’intégration sont décrites

dans le chapitre I1.)

A-3- Transcription de I’ADN proviral et expression des protéines virales

L’ADN viral, intégré dans le génome de la cellule hote, n’est pas forcément transcrit

immédiatement. Plusieurs facteurs conditionnent son expression tels que :

- I’état d’activation de la cellule hote (stress, différenciation, activation immunitaire...)

- le site d’intégration de I’ADN viral. Un provirus incorporé dans une zone de la
chromatine ou la transcription est réprimée, tend a se montrer moins productif.

- la présence de la protéine virale Tat en quantité¢ suffisante. Cette protéine se lie a la
séquence TAR de I’ARN viral (Kao et al., 1987) et recrute un complexe (P-TEBb) (Wei
et al., 1998) qui phosphoryle alors I’ARN polymérase II, ce qui augmente le taux de
transcription de I’ADN proviral (Price, 2000).

Une fois initiée, la transcription peut conduire a plus de 30 ARNm viraux a partir d’un seul

transcrit, graice a un mécanisme d’épissage alternatif. Les sites donneurs et accepteurs

d’épissage permettent 1’obtention de trois catégories d’ARN :

-  I’ARNm non-épissé : codant Gag et Pol et/ou étant encapsidé

- les ARNm mono-¢€pissés : codant Env, Vif, Vpr et Vpu
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- les ARN multi-épissés : codant Tat, Rev et Nef

Les ARNm multi-épissés sont exportés du noyau de la cellule hote. Dans le cytoplasme, ils
sont traduits en protéines régulatrices Tat, Rev et Nef grace a la machinerie cellulaire. Les
genes tat, rev et nef sont les premiers a étre exprimés en protéines et constituent donc les
genes précoces du VIH. Les ARNm mono et non-¢épissés, contrairement aux ARNm multi-
épisssés, nécessitent ’implication de la protéine Rev pour I’export nucléaire (Strebel, 2003).
Les geénes de ces ARNm ne peuvent donc étre exprimés qu’en présence d’une quantité
suffisante de Rev : ils constituent les genes tardifs du VIH. Des ARNm non-épissés ne sont

pas traduits en protéines ; ils constitueront le matériel génétique de futurs virions.

A-4- Formation et maturation de nouvelles particules virales

L’assemblage et le bourgeonnement de nouvelles particules virales ont lieu au niveau de la
membrane cellulaire. Les polyprotéines Gag et Gap/Pol dirigent les étapes d’assemblage et
permettent de concentrer les précurseurs viraux au site de bourgeonnement (Freed, 1998;
Freed et al., 1994; Ono et al.,, 1997; Ono et al., 2000; Scarlata and Carter, 2003). Ces
polyprotéines possédent la propriété de s’assembler au niveau de régions riches en cholestérol
et en sphingolipides, appelées radeaux lipidiques (Nguyen and Hildreth, 2000; Ono and
Freed, 2001) qui servent de plates-formes au recrutement et a 1’assemblage des protéines
virales.

Le bourgeonnement des particules virales dépend d’un processus d’ubiquitinisation et de la
protéine Tsgl01. Environ 2-5% des précurseurs Gag, retrouvés au site de bourgeonnement,
sont mono-ubiquitinés a leur région p6 (Ott et al., 1998). La protéine Tsgl101 interagit avec un
motif de Gag (PTAP) (VerPlank et al., 2001) et reconnait ’ubiquitine. Le role de Tsgl01
consiste a contréler la machinerie vésiculaire de la cellule (les endosomes) dans leur
bourgeonnement. Il semble donc que la protéine Tsgl01 soit responsable de 1’organisation du
bourgeonnement du VIH par un mécanisme qui implique la mono-ubiquitination.

La maturation débute durant le bourgeonnement et se poursuit une fois la particule virale
formée. Cette étape est essentielle a I’infectivité virale. La PR virale joue un role cl¢ dans ce
processus. Le dimére de précurseurs Gag-Pol, formé durant I’assemblage, s’autoclive pour
libérer une PR dimérique mature. La PR fonctionnelle peut alors cliver les précurseurs Gag
et Gag-Pol pour libérer les protéines structurales et enzymatiques fonctionnelles. Elle a
plusieurs sites de clivage sur un méme précurseur Gag et chacun de ces clivages est réalisé

dans un ordre bien précis qui est le suivant : Gag’*/Gag"“ > Gag"“/Gag® > GagM*/Gag™* >

17






Theése Sophie BARBE - INTRODUCTION

Gag“*/Gag™. La formation de la capside en cone et la condensation de I’ARN par la NC du
virus sont les dernieéres étapes atteintes au cours de la maturation par le clivage de

Gag“*/GagP. Ce processus de maturation est essentiel a I’infectivité de la particule virale.

B- Les thérapies anti-VIH actuelles

Les médicaments anti-VIH actuels, les antirétroviraux, ciblent trois étapes du cycle réplicatif
du VIH : la rétrotranscription, la maturation et la fusion. Vingt et un antirétroviraux divisés en
quatre classes, sont approuvés par la FDA : neuf inhibiteurs nucléosidiques de la RT, trois
inhibiteurs non-nucléosidiques de la RT, huit inhibiteurs de la PR et un inhibiteur de fusion.
Les traitements antirétroviraux hautement actifs (HAART) qui constituent le standard de la
thérapie anti-VIH actuelle, utilisent des combinaisons de ces antirétroviraux.

Cependant, quelles que soient les combinaisons médicamenteuses, on observe a plus ou moins
bréve échéance I’apparition de virus résistants aux antirétroviraux. La résistance est liée a la
présence, dans la séquence du virus, de mutations qui modifient la structure de la protéine
ciblée. Ces mutations générées en raison de I’absence d’activité de relecture de la RT
émergent sous la pression de sélection imposée par la présence de I’inhibiteur. Les
antirétroviraux deviennent alors moins actifs car les mutations sélectionnées se traduisent par
une perte d’affinité du produit pour sa cible. De plus, de nombreux effets secondaires liés a
ces médicaments sont trés durs a supporter pour le patient. Aussi de nouvelles molécules et
approches thérapeutiques se révelent nécessaires ; actuellement, elles font I’objet de multiples
travaux de recherche. Une de ces approches consiste a cibler la troisiéme enzyme virale, I’'IN
pour laquelle aucun inhibiteur n’est disponible dans la pharmacopée actuelle alors qu’elle

joue un rdle essentiel dans le cycle réplicatif.
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Chapitre 11

Le role et la structure de I’intégrase du VIH-1

I- Activités catalytiques de I’intégrase

Bien que I’IN puisse agir comme un cofacteur pour la transcription inverse, le rle principal
de I'IN est de participer a I’insertion de I’ADN viral a intérieur du génome des cellules
infectées (Tsurutani et al., 2000; Zhu et al., 2004). Cette insertion ou intégration est requise
pour la transcription du génome viral, la production de protéines virales et donc pour la
réplication virale (Brown et al., 1998). Dans le cycle réplicatif du virus, I’intégration est un
processus qui se produit une fois seulement. Pour pleinement jouer son rdle, I’'IN n’a pas

besoin d’étre une enzyme efficace.

A - Le role de ’'IN in vivo

Un dimeére d’IN se fixe a chacune des extrémités LTR et réalise I’intégration en deux temps.
La premicre étape, le 3’-processing, se passe dans le cytoplasme. Elle consiste en un clivage
endonucléotidique des deux extrémités 3’ de I’ADN viral double brin (figure 4). A chaque
extrémité de I’ADN viral, ce clivage se produit précisément en 3’ d’un dinucléotide CA tres
conservé et entraine la libération du dinucléotide GT. Cette réaction génére donc un ADN
viral terminé a chaque extrémité 3’ par un dinucléotide CA 3’-hydroxylé qui est
I’intermédiaire réactionnel requis pour 1’étape suivante, le transfert de brins.

Apres le 3’-processing, I’IN doit passer dans le noyau. Elle reste liée a I’ADN viral sous la
forme d’un complexe multimérique qui ponte les deux extrémités de I’ADN, a I’intérieur
d’une particule intracellulaire appelée complexe de pré-intégration (PIC). Le PIC formé
durant et apres le 3’-processing puis transporté dans le noyau de la cellule infectée contient

des protéines virales et cellulaires en plus du complexe IN/ADN. Les protéines virales (RT,
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MA, NC et Vpr) peuvent contribuer au transport du PIC, a travers 1’enveloppe nucléaire. Des
protéines cellulaires assemblées a I’intérieur du PIC peuvent lier I'IN et stimuler ses activités
enzymatiques. Parmi ces protéines, on trouve : INI1, la premicre protéine de liaison a I'IN
découverte (Yung et al., 2004), LEDGF(p75) (Cherepanov et al., 2005a; Cherepanov et al.,
2003; Cherepanov et al., 2005b), la protéine du développement ectodermique embryonnaire
(Violot et al., 2003) et HSP60 (Parissi et al., 2001). La protéine PML est également retrouvée
a l’intérieur du PIC (Turelli et al., 2001). Deux protéines cellulaires, HMGA1 et BAF,
régulent I’intégration en se liant directement a I’ADN. HMGAI1 stimule ’activité¢ de I'IN
(Farnet and Bushman, 1997; Hindmarsh et al., 1999). BAF stimule I’intégration inter-
moléculaire et empéche 1’auto-intégration. Cette protéine intervient ¢également dans la
formation du PIC (Chen and Engelman, 1998; Harris and Engelman, 2000; Lin and
Engelman, 2003). Contrairement a d’autres lentivirus tels que les oncorétrovirus Mo-MuLV
et RSV qui exigent une détérioration de I’enveloppe nucléaire mitotique pour accéder aux
chromosomes des cellules infectées, les PIC du VIH-1 sont capables de traverser I’enveloppe
nucléaire. La karyophilie des PIC permet au VIH de se répliquer dans des cellules non
prolifératives comme les macrophages (Bukrinsky et al., 1992). Des signaux de type NLS ont
été identifiés sur la protéine MA et I'IN du VIH-1 et deux séquences de fixation aux pores
nucléaires ont été trouvées au niveau de la protéine Vpr (Vodicka, 2001). Par ailleurs, la
présence d’une séquence ADN flap centrale au niveau de I’ADN viral semble importante pour
le transport nucléaire du PIC du VIH-1. En effet, un ADN viral sans la séquence ADN flap se
retrouve accumulé au voisinage de la membrane nucléaire (Zennou et al., 2000). Le PIC
pourrait donc passer par des pores nucléaires appelés nucléosporines, via un transport actif du
complexe. Cependant, le mécanisme exact du transport dans le noyau n’est pas défini
(Sherman and Greene, 2002).

Une fois dans le noyau, I’IN catalyse 1’insertion de I’ADN viral dans un chromosome hote.
Cette réaction, appelée le transfert de brins, consiste a joindre de facon concertée les deux
extrémités 3°-OH de ’ADN viral, générées par le 3’-processing, a deux 5’-phosphates situés
sur des brins opposés et séparés par 5 paires de bases dans I’ADN du chromosome héte (ADN
cible) (figure 4). Pour cela, chacune des extrémités 3°-OH de I’ADN viral réalise une attaque
nucléophile de deux liaisons phosphodiesters sur chacun des brins de ’ADN cible, en deux
sites séparés par 5 paires de bases. A cause de cette concertation, les deux dimeres d’IN sont
vraisemblablement assemblés en tétramere. Pour que 1’intégration soit compléte, les deux
dinucléotides non appariés CA a chaque extrémité 5’ de I’ADN viral sont éliminés et I’espace

partant du 3°-OH de I’ADN cible jusqu’au 5’-phosphate de I’ADN viral est réparé
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vraisemblablement par les enzymes de réparation de la cellule (Daniel et al., 2004; Yoder and
Bushman, 2000). Le génome viral entieérement intégré est alors appelé provirus.
Contrairement au 3’-processing qui nécessite une séquence stricte d’ADN viral (figure 4), il
existe peu de sélectivité du site d’intégration dans I’ADN cible (Carteau et al., 1998; Schroder
et al., 2002). Néanmoins, I’intégration se fait préférentiellement a I’intérieur de genes
transcrits dans le cas du VIH-1 (Schroder et al., 2002) alors que pour MLV, elle se fait plutot
dans des régions de départ de transcription (Wu et al., 2003). Cette différence pourrait
contribuer a la plus grande oncogénécité de MLV par rapport a celle du VIH. Il est plausible
que des facteurs cellulaires soient impliqués dans la sélection des sites d’intégration, a

I’intérieur des geénes transcrits.

B - Les tests in vitro de I’activité catalytique de ’IN

Des tests in vitro ont été¢ développés pour caractériser les réactions de 3’-processing et de
transfert de brins ainsi que pour évaluer les inhibiteurs potentiels de I’IN. Ces tests utilisent :

- des oligonucléotides doubles brins mimant les extrémités LTR de I’ADN viral et ’ADN
cible et appelés respectivement oligonucléotide viral et oligonucléotide cible.

- des IN recombinantes ou des PIC extraits de cellules infectées par le VIH-1 (le plus souvent,
I’IN recombinante commence par une méthionine au lieu d’une phénylalanine et peut
comporter un tag d’histidines).

- des concentrations de 4nM pour les molécules de duplexes d’ADN et de 200nM pour I’IN.
Cela correspond a 50 molécules d’IN pour un ADN double brin dans un volume de 0.4 um’.
L’ADN, bien que plus concentré qu’in vivo, reste en dessous de la constante de dissociation
(Kd = 30nM). Sa concentration de 4nM ne doit pas étre dépassée pour que les bandes
d’électrophorése restent bien distinctes. Afin que le complexe IN-ADN se forme, il faut
augmenter la concentration d’IN. Mais a forte concentration, I’IN s’agrége et 1’optimum se
situe vers 50 IN par ADN. Ce rapport de 50 coincide fortuitement avec la valeur in vivo.

- des ions métalliques divalents (Mg”>" ou Mn”") requis pour I’assemblage de complexes
stables IN/ADN-viral (Ellison and Brown, 1994; Vink et al., 1994; Wolfe et al., 1996), le 3°-
processing et le transfert de brins (Hazuda et al., 1997).

Mg®" est un million de fois plus abondant que Mn”" dans les cellules ; il est donc considéré
comme le cofacteur utilisé in vivo. Cependant, in vitro, Mn>" est fréquemment utilisé car

I’activité de I’IN est généralement plus robuste en sa présence. Beaucoup d’inhibiteurs de I’IN
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Figure 5- Représentation schématique des réactions catalysées par ’IN du VIH-1 in vitro. Les 5’-
phosphates et les 3’-OH sont respectivement représentés par des cercles pleins et vides. Les
oligonucléotides viraux et cibles sont respectivement schématisés par des traits épais et fins. A- 3’-
processing a une extrémité de I’oligonucléotide viral. Le groupe OH d’une molécule d’eau attaque le
Phosphate de la liaison phosphodiester située en 3° du dinucléotide CA. B- Jonction de I’extrémité 3°-
OH de I’oligonucléotide viral a un 5’-Phosphate interne d’un oligonucléotide cible. C- Désintégration.
Le 3’-OH de I’ADN cible attaque le Phosphate de la liaison phosphodiester, liant le CA de
I’oligonucléotide viral a 1’oligonucléotide cible. D- Alcoolyse non spécifique. L’IN utilise divers petits
alcools comme des nucléophiles qui coupent et se lient a n’importe quel site interne d’oligonucléotides
non viraux.
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ont été identifiés en présence de Mn”" mais certains d’entre eux se sont révélés inactifs en
présence de Mg”".

Pour réaliser des tests rapides, un oligonucléotide contenant 10 a 20 paires de bases d’une
seule extrémité LTR (U3 ou US5) est utilis¢ pour mimer I’ADN viral. L’IN recombinante
purifiée effectue le clivage en 3° du CA de I’oligonucléotide viral, formant ainsi un
oligonucléotide plus court de deux nucléotides (figure 5-A). Une molécule d’eau activée est
généralement le nucléophile de cette réaction. Mais en présence de Mn”", des alcools courts
(glycérol et 1,2-propanediol), certains acides aminés (L-sérine et L-thréonine) ou I’extrémité
3’ de l’oligonucléotide viral peuvent également servir de nucléophiles a cette réaction
(Katzman et al., 1991; Vink et al., 1991b). Aprés ce 3’-processing, I'IN peut joindre
I’extrémité 3°-OH de I’oligonucléotide viral a un 5’-Phosphate interne d’un oligonucléotide
cible (figure 5-B). Il en résulte un produit d’intégration en forme d’Y, représentant
I’oligonucléotide viral attaché en un site de I’oligonucléotide cible. Les deux réactions
formant des oligonucléotides plus courts et plus longs peuvent étre controlées par
¢électrophorese sur gel de polyacrylamide. Ces tests ont I’avantage d’étre rapides, commodes
et adaptables pour réaliser du criblage a haut débit d’inhibiteurs de I’'IN (Marchand et al.,
2001). Cependant, ces tests basés sur 1’utilisation d’IN recombinantes purifiées identifient un
nombre significatif de faux positifs dont les inhibitions de I’IN ne traduisent pas des activités
antivirales.

En plus des réactions physiologiques décrites précédemment, I’IN recombinante posséde deux
autres fonctions in vitro. Elle peut catalyser la réaction inverse de celle joignant
I’oligonucléotide viral a 1’oligonucléotide cible et appelée la désintégration (Chow et al.,
1992) (figure 5-C). Lorsque le produit d’intégration en forme d’Y est incubé avec I'IN
recombinante, le 3’-OH de ’ADN cible attaque la liaison phosphodiester liant le CA de
I’oligonucléotide viral a 1’oligonucléotide cible ; cela provoque alors la libération des deux
oligonucléotides. L’autre réaction catalysée par I’IN recombinante in vitro est ’alcoolyse
non-spécifique (Katzman and Sudol, 1996b) (figure 5-D). Dans cette réaction, I’'IN utilise
divers alcools courts tels que la glycérine et le glycol d’éthyléne en tant que nucléophiles qui
clivent et se lient en n’importe quel site interne d’oligonucléotides non viraux. Bien que ces
deux réactions ne soient pas physiologiques, elles ont montré leur utilité dans I’étude de la
fonction de I’IN et des interactions IN/ADN (Donzella et al., 1993; Hickman et al., 1994; van
Gent et al., 1992; Vink et al., 1993). De plus, la réaction de désintégration est également
intéressante pour un criblage rapide de drogues puisque les produits apparaissent dans une

seule bande et sont facilement quantifiables.
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L’IN recombinante présente une forte affinité pour 1’oligonucléotide viral et, sous des
conditions physiologiques, un complexe IN/oligonucléotide-viral/métal stable se forme.
Généralement, I’IN est préincubée avec 1’ion métallique et la drogue puis 1’oligonucléotide
viral est ajouté. Cependant, des tests ont ¢été réalisés en préincubant I'IN avec
I’oligonucléotide viral et I’ion métallique avant 1’ajout de I’inhibiteur potentiel. Les activités
inhibitrices sont généralement plus faibles avec la deuxieme procédure (Marchand et al.,
2002). Un test a alors été développé pour identifier, par un criblage a haut débit, des
inhibiteurs ayant pour cible le complexe IN/oligonucléotide-viral/métal. Cette approche a été
utilisée pour cribler de nombreux composés.

La transférabilité limitée des résultats issus des tests utilisant des IN recombinantes purifi¢es a
conduit au développement de tests utilisant des PIC partiellement purifiés a partir de cellules
infectées par le VIH-1 (Farnet et al., 1996). L’intégration obtenue in vitro, a partir de ces PIC,
est considérée plus proche de la réaction in vivo. En effet, in vitro, les PIC peuvent diriger la
jonction de deux extrémités LTR virales avec 1’oligonucléotide cible de facon coordonnée,
formant un produit ressemblant a I’intermédiaire d’intégration non réparé, obtenu in vivo.
Comme on pouvait s’y attendre, des inhibiteurs actifs dans les tests avec I’IN recombinante ne
le sont pas dans les tests avec les PIC indiquant que dans I’environnement protégé du PIC,
I’IN est inaccessible a beaucoup de molécules (Farnet et al., 1998; Hazuda et al., 2000).
Cependant, les tests basés sur les PIC sont beaucoup plus difficiles a mettre en place et n’ont

pas pu étre optimisés pour réaliser du criblage a haut débit.

II- Structure de différents fragments de ’intégrase et leurs fonctionnalités

L’IN du VIH-1 est une protéine de 32 kDa (288 acides aminés) appartenant a la superfamille
des transférases polynucléotidiques, comprenant ¢galement les transposases MuA et Tn5, la
RNAse H et I’enzyme RuvC (Rice et al., 1996). Des études de digestion protéolytique,
d’alignements de séquences et de complémentation fonctionnelle montrent que I'IN est
formée de trois domaines distincts: le domaine N-terminal (résidus 1 a 50), le domaine central
(résidus 50 a 212) et le domaine C-terminal (résidus 212 a 288) (figure 6) (Engelman and
Craigie, 1992; Katzman and Sudol, 1995; Mumm and Grandgenett, 1991; van Gent et al.,
1993). Les trois domaines sont nécessaires pour les activités de 3’-processing et de transfert
de brins. En présence de Mn”", le domaine central de I’IN suffit pour catalyser la réaction de
désintégration. En présence de Mg?", I'IN restreinte au domaine (50-212) est inactive
(Laboulais et al., 2001) : la protéine doit étre entiére et la désintégration est moins bien

r r 2+
catalysée qu’en présence de Mn™".
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Figure 6- Alignement de quelques intégrases par ClustalW: HIV1 human immunodefficiency virus
1 (288 aa); HIV2 human immunodefficiency virus 2 (380 aa) ; SIV simian immunodefficiency virus (293
aa); PFV primate foamy virus (412 aa, la séquence contient le marquage a I’histidine); BIV bovine
immunodefficiency virus (279 aa); EIAV equine infectious anemia virus (292 aa); M-PLV Mason-Pfizer
leukaemia virus (267 aa); ASV avian sarcoma virus (323 aa); RSV Rous sarcoma virus (323 aa);
POK10 human (273 aa); CAEV Caprine arthritis encephalitis virus (strain Cork, 244 aa); FIV Feline
immunodefficiency virus (282 aa); VILV visna leukaemia virus (281 aa); OMVVS ovine lentivirus, strain
SA-OMVV (281 aa); MuMoLV murine Molloney Leukaemia Virus (408 aa); MLVO 7 Molloney
Leukaemia virus (407 aa). La numérotation des résidus de HIV1 sont colorés selon le domaine: vert :
domaine N-terminal ; rouge: domaine central ; bleu: domaine C-terminal.
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Les structures de chacun des trois domaines isolés ont ét¢ déterminées par cristallographie
aux rayons X (Bujacz et al., 1996a; Dyda et al., 1994; Goldgur et al., 1998; Greenwald et al.,
1999; Maignan et al., 1998) ou par RMN (Cai et al., 1997; Eijkelenboom et al., 1999; Lodi et
al., 1995). On connait également les structures du domaine central 1i¢ au domaine N-terminal
(Wang et al., 2001) ou au domaine C-terminal (Chen et al., 2000a). Par contre, encore
aujourd’hui, il n’existe pas de structure expérimentale de I’IN enti¢re ni du complexe qu’elle
forme avec ’ADN. En effet, plusieurs facteurs, en particulier la faible solubilité, la flexibilité

et ’agrégation de la protéine, rendent difficile la détermination de la structure de I’IN entiére.

A- Le domaine N-terminal (résidus 1 a 50)

Le domaine N-terminal contient un motif His-Xaa3-His-Xaa20-30-Cys-Xaa2-Cys fortement
conservé parmi les IN de tous les rétrovirus et des rétrotransposons eucaryotes. Dans I’'IN du
VIH-1, le motif (H12, H16, C40 et C43) lie Zn*" avec une stoechiométrie d’un ion par
monomere (Burke et al., 1992; Zheng et al., 1996).

A-1- Fonctionnalités du domaine N-terminal

Bien que le domaine N-terminal soit nécessaire pour les activités de 3’-processing et de
transfert de brins de I’IN du VIH, son rdle exact dans ces réactions n’est pas compris. La
délétion de ce domaine dans les IN de RSV (Bushman and Wang, 1994) et du virus Visna
(Katzman and Sudol, 1995) n’a pas d’effet sur le 3’-processing. La délétion, dans I’IN de
RSV, n’a également aucun effet sur le transfert de brins. Cependant, le virus ne peut pas se
répliquer (Bushman and Wang, 1994; Katz et al., 1996). La substitution des histidines H12 et
H16 du motif HHCC dans I’IN de RSV n’affaiblit pas significativement le 3’-processing et le
transfert de brins (Khan et al., 1991). Par contre, pour I’IN du VIH-1, les deux histidines sont
requises pour les deux activités (Engelman and Craigie, 1992). La mutation des deux
cystéines dans le motif HHCC de I'IN du VIH-1 affecte également le 3’-processing et le
transfert de brins (Engelman and Craigie, 1992). L’IN dépourvue du domaine N-terminal peut
catalyser la réaction de désintégration, a I’exception de I’IN de HFV (Pahl and Flugel, 1995).
La liaison de Zn*" au domaine N-terminal joue un role important dans la multimérisation de
I’IN enti¢re et augmente I’activité catalytique de I’IN du VIH-1 (Deprez et al., 2000; Lee et
al., 1997; Leh et al., 2000; van den Ent et al., 1999; Zheng et al., 1996).

D’autre part, le domaine N-terminal est la région de liaison préférentielle pour le facteur de

transcription cellulaire du complexe de pré-intégration, INI1. Il augmente également 1’affinité
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Figure 7- Structure RMN du domaine N-terminal de I’'IN du VIH-1 (code PDB :1WJA) (Cai et al.,
1997). A- Un seul monomere en représentation ruban (conformation D). H12, H16, C40 et C43 sont
représentés en fil de fer et colorés en rouge. La position de 1’ion Zn*" est montrée par une sphére verte.
Les résidus formant le cceur hydrophobe stabilisant la partie supérieure de la structure sont colorés en
vert foncé. B- Le dimére représenté en modéle ruban (conformation D). Les hélices al, a2, a3 et a4
sont respectivement colorées en jaune, gris foncé, rose et gris clair. Les ions Zn>* sont représentés par
des spheres vertes. Les résidus impliqués dans les interactions entre les deux sous-unités
monomeériques sont représentés en fil de fer. Les motifs tour-hélice connectant les hélices al et a2
sont représentés en mod¢le brins.
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de I’interaction entre le facteur de transcription cellulaire du complexe de pré-intégration:

LEDGF/p75 et le domaine central de I’IN.

A-2- Structure du domaine N-terminal

La structure du domaine N-terminal isolé de I'IN du VIH-1 (code PDB: 1WJA) a été
déterminée par RMN (Cai et al., 1997). Ce domaine N-terminal a une structure dimérique
(figure 7-B) et chaque monomére (figure 7-A) est formé de quatre hélices a et d’un ion Zn**
coordonné de manicre tétraédrique au motif HHCC. Il existe un équilibre entre deux
conformations qui différent par le mode de fixation de I’ion Zn*" & I’histidine H12. L’ion Zn*"
se lie au cycle imidazole de H12 par I’intermédiaire de I’azote No; dans la conformation D et
par 'intermédiaire de I’azote Ne; dans la conformation E. Par contre, c’est toujours 1’azote
N3, de H16 qui est 1ié a Iion Zn*". Les cystéines C40 et C43 sont coordonnées a 1’ion Zn**
par lintermédiaire du Sy. Les hélices a2, a3 et a4 sont les mémes dans les deux
conformations E et D et comprennent respectivement les résidus 19 a 25, 30 a 39 et 41 a 45.
Par contre, I’hélice al est deux fois plus courte dans la conformation D que dans la
conformation E. En effet, elle comprend seulement les résidus 2 a 8 dans la conformation D
alors qu’elle s’étend du résidu 2 a 14 dans la conformation E. La boucle connectant les hélices
al et a2 dans la conformation E est remplacée par quatre résidus formant un motif tour-hélice
(résidus 14 a 17) dans la conformation D. Dans la conformation E, H12 est localisée dans
I’hélice a1 et enfouie a ’intérieur de la protéine. Par contre, dans la conformation D, H12 est
localisée dans une boucle connectant 1’hélice ol aux résidus en tour-hélice et est exposée au
solvant (figure 7-B). Ainsi, dans la conformation E prédominante a basse température (au-
dessous de 300 °K), I’hélice a1 stable et continue est observée pour les résidus 2 a 14. Alors
qu’a plus haute température (au-dessus de 300 °K) ou la conformation D prédomine, I’hélice
al est partiellement fondue et les résidus 9 a 18 adoptent une conformation différente. Ceci
n’est sans doute pas fonctionnellement approprié mais peut indiquer que d’autres parties de
I’IN aident a stabiliser la structure du domaine N-terminal, dans le contexte de la protéine
intacte.

La coordination de 1’ion Zn*" au motif HHCC stabilise la partie inférieure de la structure. La
région supérieure de la structure est stabilisée par un cceur hydrophobe (figure 7-A) formé par

I’ensemble des hélices a1, a2 et a3 et comprenant : 15 et A8 de I’hélice al, M22 de I’hélice
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a2, F26 et L28 localisées dans la boucle entre les hélices a2 et a3 et V32 et 136 de I’hélice
o3.

L’interface du dimeére est identique dans les conformations E et D et exclut une aire de surface
accessible au solvant d’environ 550 A” par sous-unité. Les deux sous-unités du dimére sont
presque paralléles ’'une par rapport a 1’autre et des contacts intermoléculaires surviennent
entre 'extrémité de I’hélice al et les hélices a3 et a4 (figure 7-B). Toutes les interactions
inter-sous-unitaires entre les hélices al et a3 sont hydrophobes. F1 d’une sous-unité interagit
avec F1°, P29’ et V32’ de la seconde sous-unité, L2 avec P29°, P30’ et V31’ et I5 avec V31°.
L’hélice a3 d’une sous-unité fait environ un angle de 60° avec 1’hélice a3 de 1’autre sous-
unité et les interactions entre les deux hélices sont principalement hydrophobes. En effet,
V31 et V32 interagissent avec V31’ et V32’ et A38 avec E35” et A38’. D’autre part, il y a un
pont salin potentiel entre E35 et K34’. L’orientation de 1’hélice a4 d’une sous-unité par
rapport a I’hélice a4 de la seconde sous-unité est d’environ 110°. L45 de I’hélice a4 d’une
sous-unité interagit avec L45” de la seconde sous-unité. De plus, il y a une liaison hydrogene
potentielle entre les groupes carboxyamides des Q44 des deux sous-unités.

Une caractéristique frappante du monomere N-terminal réside au fait qu’il présente une
similarité structurale remarquable avec plusieurs motifs hélice-tour-hélice (HTH) de protéines
de liaisons de I’ADN, incluant en particulier le répresseur Trp. Cependant, il n’y a pas
d’identité de séquence significative entre le domaine N-terminal et ces protéines de liaison de
I’ADN. De plus, aucune de ces protéines ne lie un ion Zn*". Dans chaque cas de similarité
structurale, les hélices a2 et a3 du domaine N-terminal correspondent respectivement a la
premiére et a la seconde hélice du motif HTH de la protéine de liaison de I’ADN. Alors que la
seconde hélice du motif HTH des protéines de liaison de ’ADN est utilisée pour reconnaitre
I’ADN, I’hélice a3 du domaine N-terminal forme une partie de I’interface dimérique. Ainsi,
cette hélice participe a des interactions protéine-protéine et pourrait ne pas se lier a I’ADN
dans la structure dimérique. De plus, la distribution de charges sur cette hélice ne semble pas
favorable pour la liaison de I’ADN. La similarité structurale du domaine N-terminal avec les
HTH des protéines de liaison de I’ADN peut donc étre purement fortuite et ne doit pas étre

prise comme une preuve que ce domaine de I’IN lie I’ADN.
La structure du domaine N-terminal 1i¢ au domaine central (résidus 1-212) de I’IN du VIH-1

triple mutante (W131D, F139D, F185K) a été déterminée par cristallographie aux rayons X
(code PDB : 1K6Y) (Wang et al., 2001). La structure monomérique cristallographique du
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Tableau 1- Structures cristallographiques du domaine central de I'IN du VIH-1

Code Rés. | Groupe | Tampon 1" et dernier | Boucles de Autres Référence
PDB (A) | d’espace | et Cation | résidus résidus mutations
absents
TG 230 P3,21 cacodylate 55,209 141-153 (Dyda et al.,
1994)
1B9D 1.70  P3;21 cacodylate 57,210 141-148 (Greenwald
190-192 et al., 1999)
1B92 2.02  P3,21 cacodylate 56,210 141-148 G149A (Greenwald
et al., 1999)
1B9F 1.70  P3,21 cacodylate 56,210 189-192 G140A (Greenwald
G149A et al., 1999)
| 1BIZ 1.95 P2,2,2; cacodylate  A:54,208 A:141-148 C56S (Goldgur et
8 B:58,212 B:141-152 al., 1998)
&=l 1BIS 1.95 PI1 Hepes A:56,209 A:143-150 WI131E (Goldgur et
g B:56,209 B: présente al., 1998)
E| 1BIU 250 C2 Hepes, A:56,209 A:141-147 WI31E (Goldgur et
E Mg** B:56,209 B-C:141-148 al., 1998)
= 1Qs4” 2.10 C2 Hepes, A,B,C:56,209  A:141-144 WI31E (Goldgur et
Mg** B:141-142 al., 1999)
C:141-143
1EXQ 1.60 P3, Citrate, A,B:56,209 A:144-150 C56S (Chen et al.,
cd* B:142-150 WI131D 2000a)
F139D
2B4IT 202 C2 Hepes A :56-208 A:140-149 (Cherepanov
B :57-208 187-194 et al., 2005b)
B:188-194
2ITG 2.60 P3,21 cacodylate 51,210 présente (Bujacz et
al., 1996a)
= IBHL 220 P3;21 cacodylate 57,207 138-153 (Maignan et
s al., 1998)
2 1BI4 246 C2 Hepes A,B:57,208 A:141-150 (Maignan et
£ C:50,209 B: 140-149 al., 1998)
§ C: présente
=| 1BL3 2.00 C2 Hepes, A:57,208 A: 141-150 (Maignan et
Mg** B:57,209 B: 140-149 al., 1998)
C:50,209 C: présente

Le pH du tampon cacodylate est de 6.5, celui du tampon hepes est de 7.0 (1BIZ a 1QS4) ou de 7.2 (2B4J) ou de
7.5 (1BI4 et 1BL3) et celui du tampon citrate est de 5.6. *Structure du domaine central 1ié¢ a un inhibiteur de
I’IN : le SCITEP **Structure du domaine central lié¢ a un facteur de transcription cellulaire du complexe de pré-
intégration: LEDGF (Lens Epithelium-Derived Growth Factor, également connu comme p75).
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domaine N-terminal est trés similaire a la conformation E du domaine isolé, obtenue par
RMN (1WJA) (Cai et al., 1997). L’ion Zn*" se lie au cycle imidazole de HI12 par
I’intermédiaire de ’azote Ng,. L’hélice al est continue et stable sur 14 résidus et reliée a
I’hélice a2 par une boucle. Par contre, I’interface entre les deux sous-unités N-terminales,
dans les structures RMN et cristallographique, est différente. Dans le dimére en solution, ce
sont les interactions entre les hélices a3 qui prédominent alors que dans la structure
cristallographique, I’interface est beaucoup plus petite et comprend uniquement des contacts
entre I’extrémité de I’hélice al et I’hélice a3. Cependant, une partie de I’interface impliquant

les résidus F1, I5, P29, V31, V32 et E35 est commune aux deux structures.

B- Le domaine central (résidus 50 a 212)

B-1- Fonctionnalités du domaine central

Le domaine central, appelé également domaine catalytique, contient trois résidus acides
essentiels pour 1’activité catalytique qui forment le motif DDE trés conservé dans toutes les
IN et les rétrotransposases. La substitution de n’importe lequel des trois résidus de la triade
catalytique (D64, D116, E152), dans I’IN du VIH-1, supprime les trois réactions normalement
catalysées par I’IN (Drelich et al., 1992; Engelman and Craigie, 1992; Kulkosky et al., 1992;
van Gent et al., 1993). Le domaine central isolé ne peut réaliser ni le 3’-processing ni le
transfert de brins ; les deux domaines terminaux sont nécessaires pour ces réactions (Bushman
et al., 1993; Drelich et al., 1992; Engelman and Craigie, 1992; Jonsson et al., 1996; Kulkosky
et al., 1995; Schauer and Billich, 1992; Vink et al., 1993). Ce domaine est impliqué dans les
interactions avec les substrats ADN. Il présente, en particulier, des contacts avec les
extrémités LTR de I’ADN viral (Esposito and Craigie, 1998; Gerton and Brown, 1997; Heuer
and Brown, 1997; Jenkins et al., 1997) (voir chapitre III).

On peut également noter que le domaine central interagit avec un facteur de transcription
cellulaire du complexe de pré-intégration: LEDGF(p75). Cette interaction est essentielle pour
I’association de I’'IN avec la chromatine et la stabilit¢ de la protéine virale dans les cellules

humaines (Llano et al., 2004; Maertens et al., 2003).

B-2- Structure du domaine central (tableau 1)

La faible solubilit¢ du domaine central ne permet pas de le cristalliser. Afin de préparer un

domaine central plus soluble, les 29 résidus hydrophobes ont été substitués par A ou K. Le
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Figure 8- Structure du domaine central de I’IN du VIH-1 déterminée par cristallographie aux rayons
X (code PDB: 1BL3) (Maignan et al., 1998). A- Un seul monomére (chaine C, résidus 50 a 209) avec
les feuillets B colorés en jaune et les hélices o en orange. Les résidus de la triade catalytique (D64,
D116 et E152) colorés en rouge sont représentés en boules-batons. B- Le dimeére (chaines A et B)
représenté en modele compact avec un monomere coloré en vert clair et I’autre en vert foncé. Les
résidus catalytiques sont colorés en rouge dans chaque monomere.

A
C-TER N-TER

C-TER N-TER

B3 i B3

Figure 9- Topologie de la structure o/ du domaine central de I’IN du VIH-1 (A) et du domaine
RNase H de la transcriptase inverse du VIH-1 (B).
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mutant le plus soluble, F185K, catalyse autant la réaction de désintégration que le domaine
sauvage isolé (Jenkins et al., 1995). La protéine enticre avec la mutation F185K peut
effectuer, in vitro, les trois actions catalytiques de 1’enzyme sauvage. Cependant, cette
mutation est délétére a I’assemblage du virion, in vivo (Engelman et al., 1997; Jenkins et al.,
1996). Par la suite, un autre mutant soluble a ét¢ mis en évidence. Il s’agit du F185H qui, a la
pleine activité catalytique et contrairement au mutant F185K, ne perturbe pas I’assemblage du
virion in vivo (Engelman et al, 1997). Actuellement, il existe plusieurs structures
cristallographiques du domaine central de I’'IN du VIH-1 qui ont été obtenues dans différentes
conditions de cristallisation et en utilisant les mutants solubles F185H et F185K (tableau 1).
A T’exception de quatre structures avec la mutation F185H, dans toutes les autres, la mutation

F185K a été maintenue.

Sur le plan structural, le domaine central de I’IN du VIH-1 est remarquablement similaire a
d’autres IN rétrovirales, aux transposases MuA et Tn5, a la RNase H et a la résolvase RuvC
(Bujacz et al., 1995; Chen et al., 2000b; Davies et al., 2000; Katayanagi et al., 1993; Rice and
Mizuuchi, 1995; Yang et al., 2000). La similarité structurale avec la transposase MuA est
particulierement frappante, en considérant 1’absence compléte de similarit¢é dans leur
séquence d’acides aminés. Des études biochimiques antérieures ont démontré le lien entre les
mécanismes moléculaires de la transposition de ’ADN et de D’intégration de I’ADN
rétrovirale (Mizuuchi, 1992; Mizuuchi, 1997) : une similarité qui est reflétée dans la structure
de leurs domaines catalytiques.

Dans la topologie d’ensemble, toutes les structures résolues du domaine central de ’IN du
VIH-1 (tableau 1) sont semblables a la structure de la figure 8-A. Le domaine central a une
structure o/ qui consiste en un repliement de type RNase H, formé de 5 brins 8 et de six
hélices a.. La figure 9 montre la topologie de ce repliement dans le domaine central de I’'IN du
VIH-1 et dans le domaine RNaseH de la rétrotranscriptase du VIH-1. Les hélices a5 et a6,
observées dans le domaine central de I’IN du VIH-1, sont présentes seulement chez un autre
membre de la superfamille des transférases polynucléotidiques : la transposase MuA. Les
trois résidus catalytiques, D64, D116 et E152 définissent la position du site actif. Ce site est
plutdt peu profond et localisé a la surface de la protéine. En considérant la grande taille des
substrats de I'IN, cette caractéristique peut leur permettre d’accéder plus facilement aux
résidus de la triade, facilitant ainsi les réactions catalytiques. Le domaine central peut former
un dimére dans toutes les structures résolues. Ce dimere a une forme sphérique et chaque

monomere représente un hémisphere (figure 8-B). Il posseéde également une large interface
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Figure 10- Les deux étapes présumées de la réaction entre le cacodylate (le tampon utilisé pour la
cristallisation) et les cystéines du domaine central de ’IN du VIH-1 (Maignan et al., 1998). Pour la
cristallisation, la solution protéique, contenant du DDT (dithiothreitol) est mélangée avec le tampon
cacodylate (forme basique de I’acide cacodylique ou acide diméthylarsinique (CH;3);AsO(OH)). 1- Le
cacodylate réagit avec le DDT formant spontanément un intermédiaire treés réactif : (CH;),AsSR. 2-
Cet intermédiaire réagit a son tour avec les cystéines de la protéine par un processus d’échange de
groupe thiol. Ce qui entraine la fixation de (CH3),As- sur les cystéines de la protéine.

Boucle
catalytique

E152

D64

Figure 11- A- Orientations des chaines latérales des résidus catalytiques D64 et D116 du domaine
central de ’IN du VIH-1 dans des structures cristallisées avec un tampon cacodylate (codes PDB:
2ITG et 1B9F) ou Hepes (codes PDB: 1BIS, 1BI4 et 1BL3) (Bujacz et al., 1996a;Goldgur et al.,
1998;Maignan et al., 1998;Greenwald et al., 1999). Les structures, 2ITG, 1B9F, 1BIS, 1BI4 et 1BL3
ont été superposées et colorées respectivement en vert, violet, turquoise, rouge et bleu. Les résidus
D64 et D116 sont représentés en boules-batons. B- Liaison d’un ion Mg®" au site actif du domaine
central de 'IN du VIH-1 (code PDB : 1BL3, monomére C) (Maignan et al., 1998). Les trois résidus
catalytiques sont colorés en rouge et représentés en boules-batons. L’ion Mg®" représenté par une
sphére verte est coordonné au site actif par I’intermédiaire de D64 et de D116. Quatre molécules d’eau
représentées par des sphéres bleues interagissent avec 1’ion Mg, complétant sa coordination
octaédrique. C- Les conformations de la boucle catalytique dans plusieurs structures cristallisées du
domaine central de I’'IN du VIH-1, 2ITG, 1B9F, 1BIS, 1BI4 et 1BL3, colorées respectivement en
vert, violet, turquoise, rouge et bleu. Les trois résidus catalytiques sont représentés en boules-batons.
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d’exclusion du solvant, d’environ 1400 A? par sous-unité. Dans le dimere, les deux sites
actifs sont placés dans des sites opposés et sont séparés par environ 35 A. Cet espacement ne
permet pas d’expliquer I’intégration concertée de I’ADN viral a 5 paires de bases de distance
dans I’ADN cible. En effet, pour un ADN de forme B canonique, une distance de 5 paires de
bases correspond a environ 17 A. L’ADN cible devrait alors étre extrémement étendu au-dela
de la forme canonique pour que I’intégration puisse se faire de manicre concertée en deux
sites de I’ADN cible, séparés de 35 A. En supposant que I’interface des diméres cristallins
soit maintenue dans le multimére fonctionnel de I'IN, il apparait évident qu’au moins un

tétramere de I’enzyme soit nécessaire pour accomplir la réaction d’intégration concertée.

Bien que la topologie d’ensemble de toutes les structures cristallisées soit semblable, des
différences apparaissent dans le détail. Ces différences se situent en particulier au niveau du
site actif et d’une boucle située pres de ce site, appelée boucle catalytique et comprenant les
résidus 140 a 150.

Les structures cristallisées, en utilisant le cacodylate comme tampon, doivent étre interprétées
avec prudence, en raison de la réactivité du cacodylate avec les cystéines, C65 et C130. La
figure 10 montre les deux étapes présumées de la réaction entre le cacodylate et les résidus de
cystéines (Maignan et al., 1998). Bien qu‘il ait ét¢é démontré que le domaine central en
présence de cacodylate et d’agent réducteur conserve toujours ’activité de désintégration
(Molteni et al., 2001), la modification des cystéines par le cacodylate affecte la conformation
de la protéine. En effet, la liaison du cacodylate entraine une série de mouvements structuraux
dans la région entourant le brin 5. Ceci se manifeste notamment par le déplacement des
chaines latérales des résidus catalytiques D64 et D116, déformant ainsi la géométrie du site
actif (Greenwald et al., 1999). La cristallisation en I’absence de cacodylate a produit de
nouvelles formes cristallines avec un site actif pouvant lier un ion Mg*" (Goldgur et al., 1999;
Goldgur et al., 1998; Maignan et al., 1998). La figure 11-A montre la différence d’orientation
des chaines latérales des résidus catalytiques D64 et D116 entre des structures cristallisées, en
présence de cacodylate et d’Hepes. Dans les structures cristallisées, en présence d’Hepes
(codes PDB : 1BIU, 1BL3, 1QS4) (Goldgur et al., 1998; Maignan et al., 1998), I’ion Mg2+
requis pour I’activité catalytique peut se lier au site actif, entre les groupes carboxylates de
D64 et D116, sans modifier sa structure. Deux (Goldgur et al., 1998) ou quatre (Maignan et
al., 1998) molécules d’eau interagissent avec |’ion métallique, complétant ainsi sa
coordination octaédrique (figure 11-B). Le troisieme résidu catalytique E152 ne participe pas

a la liaison de I’ion métallique.
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Dans la premiere structure cristallisée du domaine central (code PDB: 1ITG) (Dyda et al.,
1994), le résidu catalytique E152 est absent, en raison du manque de densité électronique
interprétable entre les résidus 140 et 154. Dans la seconde structure cristallisée (code PDB :
2ITG) (Bujacz et al., 1996a), la région comprise entre les résidus 140 et 154 a pu étre tracée
et ainsi le résidu E152 est présent. Cependant, cette région correspond a une boucle tres
dépliée, loin du site actif (figure 11-C). De plus, le résidu E152 présent dans cette boucle
tourne compleétement le dos aux deux autres résidus de la triade catalytique. La conformation
de la boucle est stabilisée par des contacts cristallins avec une molécule ne faisant pas partie
du dimeére. De plus, des facteurs de température €levés et une pauvre densité électronique
indiquent que cette région est extrémement flexible. Par la suite, dans la plupart des structures
cristallisées, le résidu E152 appartient a I’hélice a4 et sa chaine latérale est davantage orientée
vers le site actif. La boucle catalytique a pu étre tracée dans quatre autres structures (codes
PDB : 1B9F ; 1BIS, monomere B ; 1BI4, monomere C ; et 1BL3, monomere C) (Goldgur et
al., 1998; Greenwald et al., 1999; Maignan et al., 1998). Dans ces structures, la boucle est
moins dépliée que dans la structure 2ITG (Bujacz et al., 1996a) mais adopte différentes
conformations (figure 11-C). Dans les structures 1B9F et 1BIS, la boucle catalytique est au-
dessus du site actif mais reste tout de méme ¢loignée des résidus catalytiques. Par contre, dans
les structures de Maignan et al. (1BI4 et 1BL3), en présence ou en absence de ’ion Mg’ la
boucle se trouve juste au sommet du site actif, plus proche des résidus catalytiques. D’autre
part, dans la structure 1BL3, les résidus 145 a 148 forment un coude B de type 1. La boucle
catalytique est donc flexible et adopte une conformation appropriée, seulement en présence du
substrat ADN. Des ¢études de pontage et de mutagenese montrent I’importance de cette région
pour la liaison de I’ADN viral (Esposito and Craigie, 1998; Gerton et al., 1998; Heuer and
Brown, 1997). 11 a été¢ également démontré que pour beaucoup d’enzymes, la mobilité d’une
boucle protéique est essentielle a I’activité biologique (Clubb et al., 1996; Davies et al., 2000;
Newman et al., 1995; Rice and Steitz, 1994; Weston et al., 1992). Pour I’IN du VIH-1,
lorsque la boucle catalytique est rendue plus rigide grace aux mutations G140A et G149A,
dans la structure 1B9F, 1’activité catalytique est réduite sans détérioration significative de la
liaison de I’ADN (Greenwald et al., 1999). Ceci indique que le mutant a boucle catalytique
contrainte affecte principalement une étape située apres la liaison de I’ADN. Il semblerait que
la boucle, aprés cette liaison, soit impliquée dans des mouvements probablement importants

dans le cycle catalytique (Greenwald et al., 1999).
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Les structures du domaine central li¢ au domaine N-terminal (code PDB : 1K6Y) (Wang et
al., 2001) ou au domaine C-terminal (code PDB: 1EX4) (Chen et al., 2000a) ont été
déterminées par cristallographie aux rayons X. Au sein de ces bidomaines, la structure du
domaine central est similaire aux structures du domaine isolé mentionnées précédemment et

I’interface dimérique reste la méme.

B-3-Comparaison avec des domaines centraux d’autres IN

Les structures des domaines centraux de plusieurs autres IN rétrovirales ont été déterminées
par cristallographie aux rayons X. Ces domaines sont structurellement similaires au domaine
central de I’IN du VIH-1.

Le domaine central de I'IN d’ASV peut effectuer les réactions de processing et de
désintégration. Cependant, la réaction de processing effectuée par le domaine isolé¢ produit un
trinucléotide a la place d’un dinucléotide (Kulkosky et al., 1995). Ce domaine central a été
largement étudié¢ (Bujacz et al., 1997; Bujacz et al., 1995; Bujacz et al., 1996b; Lubkowski et
al., 1999; Lubkowski et al., 1998b). Sa structure est globalement trés semblable a celle du
domaine central de I'IN du VIH-1, excepté dans les régions désordonnées pour les deux
structures. Le mode de dimérisation est semblable bien que non identique. L’aire de surface
exclue au solvant, au niveau de I’interface du dimére, est de 766 A” par monomére dans le cas
d’ASV contre 1395 A* dans le cas du VIH-1, ce qui est compatible avec une constante
d’association inférieure (Bujacz et al., 1995). La comparaison des résidus du site actif montre
une différence dans I’orientation de la chaine latérale de D64. Lorsque la boucle catalytique
est rendue plus rigide par une diminution du pH, D’activité catalytique est plus faible
(Lubkowski et al., 1999), comme observé pour I’'IN du VIH-1 (Greenwald et al., 1999).

La structure globale du domaine central de I’'IN de SIV (Chen et al.,, 2000b) ressemble
¢également a celle des domaines centraux des IN du VIH-1 et d’ASV. Dans les quatre
structures de 1’unité asymétrique, la chaine latérale du résidu E152 adopte plusieurs
conformations : elle peut tourner le dos ou au contraire étre orientée vers les deux autres
résidus catalytiques D64 et D116, selon la conformation de la boucle catalytique. Cette boucle
est mal définie mais le résidu E152 peut étre clairement vu dans les quatre structures. La
position de la chaine latérale de D64 varie également.

La structure cristallographique d’un bidomaine de I’'IN de RSV (résidus 49-286) a également
été déterminée (Yang et al., 2000). Le domaine central et I’interface dimérique sont

semblables a ceux des IN du VIH-1, d’ASV et de SIV, mentionnés précédemment.
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Mg?* Zn2*

X T N 4C

Figure 12- Coordination de bications par les résidus du site actif de domaines centraux de I’IN d’ASV
(Bujacz et al., 1996b;Bujacz et al., 1997;Lubkowski et al., 1998a). Les bications sont représentés par
des spheres vertes. La chaine latérale d’E157 a la méme conformation dans les structures sans bication
ou liant un seul bication. Par contre, sa conformation est différente dans les structures liant deux
bications.
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Pour conclure, ces quatre domaines centraux rétroviraux sont structurellement tres
semblables; cela implique que ces IN partagent certainement le méme mécanisme d’action.
Les différences d’orientation des chaines latérales des résidus du site actif et de conformation
de la boucle catalytique sont dues en partie a 1’effet cristallin mais aussi trés probablement a

I’absence du substrat ADN, dans les structures cristallographiques.

B-4- Liaison d’ions métalliques divalents au site actif de I’IN

Les structures cristallines de portions de I’'IN du VIH-1 ne révelent qu’un seul site de liaison
pour un ion Mg”". Mais certains arguments suggérent que le site actif de I’IN pourrait lier
deux bications.

Des ions divalents ont été observés dans plusieurs structures cristallographiques des domaines
centraux des IN du VIH-1 et d’ASV (Bujacz et al., 1997; Bujacz et al., 1996b; Chen et al.,
2000a; Goldgur et al., 1999; Goldgur et al., 1998; Maignan et al., 1998). Mg2+ se lie en un
seul site de 'IN du VIH-1, entre les carboxylates de D64 et D116. Mg>", Mn*" (qui
permettent le 3’-processing et le transfert de brins) et Ca®" (qui ne permet ni le 3’-processing,
ni le transfert de brins) se lient de la méme fagon, en un seul site de I'IN d’ASV, situé entre
D64 et D121 (équivalent du D116 de I'IN du VIH-1) (figure 12). Cependant, Zn*" (qui
permet seulement le 3’-processing) et Cd*" (qui ne permet ni le 3’-processing, ni le transfert
de brins) se lient en deux sites de ’IN d’ASV. Le second site implique les résidus catalytiques
D64 et E157 (correspondant aux résidus D64 et E152 de I’IN du VIH-1) (figure 12) (Bujacz
et al., 1997). La chaine latérale d’E157 du site actif de I’IN d’ASV a la méme conformation
dans les structures sans ion divalent ou liant un seul ion. Par contre, sa conformation est

différente dans les structures liant deux ions divalents; elle est alors orientée vers D64.

Dans le cas d’enzymes structurellement homologues a I’IN du VIH-1 telle que la RNase H, il
a été montré qu’un seul Mg”" se lie a la RNase H d’Escherichia Coli, malgré la concentration
élevée de Mg”" utilisée lors de la cocristallisation (Katayanagi et al., 1993). Mg*" se lie en un
site similaire a celui de I'IN d’ASV. Par contre, Mn”" se lie en deux sites de ’enzyme
(Goedken and Marqusee, 2001). La cristallisation du domaine RNase H de Ila
rétrotranscriptase du VIH-1, méme avec une trés faible concentration de Mn®" (1 mM),
aboutit également a deux sites de liaisons occupés (Davies et al., 1991). Ces sites sont

similaires a ceux observés pour la RNase H d’Escherichia Coli.
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Tableau 2- Distances (A) Métal-Atome donneur de la protéine (Harding, 2001;Harding,
2002) (d’apres la PDB aotit 2003)

0] (0] 0] (0] (0] N S Coordination
eau  AspouGlu Asp ou Ser CcO His Cys Laplus  Autres
monodentate Glu ou  peptidique fréquente  valeurs
bidentate =~ Thr

Ca 239 234 45 247 243 233 (2.38) (2.56) 6 45,78
201 47 2 59 1

Mg 2.08 2.06 31 (2.16) 211 (2.05) (2.05) (2.23) 6 34,5
211 8 5 2

Mn 221 2.15 10 (2.15) 225 (2.14) 2.17 235 56 4,7
15 11 2

Fe 2.09 201 5 (2.11) 213 (2.00) 204 228 56 4
5 4 5 5 157

Cu) 197 1.96 (2.06) 2.00  (1.95) 1.99  (2.17) 34 5,6
2 4

Zn 2.09 2.00 4 216 214 (1.99) 203 233 4 3,5,6
24 16 4 4 48

Na 242 240 2 (2.50) (2.45)  2.40 (2.38) (2.56) 56 4,7
103 4 3 33 33
2.84 2.82 (2.92) (2.87) 2.78 (2.80) (2.98) 5.6 47,8
19 1 2 5 16 16

Les valeurs entre parenthéses sont déduites d’échantillons de trop peu d’individus pour étre fiables. Erreurs
attendues d’environ 0.1 A pour Ca, Mg, Mn, Fe, Cu et Zn, de 0.3A pour Na et K. En italique, le nombre de
structures cristallographiques de résolution dpi, < 1.6 A.
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Lors d’une simulation de dynamique moléculaire de 2 ns du domaine central de I’IN du VIH-
1, en présence de deux ions Mg*", deux modes vibrationnels ont été identifiés pour la boucle
catalytique (Lins et al., 2000). Cette boucle semble étre stabilisée lorsque le résidu E152 est
complétement tourné vers le site actif. Ce comportement conformationnel est causé par
I’introduction du second ion métallique divalent. Le site de liaison du second ion métallique
n’a pu étre localisé précisément. Ceci est en accord avec I’hypothése qu’un second ion
métallique pourrait étre amené dans le site actif de I’IN par la liaison du substrat ADN.

Des inhibiteurs de I'IN peuvent interagir avec deux bications. La FZ41, un dérivé des
styrylquinoléines, a une forme zwitterionique lui permettant d’interagir avec deux Mg
(Firley et al., 2006). Des dérivés des dicéto-acides peuvent également former des interactions
favorables avec deux bications (Sechi et al., 2000).

Les bications Mg®" et Mn®" s opposent souvent. Mg** est un ion dur de rayon relativement
petit; il ne posséde pas d’électrons d; son nuage électronique est peu déformable ; il interagit
avec I’oxygéne. Par contre, Mn®" est un ion mou. Il est 1égérement plus gros que Mg*" mais
surtout, il posséde des ¢électrons d et son nuage électronique peut se déformer et
éventuellement former des liaisons covalentes; il interagit avec le soufre.

Gao et al. (2004) ont remplacé les résidus D64, D116 et E152 de I’IN par une cystéine et
étudié les 3 activités des protéines D64C, D116C et E152C en fonction des bications Mg”" et
Mn*". Les protéines D64C, D116C et E152C deviennent inactives en présence de Mg*". Par
contre, D116C et dans une moindre mesure D64C conservent un peu d’activité en transfert de
brins et en 3’-processing, en présence de Mn>". E152C n’est jamais active en présence de
Mn?". Seule D116C est active en désintégration. L’enzyme double mutante D64C, D116C est
inactive. Ces données sont compatibles avec un modele a un seul bication li¢ a D64 et D116.
Comme la chaine d’un glutamate est plus longue que celle d’une cystéine, le soufre de la
cystéine pourrait étre loin de la position des oxygénes du glutamate ce qui inactiverait E152C.
Un deuxiéme bication n’est donc pas exclu.

En fait, quand on regarde le tableau 2, synthétisant les distances observées entre les ions et
les protéines, on voit que le fer ou le zinc ont des rayons proches de ceux de Mg”" ou de
Mn®". Les partenaires sont cependant différents. Seuls Mn*" et Mg®" se lient
préférentiellement aux groupes carboxyliques. Ca®" est trop gros. Enfin la coordination de

Zn*" est trop éloignée de celle de Mg®" et Mn®".
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Figure 13- Structure RMN du domaine C-terminal de I’IN du VIH-1 (code PDB: 11HV) (Lodi et al.,
1995). A- Un seul monomére en représentation « cartoons ». B- Le dimére en représentation
« cartoons » avec |’interface formée par les brins 2, B3 et 4 des deux sous-unités C- Le dimeére
représenté en modele compact. Les résidus K264 qui semblent importants pour la liaison de I’ADN,

sont colorés en turquoise. Dans A, B et C, les brins B antiparalle¢les formant des tonneaux 3 sont
colorés en violet.
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C - Le domaine C-terminal (résidus 212 a 288)

C-1- Fonctionnalités du domaine C-terminal

Parmi les IN rétrovirales, le domaine C-terminal est considérablement moins conservé que les
deux autres. La délétion de ce domaine supprime les activités de 3’-processing et de transfert
de brins (Bushman et al., 1993; Bushman and Wang, 1994; Engelman et al., 1993; Jonsson et
al., 1996; Pahl and Flugel, 1995; van Gent et al., 1993; Vink et al., 1993), excepté dans le cas
de FIV (Shibagaki et al., 1997). Il a ét¢ montré que ce domaine posséde une activité de liaison
de I’ADN non-spécifique (Engelman et al., 1994; Khan et al., 1991; Lutzke et al., 1994; Vink
et al., 1993; Woerner and Marcus-Sekura, 1993). Le résidu K264 semble important pour cette
fonction (Lutzke et al., 1994). Il a été supposé, dans un premier temps, que le domaine C-
terminal serait responsable de la liaison non-spécifique de I’ADN cible. Cependant, des
études plus récentes ont montré que ce domaine est impliqué dans la liaison de I’ADN viral,
au niveau de nucléotides un peu plus ¢€loignés des extrémités LTR (Esposito and Craigie,
1998; Gao et al., 2001) (voir chapitre III).

D’autre part, ce domaine de I’IN lie, aussi bien que la rétrotranscriptase, la protéine cellulaire
du développement ectodermique embryonnaire (Violot et al., 2003) et cette interaction semble

étre requise pour la rétrotranscription (Zhu et al., 2004).

C-2- Structure du domaine C-terminal

Le domaine C-terminal entier (résidus 212 a 288) a tendance a s’agréger en solution. Une
portion légérement plus petite du domaine C-terminal (résidus 219 a 270) se comporte mieux
en solution et a donc été utilisée pour les études structurales par RMN. Deux groupes
indépendants ont déterminé la structure de cette portion du domaine C-terminal par RMN
(Eijkelenboom et al., 1999; Lodi et al., 1995). Les deux structures RMN (codes PDB : 1IHV
et 1QMC) sont étroitement en accord I’une avec I’autre. Le domaine C-terminal se présente
sous la forme d’un dimére symétrique. Chaque monomere possede cinq brins [ antiparalléles
formant un tonneau 3 qui adopte un repliement de type SH3, observé dans plusieurs protéines
impliquées dans la transduction du signal (figure 13-A). Le dimére est formé par
I’empilement des brins 2, 3 et B4 des deux sous-unités (figure 13-B). Ces brins 3 d’une
sous-unité sont antiparalléles aux brins 3 de I’autre sous-unité. L’interface du dimeére est

stabilisée par des contacts hydrophobes entre plusieurs résidus et exclut une aire de surface
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K266 CHAPS

Figure 14- Interactions entre domaines C-terminaux de I’IN du VIH-1. A- Les domaines C-terminaux
appartenant aux dimeéres de bidomaines (domaine central plus domaine C-terminal) de ’IN du VIH-1
(Chen et al., 2000). Les interfaces entre ces domaines C-terminaux forment quatre interfaces : B, B’, C
et D qui différent de I’interface A observée dans la structure RMN du dimére de domaines C-
terminaux (Lodi et al., 1995). Les brins B, les hélices a et les boucles sont respectivement colorés en
violet, bleu et vert. B- Interface B dans une orientation tournée de 90° par rapport a celle de I’image A.
C- Interface C. D- Interface D. Les interfaces C et D se trouvent dans des orientations identiques a
celle de I’image A. Tiré de (Chen et al., 2000a)
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accessible au solvant, d’environ 360 A” par sous-unité. La dimérisation forme une gouttiére

semblable a une selle contenant plusieurs résidus positivement chargés dont K264 (figure 13-

Q).

La structure du domaine C-terminal li¢ au domaine central a ¢été déterminée par
cristallographie aux rayons X (code PDB: 1EX4) (Chen et al., 2000a). Au sein de ce
bidomaine, la structure monomérique du domaine C-terminal est similaire a celles observées
par RMN. Les résidus 212 a 218 du domaine C-terminal, absents dans les études RMN,
appartiennent a I’hélice a6 liant le domaine C-terminal au domaine central, dans la structure
cristallographique. Au sein du cristal, la grande majorité des contacts dimere-dimére se font
par des interactions entre les domaines C-terminaux. Ces interactions forment quatre
interfaces différentes : B, B’, C et D (figure 14-A). Bien que ces quatre interfaces soient
différentes de I’interface du dimeére RMN, celle qui en reste la plus proche est I’interface B
qui implique les brins B2, B3 et B4 de deux dimeéres (figure 14-B). Cependant, ces brins 3
d’une molécule sont parall¢les a ceux de I’autre molécule, contrairement a I’interface RMN
ou ils sont antiparalleles. De plus, au niveau de I’interface, une molécule de détergent CHAPS
est en contact avec les résidus L.242 et W243. Des interactions hydrophobes et des liaisons
hydrogénes sont également observées entre les brins 2, B3 et B4 d’une molécule et I’hélice
a6 de I’autre molécule. Ces interactions sont encore plus nombreuses au niveau de 1’interface
B’ qu’elles ne le sont au niveau de l’interface B. Les deux autres interfaces dimériques
observées dans le cristal sont encore plus différentes de celle du dimeére RMN. L’interface C
implique un empilement antiparalleéle des brins non contigus 1, B2 et B5 de deux dimeéres
(figure 14-C). Une molécule CHAPS est également coincée entre les deux surfaces
hydrophobes et le seul contact direct entre les deux feuillets est une liaison hydrogene entre
R224Nn1 et ’oxygeéne du groupe carbonyl de W235. L’interface D ne repose pas sur un axe
de symétrie ; elle est formée par 1’association bord a bord de la boucle entre les brins B2 et 33
(résidus 243-246) d’un dimere et le brin B5 (résidus 265-269) d’un autre dimere (figure 14-
D). Une molécule CHAPS est également présente au niveau de cette interface. Ces résultats
impliquent que I’interaction entre les monomeres C-terminaux peut varier considérablement
et il n’est pas du tout clair de savoir ce que serait le mode préféré de dimérisation pour le

domaine C-terminal dans la protéine entiere.
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Tableau 3- Structures cristallographiques de bidomaines de I’IN du VIH-1: domaine central
li¢ au domaine N-terminal (1K6Y) ou au domaine C-terminal (1EX4).

Code | Rés. | Groupe | Tampon | 1* et Boucles de Mutations Référence
PDB | (A) | d’espace dernier résidus absents
résidus
1IK6Y 2.40 P452,2 acétate A:1,210 A-B-C:142-144 W131D (Wang et
B:1,212 D:140-152 F139D al., 2001)
C:1,209 F185K
D:1,211
1EX4 2.80 P32 citrate A:56,270 A:142-144 C56S (Chen et
B:55,270 B:138-149 W131D al., 2000a)
F139D
F185K
C280S

Les pH des tampons acétate et citrate sont respectivement de 4.6 et 5.6.

Domaines
N-terminaux

Domaines
centraux

Figure 15- Structure cristallographique du bidomaine (domaine N-terminal plus domaine central) de
I’IN du VIH-1 (code PDB: 1K6Y) (Wang et al., 2001). A- Le tétramére formé par les quatre
monomeres (A, B, C et D) de I'unité asymétrique et représenté en modele ruban. Les monomeres A,
B, C et D sont respectivement colorés en bleu, turquoise, vert foncé et vert clair. B- L’orientation du
domaine N-terminal par rapport au domaine C-terminal différe par un angle de 15° entre les deux
sous-unités A (bleu) et B (turquoise), comme le montre la superposition des squelettes des domaines
centraux des deux sous-unités. C- Deux vues orthogonales du dimére AB représentées en modeéle
ruban. Les résidus de la triade catalytique (D64, D116 et E152) sont colorés en rouge et représentés en
boules-batons.
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Bien que le domaine C-terminal ne présente pas d’homologie de séquence significative avec
les autres IN rétrovirales, sa structure monomérique est similaire a celles des domaines C-
terminaux des bidomaines (domaine central plus domaine C-terminal) des IN de RSV et de

SIV (Chen et al., 2000a; Yang et al., 2000).

D - Les bidomaines de PIN

Les structures du domaine central 1ié au domaine N-terminal (code PDB : 1K6Y) (Wang et
al., 2001) ou au domaine C-terminal (code PDB: 1EX4) (Chen et al., 2000a) ont été
déterminées par cristallographie aux rayons X (tableau 3). La comparaison des structures de
chacun des domaines formant les bidomaines avec celles des domaines isolés a été présentée
précédemment. Il s’agit, maintenant, de montrer 1’organisation spatiale entre les deux

domaines liés et les arrangements des bidomaines en multiméres.

D-1- Le domaine central 1ié¢ au domaine N-terminal (résidus 1 a 212)

Les cristaux du bidomaine (domaine central li¢é au domaine N-terminal) de I’IN du VIH-1
(code PDB : 1K6Y, tableau 3) (Wang et al., 2001) contiennent quatre monomeres (A, B, C
et D) par unité asymétrique (figure 15-A). La région joignant le domaine central au domaine
N-terminal (résidus 47 a 55) est désordonnée dans les quatre structures. Cependant, il semble
n'y avoir aucune ambiguité dans Dattribution des domaines N-terminaux aux domaines
centraux appropriés. Les quatre monomeéres forment deux dimeres (AB et CD) presque
identiques dans l'unité asymétrique (figure 15-C). Dans chacun des deux diméres, l'angle
entre les domaines N-terminaux et centraux différe de 15 degrés entre les deux sous-unités
(figure 15-B). Comme cette différence d’orientation est conservée dans les deux dimeres AB
et CD cristallographiquement indépendants, elle n’est vraisemblablement pas un artéfact de
I’effet cristallin mais doit plutdt étre fonctionnellement appropriée. Les interfaces des diméres
AB et CD sont trés grandes. Elles recouvrent une surface moléculaire supérieure 4 1800 A? et
sont constituées de résidus principalement polaires comme par exemple K14, Q18, Q44,
K160, Q168, K186 et K188.

Les deux dimeéres sont reliés par un axe d’ordre 2 non cristallographique pour former un
tétramere (figure 15-A). Les domaines N-terminaux et centraux sont en contact. IIs partagent

une interface plutot hydrophile ayant une aire totale de 900 A*. Ce contact survient entre des
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Domaines
C-terminaux

Domaines
centraux

Figure 16- Structure cristallographique du bidomaine (domaine central plus domaine C-terminal) de
I’IN du VIH-1 (code PDB : 1EX4) (Chen ef al., 2000a). A- Deux vues orthogonales du dimére AB
représentées en modele ruban. Les monomeéres A et B sont respectivement colorés en orange et jaune.
B- Le coude au niveau du résidu T210 de 1’hélice a6 crée une rotation d’environ 90° d’un domaine C-
terminal par rapport a 1’autre, comme le montre la superposition des résidus 195 a 210.
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domaines de dimeres séparés dans 1'unité asymétrique : spécifiquement entre les résidus 13 a
26 du domaine N-terminal d'un dimere et les résidus 150 a 196 du domaine central de 1’autre
dimére. Il est tentant de considérer ce tétrameére comme physiologiquement approprié.
Cependant, comme le notent les auteurs (Wang et al., 2001), les expériences de filtration sur
gel, a des concentrations salines physiologiques, montrent que le bidomaine (résidus 1 a 212)
est dimérique (Jenkins et al., 1996). Ce qui souléve la question de savoir si ce tétramere peut

étre fonctionnellement approprié.

D-2- Le domaine central li¢ au domaine C-terminal (résidus 50 a 288)

La structure du bidomaine (domaine central 1i¢ au domaine C-terminal) de I’IN du VIH-1
(code PDB : 1EX4, tableau 3) (Chen et al., 2000a) est un dimeére semblable a toutes les
structures des domaines isolés. Ce dimére implique des interactions entre les domaines
centraux des deux monomeéres formant une interface similaire a celle observée dans les
diméres de domaines centraux isolés. Les domaines centraux sont reliés aux domaines C-
terminaux par les résidus 195 a 220 de I’hélice a6. L’orientation divergente des hélices a6, a
I’intérieur du dimére, place les centres des deux domaines C-terminaux, a environ 55 A de
distance, imposant une forme en « Y » a la structure dimérique (figure 16-A).

Un coude dans I’hélice a6 du monomeére B, au niveau du résidu T210, introduit une rotation
d’environ 90° du domaine C-terminal du monomeére B par rapport a celui du monomeére A
(figure 16-A-B). L’identification d’un site de clivage protéolytique, prés du résidu T210,
suggere que le coude de I’hélice a6 peut représenter une jonction flexible en solution,

permettant un réle dynamique du domaine C-terminal au cours du processus catalytique.

Les structures des bidomaines (domaine central plus domaine C-terminal) des IN de RSV et
de SIV ont été résolues par cristallographie aux rayons X (Chen et al., 2000b; Yang et al.,
2000). Dans la structure de SIV (code PDB : 1C6V), un seul domaine C-terminal, parmi les
quatre existants, a pu étre tracé dans I’unité¢ asymétrique ; le lien entre ce domaine et le
domaine central est désordonné. Une des quatre connections possibles entre le domaine C-
terminal et les domaines centraux a tout d’abord été choisie car les deux domaines sont en
contact mais 1’organisation différe alors énormément de celle du bidomaine du VIH-1. Par
contre, si le domaine C-terminal peut se connecter au domaine central d’un dimere différent

de celui suggéré précédemment, I’organisation spatiale du bidomaine est alors similaire a
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Figure 17- Structure cristallographique du bidomaine (domaine central plus domaine C-terminal) de
trois INs homologues: A- de I’'IN de SIV (code PDB : 1C6V) (Chen et al., 2000b), B- de I’IN du VIH-
1 (code PDB : 1EX4) (Chen et al., 2000a) C- de I’IN de RSV (code PDB : 1COM) (Yang et al., 2000).
Dans chaque dimeére, une sous-unité est colorée en orange et ’autre en jaune. Les domaines C-
terminaux de la sous-unité orange des trois structures sont positionnés de fagon similaire par rapport
au dimere central.

Domaine Domaine central Domaine
N-terminal C-terminal
1 50 212 288
HH CC D D E
1216 4043 64 116 152
Motif Repliement de type Repliement de type
Hélice-Tour-Hélice RNAse H SH3
Liaison du Zn?* o Liaison Mg?* o Liaison de ’ADN ]
Aide ala Liaison de ’ADN
multimérisation Activités catalytiques
Désintégration

A 4

A

3’-processing et transfert de brin

Figure 18- Les trois domaines de I’IN du VIH-1. Les résidus conservés importants sont indiqués a
I’intérieur de chaque domaine. Les roles putatifs sont mentionnés. Les types de repliement ou les
motifs observés par les études de cristallographie et de RMN sont notés. Les domaines nécessaires
pour chacune des réactions catalysées par I’IN sont mentionnés.
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celle du bidomaine du VIH-1 (figure 17-A). Dans les deux structures cristallographiques du
bidomaine de RSV (codes PDB : 1COM et 1C1A), les domaines C-terminaux forment des
dimeéres asymétriques et leur orientation par rapport au domaine central place I’un d’entre eux
beaucoup plus preés de ce dernier (figure 17-C). Ainsi, un domaine C-terminal n’entre pas en
contact avec le domaine central auquel il est 1i¢ ; il a, alors, une position similaire a celle d’un
domaine C-terminal du dimére du VIH-1. Par contre, le second domaine C-terminal du
diméere de RSV entre en contact avec le domaine central auquel il est lié, ce qui peut étre un
artéfact da a ’effet cristallin. Le segment joignant les domaines centraux et C-terminaux est
formé par une hélice a mais beaucoup plus petite (un tour) que I’hélice a6 du bidomaine du
VIH-1 (sept tours) et encadrée par deux boucles.

Un seul domaine C-terminal est positionné par rapport au dimere central, de fagon similaire
dans les trois structures (montré en orange dans la figure 17).

La connexion entre les domaines centraux et C-terminaux est flexible et différe en longueur ;
I’orientation et la conformation dans les bidomaines des trois IN sont homologues. Ceci
soutient la notion de flexibilité fonctionnelle du segment de jonction entre les deux domaines,

évoquée précédemment.

Cette analyse structurale et fonctionnelle de différents fragments de I’IN du VIH-1 peut étre

résumée par le schéma ci-contre (figure 18).

III- Oligomérisation de ’intégrase

De nombreuses études indiquent que I’IN fonctionne sous la forme d’un multimere. Cela a été
montré, en particulier, par le fait que certaines combinaisons de mutants de I’'IN qui sont
individuellement inactifs peuvent retrouver de Dactivité in vitro (Ellison et al., 1995;
Engelman et al., 1993; van den Ent et al., 1999). Ces travaux indiquent que la forme active de
I’IN est au moins un dimere. Différents multimeéres de I’IN (monoméres, diméres, tétrameres,
octameres...) sont présents en équilibre, en solution. L’état d’oligomérisation de I’'IN en
solution dépend de plusieurs facteurs tels que la présence de ses substrats ADN, la
concentration en protéine, 1’interaction avec des cations et la présence de détergents. (Deprez
et al., 2000; Deprez et al., 2001; Lee et al., 1997; Leh et al., 2000). Il a été montré que Zn*"
stimule 1’oligomérisation (Deprez et al., 2000; Zheng et al., 1996) et augmente I’activité Mg

dépendante de I'IN (Asante-Appiah and Skalka, 1999; Lee et al., 1997; Leh et al., 2000;
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Figure 19- Représentation schématique des états oligomériques de 'IN du VIH-1 au cours du
processus catalytique. L’IN est présente en solution dans un équilibre entre différentes formes
oligomériques. Un monomeére se lie a chaque extrémité LTR de ’ADN viral (1), permettant la
dimérisation correcte de ’IN (2). Le 3’-processing de chaque extrémité peut &tre réalisé par les
diméres (3). Les deux dimeéres peuvent interagir ensemble (4) et former un tétramere prét a intégrer
I’ ADN viral dans I’ADN cible (5). Chaque monomeére de I’IN est représenté par un ovale rose. L’ADN
viral est coloré en bleu avec les LTR représentés par des rectangles. Les petits carrés turquoise
indiquent les extrémités virales clivées au cours du 3’ processing. D’apres (Faure et al., 2005).
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Zheng et al., 1996), certainement via sa liaison au motif HHCC du domaine N-terminal de
I’IN. L’activité de 'IN Mg**-dépendante est directement reliée a 1’état d’oligomérisation de la
protéine (Leh et al., 2000) ; ce qui n’est pas le cas de ’activité de I’IN Mn*"-dépendante. En
effet, I'IN préparée de fagon traditionnelle en présence de détergent est monomérique aux
concentrations inférieures au micromolaire et active seulement en présence de Mn’* (un
bication beaucoup moins présent in vivo que Mg>"). Par contre, I"'IN préparée en 1’absence de
détergent et en présence de Zn”" est tétramérique et active en présence de Mg et de Mn?".
Un lien a été établi entre la capacité de I’IN de lier I’ADN et I’oligomérisation (Vercammen et
al., 2002). Des complexes stables sont obtenus entre le substrat d’ADN portant une extrémité
LTR et des monomeres ou des dimeres de I’IN, a la température physiologique (Deprez et al.,
2001). Cependant, cette étude n’exclut pas la possibilité d’une organisation d’ordre plus
¢levée, en présence de I’ADN viral entier, avec les deux extrémités LTR.

L’étude de I’activité de différentes formes oligomériques de I’IN, stabilisé chimiquement par
pontage, a apporté des résultats importants concernant 1’état d’oligomérisation de I’IN, au
cours des étapes catalytiques (Faure et al., 2005). Un dimere est impliqué dans la catalyse du
3’-processing et de I’intégration d’une extrémité LTR de ’ADN viral. Par contre, pour
réaliser I’intégration des deux extrémités de I’ADN viral, un tétramére au moins est
nécessaire. Ceci est cohérent avec 1’analyse structurale du dimére de domaines centraux,
montrant qu’en raison de la distance trop grande entre les deux sites actifs du dimére, un
tétramere au moins est nécessaire pour I’intégration concertée. De plus, le tétramere ponté de
I’IN apporte un pourcentage de produits intégrés a 5 paires de bases plus élevé que I’IN non
pontée. Ces données suggerent fortement que le tétramere est la forme minimale active
impliquée dans D’intégration provirale nucléaire. Cependant, de fagon surprenante, le
tétramere ponté n’est pas capable de réaliser I'intégration d’une seule extrémité LTR de
I’ADN viral, comme peut le faire la forme dimérique pontée. Ainsi, il se peut que le dimére se
lie seulement a une extrémité LTR alors que la structure du tétramere permet seulement la
liaison de deux extrémités LTR, proches 1’'une de I’autre. Ceci suggere alors que la structure
du dimere isolé et celle du dimére impliqué dans la forme tétramérique soient différentes. Le
tétramere ponté nécessaire pour I’intégration des deux extrémités LTR n’est pas actif pour le
3’-processing, contrairement a la forme dimérique pontée: des formes oligomériques
différentes sont donc impliquées dans les deux étapes catalytiques (figure 19) (Faure et al.,
2005). Les monomeres se lient a chaque LTR, permettant la dimérisation de I’IN. Les deux
diméres peuvent effectuer le 3’-processing des deux extrémités virales puis interagir ensemble

pour former un tétramere capable d’intégrer les deux LTR dans I’ADN cible. Ce mod¢le est
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en accord avec différentes approches (Deprez et al., 2001; Podtelezhnikov et al., 2003). Des
¢tudes de mutagenése montrent également I’implication de différents multimeres de I’IN dans
les deux étapes catalytiques et aboutissent a des conclusions similaires (Calmels et al., 2004).
Une formation séquentielle de différents complexes, accompagnée par des changements
conformationnels (Asante-Appiah et al., 1998; Espeseth et al., 2000; Hazuda et al., 2000)
semble donc nécessaire pour réaliser les deux étapes catalytiques. Apres la réaction de 3’-
processing, les complexes sont plus stables. Ils contribuent probablement a I’assemblage
correct et évitent la réversibilité de la réaction (Gao et al., 2001).

L’association oligomérique de I’'IN in vivo est probablement gouvernée par des protéines
cellulaires. La protéine chaperonne cellulaire HSP60 est impliquée dans la stabilisation de la
structure active de I’IN (Parissi et al., 2001). La protéine cellulaire LEDGF(p75) qui interagit
fortement avec I'IN et qui a été trouvée associée avec I'IN du VIH-1 dans des cellules
humaines, peut étre impliquée dans la formation de multimeéres stables de I’IN (Cherepanov et
al., 2003; Cherepanov et al., 2005b). De telles protéines, absentes in vitro, pourraient
stabiliser une organisation tétramérique de 1’enzyme, dans le processus cellulaire

d’intégration.
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Chapitre II1

L’interaction de I’intégrase avec ses substrats et son mécanisme
d’action

Afin de catalyser les réactions de 3’-processing et de transfert de brins, I’IN doit se lier
a PADN viral et a ’ADN cible. L’IN interagit avec ces deux molécules d’ADN de deux
facons différentes : la liaison a ’ADN cible ne dépend pas directement de la séquence
nucléotidique alors que I’interaction avec les extrémités LTR de I’ADN viral est un processus
séquence-spécifique. Néanmoins, les séquences des LTR U3 et U5 ne sont pas exactement

identiques.

I- Généralités sur les interactions protéines/ ADN

L’interaction séquence-spécifique entre protéines et acides nucléiques est un processus
complexe pouvant impliquer une reconnaissance directe a travers des liaisons spécifiques
entre les deux molécules mais aussi une reconnaissance indirecte dépendant de la structure, de
la forme et de la flexibilité des molécules mises en jeu. Seule la connaissance précise a
I’échelle atomique des structures tridimensionnelles des molécules, de leur flexibilité et des
termes énergétiques mis en jeu, peut permettre de comprendre la nature ainsi que le
mécanisme de ces interactions. On a pu observer, sur de nombreux complexes, que la fixation
d’une protéine induit des déformations de la molécule d’ADN. Bien que certaines de ces
déformations soient directement induites par la protéine, il est aujourd’hui reconnu que la
séquence des bases de ’ADN, elle-méme, influence la structure et la flexibilité de la double
hélice. Ainsi, certaines déformations sont préexistantes dans la molécule d’ADN et
accentuées par la liaison de la protéine. Initialement pergue comme une molécule réguliére et
rigide, la double hélice ADN présente en fait une forte hétérogénéité structurale et dynamique

en fonction de sa séquence en bases et de son environnement. Ces propriétés jouent un role
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majeur dans les processus de reconnaissance impliquant les protéines qui ciblent la double
hélice. Il faut, par conséquent, prendre en compte 1’ensemble des caractéristiques dynamiques
intrinséques a la molécule d’ADN pour pouvoir réellement comprendre comment une
protéine peut reconnaitre et interagir avec un site spécifique de la double hélice.

La courbure intrinséque de I’ADN participe activement a sa reconnaissance et a son
interaction avec les protéines (Flatters and Lavery, 1998; Flatters et al., 1997; Wu and
Crothers, 1984). Des courtes successions d’adénine « A-tracts » favorisent la courbure
(Bostock-Smith et al., 1999; Burkhoff and Tullius, 1987; McConnell and Beveridge, 2001).
La courbure est intimement liée aux discontinuités structurales.

Le plissement du sucre des nucléotides joue un role trés important dans les complexes
ADN/protéine. Des transitions Sud — Nord de certains nucléotides sont souvent observées
dans les complexes protéine/ADN (Berman et al., 1992). Ces transformations locales de la
forme B vers la forme A de ’ADN entrainent un ¢élargissement et un aplatissement du petit
sillon de I’ADN, permettant d’étendre les interactions hydrophobes avec les protéines dans le
petit sillon (Tolstorukov et al., 2004). Par contre, le grand sillon devient plus étroit et plus
profond, ce qui favorise les interactions avec les hélices a des protéines. La plupart des acides
aminés polaires interagissent avec les nucléotides dont le sucre est en Sud alors que les acides
aminés hydrophiles interagissent avec les nucléotides dont le sucre est en Nord. La majorité
des complexes protéines/ADN ou surviennent des transformations B — A, implique des
enzymes qui coupent ou forment la liaison phosphodiester O3’-P (Lu et al., 2000). Ces
transitions conformationnelles exposent 1’atome O3’ qui est habituellement enfoui a
I'intérieur du squelette et protégé des attaques enzymatiques. Presque tous les ADN
polymérases caractérisés structurellement induisent une transition B — A des pas
immédiatement adjacents au site d’incorporation du nucléotide. Par exemple, deux des sept
pas de I’ADN liés dans le site actif de la Taqg polymérase ont une forme A et trois autres sont
partiellement distordus vers une forme A (Eom et al., 1996). Des caractéristiques structurales
de forme A sont observées dans les substrats ADN des endonucléases. Le coude du substrat
ADN d’EcoRV présente des caractéristiques structurales d’une forme A (Lu et al., 2000).
Deux fragments de ’ADN liés a I’endonucléase 1-Pol de Physarum polycephalum présentent
un comportement typique de ’ADN A (Flick et al., 1998; Galburt et al., 1999). Il existe
beaucoup d’autres exemples de ce type de déformation (Lu et al., 2000). Le cotit énergétique

de ce type de transition B — A est séquence dépendante (Minchenkova et al.,
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Tableau 4- Effets sur le 3’-processing de
substitutions de bases sur le brin clivé de
Pextrémité LTR U5 de I’ADN viral du

VIH-1 (Esposito et al., 1998)

Substitutions | Taux initial de

de bases 3’-processing

Mg2+ Mn2

1 Ty A 1,00 = 0,69

C 0,08 0,90

G 0,50 085

2 G A 0,11 = 0,23

C 0,08 0,54

~ S T 1,50 | 1,04
% 3 A C 0,00 0,00
s G 0,00 0,00
a8 T 0,00 0,00
- 4 C A 0,00 | 0,08
N G 0,04 0,04
g T 0,00 | 0,02
= 5 G A 0,70 | 0,92
2 C 0,72 085
- T 023 0,15
£ 6 A C 0,98 0,70
ER G 0,08 035
0 T 0,50 084
= 7 T A 0,85 0,96
z C 1,15 1,00
= G 1,00 092
£ 8 C A 0,85 0,96
7z G 1,10 | 1,20
- T 1,12 0,92
=~ 9 T A 0,96 0,96
o C 0,88 1,00
5 G 0,80 0,95
% 10 C A 1,06 1,15
- G 0,15 035
3 T 1,20 1,11
2 11T A 0,96 0,90
E C 0,08 0,42
£ G 0,70 | 1,04
B 12 A C 023 085
G 0,40 1,04

T 035 092

A C 0,30 0,83

G 0,08 092

T 0,60 0092

Le taux initial de 3’-processing avec 1’oligonucléotide
sauvage est considéré égal a 1
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1986;Tolstorukov et al., 2001). 11 est donc possible que ces transitions augmentent la
sélectivité de la liaison ADN/protéine.

Des interconversions B; — By, de certains nucléotides jouent également un réle important
dans les interactions ADN/protéine (Winger et al., 1998;Tisne et al., 1998) et elles sont aussi
séquence dépendante. La conformation B; place le phosphate dans une position
rigoureusement symétrique par rapport aux deux sillons alors que la conformation By; déplace
le phosphate dans le petit sillon. L’importance de ces transitions a notamment été montrée
pour la liaison du facteur de transcription NF-kB avec son site ADN (Tisne et al., 1998). La
transition B; — By permet d’attirer et de lier le facteur de transcription. Une fois le complexe
formé, les contacts entre la protéine et I’ADN induisent le retour a la conformation By
d’énergie plus favorable. La transition B; — By est la conséquence d’un processus de
désempilement de paires de bases adjacentes et elle est couplée a une migration de 1’eau du
phosphate ionique vers I’oxygeéne du sucre (Winger et al., 1998). Des ions a haute densité de

charge tel que Mg®*" favorisent les transitions B; — By (van Dam and Levitt, 2000).

II- Interaction IN/ADN

L’interaction de I’IN avec ses substrats ADN est trés mal connue. Etant donné qu’il n’existe
pas de structure expérimentale de I’IN enticre ni du complexe qu’elle forme avec ses
substrats, les sites de liaisons IN/ADN ne sont pas définis: seuls des contacts ont été
déterminés ou des régions de liaisons ont été prédites. Ainsi, on ne connait pas le mécanisme

de reconnaissance impliqué dans I’interaction séquence-spécifique de I’'IN avec I’ADN viral.

A - Etudes expérimentales de I’interaction IN/ADN

A-1- Effets des modifications de I’ADN viral sur ’activité catalytique de I’IN

Les oligonucléotides reproduisant les extrémités LTR (U5 ou U3) de ’ADN viral ont subi
diverses modifications au niveau et prés du site de clivage :

1) substitution de bases par d’autres bases (A, T, G, C ou U) au niveau du brin clivé ou
non clivé de I’oligonucléotide mimant I’extrémit¢ LTR U5 ou U3 (Esposito and
Craigie, 1998; Katzman and Sudol, 1996a; LaFemina et al., 1991; Mazumder and
Pommier, 1995; Reicin et al., 1995; Sherman et al., 1992; van den Ent et al., 1994;
Vink et al., 1991b; Yoshinaga and Fujiwara, 1995) (tableau 4).
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Tableau S5- Effets sur le 3’-processing de
substitutions de paires de bases au niveau de
I’extrémité LTR U5 de I’ADN viral du VIH-1
(Scottoline et al., 1997)

Tableau 7- Effets sur le 3’-processing de modifications
de bases sur le brin clivé et non clivé de ’extrémité LTR
U5 de I’ADN viral du VIH-1 (Wang et al., 1999)

Substitutions | Taux initial de Extrémité du LTR U5 de ’ADN viral du
de paires 3’-processing VIH-1
2+
de bases Mn Brin clivé Taux initial
5 4 3 de 3’-
: As aic 0.5 5G C As processing
'-.‘ G/G 1,1 Mn2+
= c/C 1,8
> C/G 0.3 6-McA 1,00
s TG C AT 0’ > 7-deazaA 0,30
= AJA 1’7 2,6—(NH2)2PUI' 0, 10
= T v 5-MetC 0,50
z ’ 6-MeA 0,90
S (T;;é 8’3 - 7-deazaA 0,67
™~ ’ 2,6-(NH,),Pur 0,76
B TG 1,0 Inosine 0,92
2 /A 0,06 6-MeG 0,33
i 4 € G G/C 0,01 Brin non clivé Taux de 3’-
2 G/A 0,01 5 4 3 processing
2 e 0,1 Ne G Ts Mn?2*
R
_L; ’ Inosine 0,06
5 A/G 0.1 6-McG 0,04
= C/T 0,5 [e taux initial de 3’-processing avec I’oligonucléotide sauvage est considéré
}g C/G 1,0 égalal
g T G/C 0,4
£ G/G 0,4
= C/C 0,5
C/G 0,5

Le taux initial de 3’-processing avec I’oligonucléotide sauvage est
considéré égal a 1

Tableau 6- Effets sur le 3’-processing et le transfert de
brins de remplacement de bases par des sites abasiques
au niveau du brin clivé de I’extrémit¢ LTR U5 de
I’ADN viral du VIH-1 (Mazumder et al., 1995).

Positions du brin | Taux initial de | Taux initial de
clivé du LTR U5 3’-processing transfert de
remplacées par Mn?* brins
un site abasique Mn**

3 Az 1 0

4 C 0 0

5 G 0 0

9 T 0,7 0,5

13 As: 0,9 0,8

Les taux initiaux de 3’-processing et de transfert de brins avec

I’oligonucléotide sauvage sont considérés égaux a 1
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2) substitution de paires de bases de 1’oligonucléotide reproduisant I’extrémité LTR U5
par des paires de bases complémentaires ou non (A/T, T/A, T/T, A/A, C/G, G/G, G/G,
C/C) (Scottoline et al., 1997; Yoshinaga and Fujiwara, 1995) (tableau 5).
3) remplacement de nucléotides par des sites abasiques sur le brin clivé de
I’oligonucléotide reproduisant I’extrémit¢ LTR U5 (Mazumder and Pommier, 1995;
van den Ent et al., 1994) (tableau 6).
4) ajout de nucléotides a I’extrémité 3’ du brin clivé du LTR US5 (Scottoline et al., 1997,
van den Ent et al., 1994)
5) modification des bases du brin clivé et non clivé de 1’oligonucléotide reproduisant
I’extrémité LTR U5 par :
- ajout d'un groupe méthyle sur loxygéne O4 de la thymine (O*
MeéthyleThymine), I’oxygene O6 de la guanine (6-MéthyleGuanine), I’azote
N6 de I’adénine (6-MéthyleAdenine) et le carbone C5 de la cytosine (5-
M¢éthyleCytosine) (Wang et al., 1999) (tableau 7).
- ajout d’un groupe amino sur 1’azote N2 de 1’adénine (2,6-diaminopurine)
(Wang et al., 1999) (tableau 7).
- remplacement de I’azote N7 de I’adénine par un carbone (7-DeazaAdénine)
(Wang et al., 1999) (tableau 7).
- ajout d’une chaine de grand encombrement stérique sur le N2 de la guanine
(Johnson et al., 2004).
6) remplacement de nucléotides par des Inosines sur le brin clivé ou non clivé de
I’oligonucléotide reproduisant I’extrémité LTR U5 (Wang et al., 1999) (tableau 7).
Les effets de ces modifications sur le 3’-processing et dans certains cas sur le transfert de
brins et la désintégration, ont été examinés.
De nombreuses ¢études montrent I’importance du dinucléotide C4-A3 du brin clivé pour les
réactions de 3’-processing et de transfert de brins (Esposito and Craigie, 1998; LaFemina et
al.,, 1991; Sherman et al., 1992; Vink et al., 1991a). Cependant, certaines modifications au
niveau de la troisiéme paire de bases n’ont pas d’effet sur le 3’-processing (Mazumder and
Pommier, 1995; Scottoline et al., 1997). Par exemple, les substitutions par T/G et C/A
n’affectent pas le 3’-processing (tableau 5). De méme, la substitution d’A3 par la
désoxyuridine ou par un site abasique (tableau 6) n’inhibe pas la réaction (Mazumder and
Pommier, 1995).
Plusieurs études, réalisées en présence de Mn”', indiquent que les nucléosides les plus

importants pour 1’intégration se situent dans la région allant de la 3™ & la 9™ base du brin
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clivé (Balakrishnan and Jonsson, 1997; Katzman and Sudol, 1996a; LaFemina et al., 1991;
Sherman et al., 1992; van den Ent et al., 1994; Vink et al., 1991b; Yoshinaga and Fujiwara,
1995). Cependant, certaines substitutions plus ¢loignées de I’extrémité du LTR U5 (positions
10,11,12 et 13) montrent un effet inhibiteur sur le 3’-processing (tableau 4) (Esposito and
Craigie, 1998). Des substitutions des bases des positions 10 et 11 sur le brin clivé diminuent
le taux de 3’-processing en présence de Mn®" mais I’effet est plus important en présence de
Mg**. Au niveau des positions 12 et 13, des substitutions affectent également le 3’-processing
mais uniquement en présence de Mg”'.

La comparaison des résultats obtenus en présence de Mn®" et de Mg”" pour les substitutions
des bases 1 a 13 du brin clivé (tableau 4) suggére que le site actif de I’IN puisse étre moins
rigide en présence de Mn®". Cela permettrait alors une sélection plus large de nucléophiles et
réduirait potentiellement la spécificit¢ de liaison de I’ADN lors de la réaction de 3’-
processing. Cette hypothése aiderait a expliquer la raison pour laquelle I’activité de
désintégration, en présence de Mn®*, ne semble pas exiger une spécificité de séquence, au-
dela du dinucléotide C4-A3 (Balakrishnan and Jonsson, 1997; Chow et al., 1992).

Certaines modifications en positions 5 et 6 inhibent considérablement le 3’-processing, en
présence de Mn”" et de Mg”" (tableaux 4.5 et 6) (Esposito and Craigie, 1998; Mazumder and
Pommier, 1995; Scottoline et al., 1997). Par contre, les modifications en positions 7, 8 et 9 ne
montrent pas d’effet majeur sur la réaction (tableaux 4 et 6) (Esposito and Craigie, 1998;
Mazumder and Pommier, 1995).

L’ajout de nucléotides, a I’extrémité 3’ du brin clivé inhibe le 3’-processing (van den Ent et
al., 1994).

Les substitutions par des paires de bases complémentaires, au niveau des positions 1, 2 et 3,
affectent le 3’-processing (tableau 5) (Scottoline et al., 1997). Par contre, les substitutions des
mémes positions par des paires de bases non-complémentaires n’ont pas d’effet (position 3)
ou stimulent (positions 1 et 2) le 3’-processing. Des effets favorables de substitutions par des
paires de bases non-complémentaires ne sont pas observés pour les positions 4, 5 et 6. Au
contraire, le 3’-processing est inhibé. Ainsi, des substrats contenant des paires de bases non
complémentaires a I’extrémité du LTR US5 (positions 1 et 2) sont mieux clivés que le substrat
sauvage, que se soit en présence de Mg”" ou de Mn®". Des modifications de 1’appariement
normal Watson-Crick des deux premicres paires de bases semblent donc favorables au 3’-
processing.

Est-ce que I’ADN interagit avec I’IN par son petit ou son grand sillon ? Pour répondre a cette

question, Wang et al. (1999) ont modifi¢ les groupes donneurs ou accepteurs de liaisons
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Figure 20- Des sites critiques pour les interactions de I’IN avec I’extrémité U5 de ’ADN viral du
VIH-1, dans le grand sillon (en rouge) et dans le petit sillon (en vert) (Wang et al., 1999). Les fléches
indiquent si une augmentation ou une diminution du 3’-processing a été observée.
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hydrogénes dans le petit et le grand sillon de I’ADN (tableau 7) (Wang et al., 1999). Les sites
d’interactions identifiés sont résumés dans la figure 20. Au niveau d’A3, N7 (grand sillon) et
C2 (petit sillon) pourraient étre impliqués dans I’interaction avec I’IN. Dans le brin non clivé,
le remplacement de T3 par la O*-Méthylethymine stimule le 3’-processing. Ceci suggére que
le groupe méthyle (grand sillon) augmente les contacts hydrophobes avec I’'IN ou réduit
I’interaction de la paire de bases A3-T3, au bénéfice de I’IN. Au niveau de la position 4, les
modifications du brin non clivé inhibent considérablement le 3’-processing. L’O6 (grand
sillon) et le 2-NH; (petit sillon) de G4 pourraient donc étre impliqués dans des liaisons
hydrogénes. L’implication du groupe 2-NH2 de G4 dans des interactions avec I'IN a
également ¢été suggéré par d’autres auteurs (Johnson et al., 2004). Les modifications a la
position 5 sur le brin clivé affectent moins le 3’-processing. Seule 1’O6-MéthyleGuanosine
diminue de 3,7 fois le 3’-processing, suggérant que 1’06 (grand sillon) de G5 pourrait étre
impliquée dans une liaison hydrogéne. Globalement, les perturbations au niveau du petit
sillon défavorisent davantage la réaction de 3’-processing que celles ayant lieu dans le grand
sillon.

Les auteurs cités pensent en liaisons hydrogénes ou en stabilit¢ de I’ADN, notamment en
stabilité des appariements des bases complémentaires. Cependant, il peut étre difficile de
distinguer si la modification de I’ADN crée ou annihile une liaison hydrogeéne entre I’ADN et
I’IN ou bien si elle entraine un changement de la conformation de I’ADN qui modifie sa

fixation sur 1’IN.

A-2- Expériences de complémentation fonctionnelle, de mutagenése, d’empreinte

protéique et de pontage

Le domaine central de I'IN est la seule partie de I’enzyme capable de réaliser le transfert
polynucléotidique. On a supposé alors que ce domaine possédait les déterminants principaux
de la spécificité de la liaison aux extrémités LTR de I’ADN viral. Des expériences de pontage
et de complémentation fonctionnelle ont montré que le domaine central interagit avec les
extrémités LTR de I’ADN viral (Ellison and Brown, 1994; Esposito and Craigie, 1998; Gao et
al., 2001; Heuer and Brown, 1997; Heuer and Brown, 1998; Yoshinaga et al., 1994). Des
contacts IN/ADN ont pu étre mis en évidence. Le résidu K159, présent dans toutes les IN
rétrovirales et dans beaucoup de transposases bactériennes, peut interagir avec 1’azote N7

d’A3 (Jenkins et al., 1997). Le résidu catalytique E152 peut également étre impliqué dans la
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Figure 21- Les résidus et portions du domaine central de I’IN du VIH-1 qui ont ét¢ mis en évidence
pour étre impliqués dans la liaison de ’ADN viral par des expériences de pontage. Un monomere du
domaine central de I’'IN (code PDB : 1BIS) (Goldgur et al., 1998) est représenté en modéle ruban et
coloré en turquoise. Les résidus colorés en violet sont impliqués dans la liaison de I’extrémité LTR U5
de I’ADN viral. Des résidus appartenant a la portion (51-64), colorée en rose, peuvent également étre
en contact avec I’ADN viral. Le résidu catalytique D116 est coloré en bleu.
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liaison avec A3 (Gerton et al., 1998). Deux autres résidus lysines, K156 et K136, sont
importants pour la liaison de ’ADN viral ; K136 peut interagir avec G5 (Jenkins et al., 1997).
Des contacts avec le brin non clivé ont également été identifiés. Les résidus Q148 et Y143
peuvent étre en contact avec Al (Esposito and Craigie, 1998). Des études plus récentes
indiquent que Q148 peut étre 1i¢ a C2 lorsque I’ADN viral est clivé; ce résidu serait alors
impliqué dans le positionnement correct de cet ADN, avant le transfert de brins (Johnson et
al., 2006a). Des résidus de la portion 51 a 64 du domaine central peuvent interagir avec C2
(Esposito and Craigie, 1998). La figure 21 montre, dans le domaine central de I'IN, la
localisation des résidus qui interagiraient avec I’ADN viral. Tous ces résidus du domaine
central seraient donc responsables de la reconnaissance séquence-spécifique des derniers

nucléotides, a I’extrémité des LTR de I’ADN viral.

Le domaine C-terminal est impliqué dans la liaison de I’ADN non-spécifique car des
mutations de ce domaine peuvent abolir la liaison (Lutzke and Plasterk, 1998; Lutzke et al.,
1994). La mutation de K264 a un effet dramatique sur la liaison non spécifique de I’ADN par
le domaine C-terminal isolé. De plus, la réaction de 3’-processing, catalysée par I’IN enticre
contenant la mutation K264E, est affectée significativement. Ce résidu est bien conservé
parmi les IN rétrovirales. L’implication de R262 et L234, dans la liaison de I’ADN, est
également suggérée. Les mutations de S230 et R263 affectent aussi I’activité catalytique et la
liaison de ’ADN. Le domaine C-terminal ayant un rdle dans la liaison de I’ADN non-
spécifique, il a tout d’abord été proposé que ce domaine soit responsable de la liaison de
I’ADN cible. Mais des travaux plus récents montrent que ce domaine interagit avec I’ADN
viral, au niveau de nucléotides ¢éloignés de 7 paires de bases de 1’extrémité des LTR (Esposito
and Craigie, 1998; Heuer and Brown, 1997; Jenkins et al., 1997). Des expériences de pontage
indiquent que :

- des résidus du domaine C-terminal (région 247-270) peuvent interagir avec T7 du brin

clivé (Esposito and Craigie, 1998).
- le résidu E246 peut étre localisé pres de ’atome C2° d’A7 du brin non clivé (Gao et
al., 2001).

Ces résultats expliquent pourquoi des mutations du domaine C-terminal affectent la réaction
de 3’-processing.
Par ailleurs, un rdle important du domaine central dans la liaison de I’ADN cible a été montr¢.
Des IN chimériques dans lesquelles le domaine central a été¢ remplacé par celui d’une autre IN

rétrovirale, ont été¢ construites; les domaines terminaux sont restés inchangés (Katzman and
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Sudol, 1995; Shibagaki et al., 1997). Dans tous les cas, le modele d’intégration obtenu
correspond au modele attendu avec I’IN dont le domaine central est présent dans la protéine
chimérique. Par exemple, une protéine chimérique avec le domaine central de I’'IN du VIH-1
et les domaines terminaux de I’IN de FIV présente un modele d’intégration du VIH-1 et
inversement. De plus, il a ét¢é montré que le domaine central interagit avec I’ADN cible
flanquant le site d’intégration (Gerton and Brown, 1997). Le résidu S119 pourrait étre
impliqué dans la liaison de I’ADN cible (Harper et al., 2001).

En ce qui concerne le domaine N-terminal, des études de pontage suggerent qu’il pourrait
étre tout prés de I’ADN cible, au niveau du site d’intégration (Heuer and Brown, 1997). Des
expériences de complémentation fonctionnelle avec les IN du VIH-1 et du virus Visna
(Engelman et al., 1993) qui partagent environ 31% d’identité de séquences, suggerent que le
domaine N-terminal n’est pas impliqué dans la détermination de la spécificité de substrats
pour le 3’-processing et le transfert de brins (Katzman and Sudol, 1995). En particulier, les 26
premiers résidus des IN du VIH-1 et de RSV qui comprennent les deux histidines du motif
HHCC, ne sont pas requis pour la liaison de ’ADN (Mazumder et al., 1996b; Mumm and
Grandgenett, 1991).

Les données de complémentation fonctionnelle et de pontage indiquent aussi que le domaine
N-terminal agit en trans du domaine central contenant un site actif fonctionnel (Ellison et al.,
1995; Engelman et al., 1993; Heuer and Brown, 1998; Jonsson et al., 1996) tandis que le
domaine C-terminal peut étre en cis (Engelman et al., 1993) ou en trans (Engelman et al.,
1993; Gao et al., 2001; Heuer and Brown, 1998; van Gent et al., 1993).

Des expériences d’empreintes protéiques (Dirac and Kjems, 2001) montrent que la sensibilité
a I’attaque protéolytique est affectée par I’ADN, au niveau des résidus :

-K111, K136, E138, K156, K159, K160, K185, K186 et K188 du domaine central

- K215, E246, K258 et K273 du domaine C-terminal

- K34 du domaine N-terminal.

L’ensemble de ces travaux met en évidence que I’interaction de I’IN avec ses substrats ne se
fait pas selon un modele dans lequel des domaines individuels sont initialement responsables
de la liaison de I’ADN viral ou cible. Il semblerait plutét qu’un réseau complexe d’interaction
intervienne. Néanmoins, d’aprés ces ¢tudes, le domaine central serait responsable de la
reconnaissance séquence-spécifique de I’ADN viral et serait impliqué dans la liaison de
I’ADN cible. Le domaine C-terminal, quant a lui, serait responsable de la liaison de
nucléotides situés a plus de 6 paires de bases de I’extrémit¢é LTR de I’ADN wviral.

L’interaction du domaine C-terminal avec ces nucléotides pourrait avoir un rdle dans
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Figure 22- Les contacts IN/ADN-viral mis en évidence par pontage. Les résidus ou portions du
domaine central sont colorés en violet et ceux du domaine C-terminal en bleu.

Figure 23- Sites de liaison de I’ADN viral et cible sur le domaine central de I’IN du VIH-1 (code
PDB : 1QS4, chaine A) (Goldgur et al., 1999) proposés par les études de docking de dinucléotides
(Perryman and McCammon, 2002). Le domaine central est représenté en modéle ruban et coloré en
vert. Les positions des phosphates des dinucléotides dockés sont montrées par des sphéres colorées en
marron. Les résidus qui ont été identifiés comme étant protégés par I’ADN de 1’attaque protéolytique
(Dirac and Kjems, 2001) sont colorés en rouge et leurs noms sont mentionnés. Les résidus de la triade
catalytique sont également montrés en rouge et leurs noms sont entourés d’un astérisque.
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I’orientation et le positionnement correct de I’ADN viral afin que les extrémités LTR puissent
étre reconnues par les résidus du domaine central et que la catalyse se produise. En effet, I'IN
dépourvue du domaine C-terminal ne peut pas catalyser les réactions de 3’-processing et de
transfert de brins ; cela est certainement di au fait qu’elle ne puisse pas positionner et orienter
correctement les extrémités LTR au site actif. Par contre, lorsque I’ADN est correctement pré-
positionné comme dans un substrat de désintégration, la catalyse se produit sans les domaines
terminaux. Les contacts entre I’ADN viral et le domaine central et C-terminal de I’'IN décrits

au-dessus sont résumés dans la figure 22.

B - Exploration des sites de liaison de ’ADN sur I’IN par docking de dinucléotides

Les sites de liaisons possibles de ’ADN ont été explorés par docking de dinucléotides
enticrement flexibles, sur le domaine central monomérique (code PDB : 1QS4, chaine A)
(Perryman and McCammon, 2002) et sur le domaine C-terminal dimérique de I’IN du VIH-1
(code PDB : 1QMC) (Zhu et al., 2005).

La majorit¢ des dinucléotides dockés sur le domaine central de I'IN (Perryman and
McCammon, 2002) se trouvent pres de résidus qui ont été identifiés comme étant protégés par
I’ADN de l’attaque protéolytique (Dirac and Kjems, 2001). Beaucoup d’entre eux sont méme
en contact avec ces résidus, supposés étre impliqués dans la liaison de I’ADN. Ainsi, les
résultats de docking sur le domaine central sont en accord avec les études d’empreinte
protéique réalisées sur I’IN entiere. Les dinucléotides dockés sont répartis dans deux régions
du domaine central. La figure 23 montre les positions des phosphates des dinucléotides
dockés sur le domaine central. La région de droite dans la figure 23 présente un grand
nombre de sites différents mais chevauchants qui peuvent interagir favorablement avec des
groupes phosphates. Cette région peut donc étre impliquée dans la liaison de phosphates ayant
de nombreuses positions différentes. Cela suggere que différents ADN doubles brins
devraient étre capables d’interagir dans cette région. Les auteurs ont alors proposé que cette
région soit plutdt impliquée dans les interactions avec I’ADN non guidées par la spécificité de
séquence et donc avec I’ADN cible. La seconde région, a gauche dans la figure 23, présente
un nombre de sites pouvant intéragir avec des groupes phosphates beaucoup plus réduits.
Ainsi, moins de séquences d’ADN devraient vraisemblablement étre capables de se déformer
convenablement afin d’interagir avec cette région. La distribution des phosphates des
dinucléotides, dockés dans cette région, est similaire a l’organisation des positions des

phosphates d’un ADN double brin de forme B. Les auteurs ont alors proposé que cette région
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Figure 24- Sites de liaison de ’ADN viral sur le dimére de domaines C-terminaux (code PDB :
1QMC) (Eijkelenboom et al., 1999) proposés par les études de docking de dinucléotides (Zhu et al.,
2005). Le dimére est représenté en modele ruban et coloré en jaune. Les résidus impliqués sans les
liaisons hydrogeénes avec les dinucléotides sont représentés en boules-batons et colorés en orange. Ces
résidus montrent la localisation des sites de liaison de I’ADN viral a la surface externe du dimere.

Tableau 8- Les modéles du complexe IN/ADN

Modgéles IN* ADN Bications Disponibilités
(références) (oligunucléotides de | dans le site | des coordonnées
quelques pb) actif
(Heuer et al., Tétramére du bidomaine | 2 ADN viraux U5 Non Oui, dans le
1998) (DC + DCT) ADN cible matériel
supplémentaire
(Chen et al., Dimeére du bidomaine 1 ADN viral U5 Non Non
2000a) (DC + DCT)
(Gao et al., 2001) | Tétramére de I’IN 2 ADN viraux U5 Non Oui, sur demande
entiére ADN cible
(Wang et al., Tétramere de I’IN Séquence d’ADN Non Non
2001) enticre différente (ADN
substrat de la
Transposase Tn5)
(Podtelezhnikov Tétramere de I'IN 2 ADN viraux U5 Non Oui, sur demande
et al.,2003) enticre ADN cible
(Adesokan et al., | DC 1 ADN viral U5 2 Mg™ Non
2004)
(De Luca et al., Dimére de I’IN entiére 1 ADN viral U5 2 Mg2+ Oui, dans la
2003;De Luca et PDB, code
al., 2005) IWKN
(Karki et al., Tétramere de I’IN 1 ADN viral US et 1 Mg™" et Non
2004) entiére 1 ADN viral U3 2 Mg**
ADN cible
(Wang et al., Tétramere de I'IN 1 ADN viral U5 1 Mg*" et Non
2005) entiére 2 Mg*”
(Wielens et al., Tétrameére de I’IN 1 ADN viral U5 et 1 1 Mg™* Oui, dans la
2005) entiére ADN viral U3 PDB, code 1ZA9
ADN cible
(Chen et al., Tétramere de I’IN 2 ADN viraux U5 1 Mg™ Bientot dans la
2006) enticre PDB, code 2G3L

* Les sigles DC et DCT signifient Domaine Central et Domaine C-Terminal.
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devrait plutdét étre impliquée dans des interactions séquence-spécifique et donc avec

I’extrémité LTR de I’ADN viral.

Concernant le dimere C-terminal, les résultats de docking montrent une distribution
symétrique des dinucléotides sur les surfaces externes du dimeére (Zhu et al., 2005). La
distribution des atomes de phosphates des dinucléotides, a la surface périphérique des deux
domaines, ressemble quelque peu a 1’organisation des phosphates au sein d’'un ADN double
brin. Le site de liaison de I’ADN ne serait donc pas localisé dans la gouttiére entre les deux
domaines C-terminaux, comme il a été¢ suggéré par d’autres auteurs (Eijkelenboom et al.,
1999). La liaison de I’ADN aurait lieu au niveau des surfaces périphériques du dimere. Un tel
modele de liaison est soutenu par d’autres travaux (De Luca et al., 2003; Dirac and Kjems,
2001). L’orientation suggérée pour I’ADN est compatible avec le modele obtenu par docking
de ’ADN viral sur I'IN entiére construite par modélisation (voir partie sur les modeles
IN/ADN) (De Luca et al., 2003). Les dinucléotides forment des liaisons hydrogenes avec les
résidus du domaine C-terminal : R228, K244, E246, R262, R263, K264, K266, 1267 et R269
(figure 24). La plupart de ces résidus exposent des charges positives a la surface, fournissant
une région de liaison favorable aux dinucléotides chargés négativement. Plusieurs de ces
résidus ont été mis en évidence pour étre impliqués dans la liaison de I’ADN : E246, R262,
R263 et K264 (Lutzke and Plasterk, 1998; Lutzke et al., 1994). 1l a aussi été montré qu’E246
et des résidus de la région 247 a 270 peuvent interagir avec I’ADN viral, comme nous I’avons
vu précédemment (Esposito and Craigie, 1998; Gao et al., 2001). Ainsi, les deux régions

situées a la surface périphérique du dimére seraient des sites de liaison de I’ADN viral.

C - Modéles du complexe IN/ADN

Les seules représentations de 1’interaction IN/ADN actuellement disponibles sont des modéeles
(tableau 8) qui proposent principalement :

- des assemblages des trois domaines de I’IN pour former une protéine entiere

- des arrangements de plusieurs monomeres entre eux pour former un dimére ou un tétramere
- des modes de liaison de I’ADN viral et de I’ADN cible

Les différentes méthodes utilisées pour construire ces modeles se basent généralement sur :

- les structures cristallographiques et RMN des différents fragments de I’'IN

- différentes données biochimiques disponibles (données de pontage, d’empreinte protéique,

d’anisotropie de fluorescence résolue en temps ...).
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Tableau 10- Modé¢le du complexe IN(tétramere)/ADN(viral et cible)

DCT*: 1IHV (1 chaine)
DNT*: 1WJA (1 chaine)
3- Données de pontage,
d’empreinte protéique et
autres données

Modéle IN ADN Construction du complexe IN/ADN
Données utilisées Les étapes de la construction
(Podtele | Tétramere | 2 ADN 1- Données d’anisotropie | 1-Monomere
zhnikov viraux U5 | de fluorescence résolue en | - Arrangement des trois domaines entre eux afin qu’ils
etal., Pas de (13 pb) temps (TFA) de I’'IN et soient en accord avec les données de TFA
2003) Mg®" au clivé ses oligomeres(Deprez e | - Affinement de I’orientation des domaines en fonction
site actif Forme B al.,2000;Leh et al., 2000) | de données de pontage et d’empreinte protéique.
— Monomére compact (Distances DNT-DC=16 A, DC-
ADN 2- Structures de domaines | DCT=20 A) différent de la structure 1EX4 (DC-
cible individuels DCT=42 A) et des modéles construits a partir de cette
(17 pb) DC*: 1BIS (chaine B) structure.

2- Dimére

- Superposition de 2 modéles monomériques avec la
structure cristallographique de DC.

— Dimeére en accord avec les valeurs de TFA (Distance
DC-DC=45 A)

biochimiques 3- Tétrameére

Arrangement de 2 diméres entre eux et placement des
Programmes : substrats de telle sorte que :
HYDROPRO, InsightII - le transfert de brins puisse se faire sans perturber

I’ADN cible — Distance DC-DC ~20-25 A

- la symétrie de la réaction concertée soit respectée —
axe de symétrie d’ordre 2 du tétramére

- le modele soit en accord avec des données de pontage
— Tétramere satisfaisant les valeurs de TFA

Modéle du complexe IN(tétramére)/ADN (viral et cible) (Podtelezhnikov et al., 2003)

Le tétramére est représenté en mode¢le ruban.

Les DC sont colorés en vert clair. Les résidus D64 et D116 sont
montrés en modéle compact et colorés en rouge.

Les DCT sont colorés en vert foncé. Les résidus S230 et R263 qui sont
respectivement en contact direct avec I’ADN cible et I’ADN viral sont
représentés en modele compact.

Les DNT sont colorés en bleu. Les résidus F1, L2 et D3 qui sont en
contact direct avec I’ADN cible, sont représentés en modele compact.
Les fragments d’ADN cible et viraux sont respectivement montrés en
gris et violet.

Les résidus montrés en modéle compact et colorés en jaune sont les
résidus qui ont été décrits comme étant en contact avec I’ADN viral
d’apres des études de pontage.

- Les 2 DC actifs interagissent avec I’ ADN viral et I’ADN cible au niveau des sites d’intégration. Les résidus catalytiques
sont pres des sites d’intégration. D64 et D116 sont proches d’A3 de I’ADN viral. Par contre E152 est en contact direct avec
I’ADN cible.

- 2DCT se lient a I’ADN cible entre les sites d’intégration (contact direct de S230). 1 DCT interagit avec chaque ADN viral
(contact direct R263-T6)

- 2 DNT se lient a I’ADN cible en dehors du segment compris entre les deux sites d’intégration. Les pb 2 et 3 de I’ADN
cible, en aval du site d’intégration, sont preés des résidus (1-12) (contacts directs de F1, L2 et D3). Les DNT n’interagissent
pas avec ’ADN viral.

- L’interface entre les deux dimeéres implique des interactions entre 2 DNT de monomeres inactifs. La plus grande aire de
surface de I’interface tétramérique est formée par des interactions entre les DC. On peut noter que F185 d’un DC actif est
pres de la région (164-168) du DC actif opposé.

Comparaison avec des données expérimentales

Contacts IN-ADN brin clivé (études de Modele Contacts IN-ADN brin non clivé (études de Modele
pontage) (résidus en jaune) pontage) (résidus en jaune)

K159-A3 Oui Q148-A1 ou Q148-C2 Non
E152-A3 Non Y143-Al Non
K136-G5 Non (51-64)-C2 Non
(247-270)-T7 Non (T6) E246-A7 Oui
ADN viral se lie en trans** Oui 5 pb entre les deux sites d’intégration Non

* Les sigles DC, DCT et DNT signifient : Domaine Central, Domaine C-Terminal et Domaine N-Terminal
**]es résidus soulignés ont été décrits comme étant impliqués dans la liaison de I’ADN (études expérimentales).
*#% L ADN viral se lie avec le DC d’un monomere actif et le DCT d’un monomeére inactif.
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Différents types de docking, des simulations de dynamique moléculaire, I’homologie avec la
structure cristallographique Tn5 transposase/transposon ont été également utilisés pour

générer des modeles.

Deux des modeles du tableau 8, un dimére et un tétramére sont présentés ci-dessous
(tableaux 9 et 10). La méthode utilisée pour construire le modele est décrite et une
comparaison avec certains résultats expérimentaux est montrée.

Tableau 9- Modele du complexe IN (dimere)/ADN (viral)

Modéle IN ADN Construction de ’'IN dimérique Complexe IN/ADN
(De Luca | Dimére | ADN DC* : 1QS4 (chaine A et B) avec 1 Mg*" Docking
etal, viral US -région (141-144) construite par homologie avec 1BIS Programme ESCHER
2003;:De | 2Mg* | (27 pb) - Mutations F158K et W13 1E remplacées par résidus modifié pour réaliser
Luca et au site clivé sauvages du docking
al.,2005) | actif Forme B - Ajout d’un second Mg®" dans la méme position relative | protéine/ADN

que le second bication dans I’'IN d’ASV (VSH)

1WKN DCT* : 1IEX4

- Superposition des DC de 1EX4 avec les DC du modéle
- Liaison des DC avec les DCT (résidus 209 et 210)
DNT* : IK6Y

- région (47-55) construite par homologie avec 1WID

- Superposition des DC du dimére AB avec les DC du
modele

Des minimisations d’énergie aux différentes étapes de la
construction

Mod¢le du complexe IN(dimére)/ADN(viral) aprés Docking (De Luca et al., 2003)

Le dimére est représenté en modéle ruban avec les
monomeres A et B colorés en gris et bleu, respectivement.
Les ions Mg sont montrés par des sphéres vertes.

Les résidus D64 et D116 sont colorés en rouge

L’ADN est colorée en violet.

Les résidus impliqués dans les contacts IN-ADN sont
représentés en modele compact et ont la couleur de la sous-
unité a laquelle ils appartiennent.

Les résidus montrés en modele compact et colorés en jaune
sont les résidus qui ont été décrits comme étant en contact
avec I’ADN viral, d’apres des études de pontage.

Résidus impliqués dans des | DC (chaine B) K156, K159, K160, K186, K188 (bleu, modele compact)

contacts directs IN-ADN - "DCT (chaine A) | 5230, R231, W243, K244, R263, K264 (gris. modele compact)
DNT (chaine B) | R20 (bleu, modéle compact)

Interactions hydrophobes F1,L2,W19,A21,M22,A23,F26,P30,M50,M154,1191 (chaine B) W243, P261 (chaine A)

Comparaison avec des données expérimentales

Contacts IN-ADN brin clivé (études de Modele Contacts IN-ADN brin non clivé (études de | Mod¢le
pontage) (résidus en jaune) pontage) (résidus en jaune)

K159-A3 Oui Q148-Al ou Q148-C2 Non Non
E152-A3 Non Y143-Al Non
K136-G5 Non (51-64)-C2 Non
(247-270)-T7 Non E246-A7 Non
ADN viral se lie en trans*** Oui

Dynamique Moléculaire du complexe IN/ADN (De Luca et al., 2005)
Le monomere B présente une transition conformationelle avec un haut degré de flexibilité durant la simulation. Y143,
en particulier, s’oriente complétement vers les résidus du site actif. Un tel changement conformationnel n’est pas
observé dans le monomeére A dont le DC n’est pas en contact avec I’ADN viral.
* Les sigles DC, DCT et DNT signifient : Domaine Central, Domaine C-Terminal et Domaine N-Terminal
** les résidus soulignés ont été décrits comme étant impliqués dans la liaison de I’ADN (études expérimentales).
*** L’ ADN viral se lie avec le DC du monomére actif et le DCT du monomere inactif.
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Les deux modéles sont en accord, seulement avec certains résultats expérimentaux. Il en est
de méme pour tous les autres modeles. Les méthodes utilisées ne permettent pas d’accéder a
des changements de conformation dus a une adaptation de I’IN et de I’ADN. Les fragments
d’ADN sont rigides et de forme B ou A réguli¢re alors que généralement la liaison de la
protéine induit ou accentue des déformations de la double hélice. Ces modeles ne tiennent
donc pas compte de la flexibilit¢ des molécules qui est essentielle & la formation des

complexes protéines/ADN.

III- Modéles du mécanisme d’action de I’intégrase

Le processus d’intégration est unique, lent et relativement peu efficace. In vitro, les réactions
catalysées par I’IN se font avec un temps de demi-vie apparent de 1’ordre de I’heure. II est
donc probable que toute une série d’événements se produise, comme 1’ajustement de ’ADN a

I’IN, avant les événements purement chimiques, catalytiques que nous allons décrire ici.

A - Les trois réactions sont de type SN2 et peuvent se réaliser au méme endroit

Gerton et al. (1999) ont montré que les trois réactions catalysées par IN sont des substitutions
nucléophiles SN2 avec inversion optique du phosphate. D’autre part, ils proposent un modele
macroscopique ou les trois réactions peuvent se réaliser au méme endroit sur la protéine.

Le remplacement du phosphate par un phosphorothioate de forme énantiomére Rp ou Sp
permet de distinguer le role de chacun des deux oxygenes libres du phosphate de la guanosine
2, O1P et O2P, dans les réactions de 3’-processing, de transfert de brins et de désintégration
(Gerton et al., 1999). Les tests in vitro, en présence de Mn®", montrent que I’IN du VIH-1
forme des produits Sp, a partir de substrats Rp, au cours des réactions de 3’-processing et de
transfert de brins et I’inverse, au cours de la réaction de désintégration. Chacune de ces
réactions se produit probablement en une seule étape de transestérification. Par ailleurs, I’'IN
est inactive dans le 3’-processing d’un substrat Sp.

Gerton et al. (1999) ont proposé un modele, en partant des trois suppositions suivantes:

1) L’IN utilise un seul site actif pour catalyser les trois réactions, comme suggéré par les
études structurales et de mutagenese (Bujacz et al., 1996a; Chen et al., 2000a; Drelich et al.,
1992; Dyda et al., 1994; Engelman and Craigie, 1992; Goldgur et al., 1999; Goldgur et al.,
1998; Greenwald et al., 1999; Kulkosky et al., 1992; Leavitt et al., 1993; Maignan et al.,
1998; van Gent et al., 1992; Wang et al., 2001).
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Figure 25- Mod¢le de I’arrangement des substrats dans le site actif de I'IN du VIH-1, au cours des
réactions de 3’-processing (A), de transfert de brins (B) et de désintégration (B) (Gerton et al., 1999).
La paire CA/TG de I’oligonucléotide viral est liée au méme site, au cours des trois réactions. Ce site
est en position apicale dans 1’état de transition (coloré en rouge). L’autre position apicale dans 1’état de
transition (colorée en orange) est occupée par une molécule d’eau au cours de la réaction de 3’-
processing et par le 3°-OH de 1’oligonucléotide cible agissant respectivement comme le nucléophile ou
le groupe partant, au cours des réactions de désintégration et de transfert de brins. Une position
équatoriale dans 1’état de transition est définie par un site qui lie I’oxygeéne non-estérifiée (coloré en
vert) mais qui ne peut pas loger un atome de soufre. Une seconde position équatoriale (colorée en
rose) est définie par un site de liaison qui fournit des interactions favorables avec I’extrémité 3°-GT de
I’oligonucléotide viral durant le 3’-processing et qui peut loger I’atome de soufre du phosphorothioate
durant le transfert de brins et la désintégration. La troisiéme position équatoriale (colorée en bleu) est
définie par un site de liaison qui peut loger la partie de I’oligonucléotide cible s’étendant a partir de
I’extrémité 3° durant le transfert de brins et la désintégration et un atome de soufre durant le 3’-
processing. La stéréoisomérie (Rp ou Sp) des substrats de départ de chaque réaction est notée.
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2) Certaines interactions spécifiques dans le site actif sont les mémes pour les trois réactions.
La paire CA/TG de I’oligonucléotide viral est cruciale dans les trois cas (Bushman and
Craigie, 1991; Chow et al., 1992; Gerton and Brown, 1997; LaFemina et al., 1991; Leavitt et
al., 1992; Sherman et al., 1992; Sherman and Fyfe, 1990; van den Ent et al., 1994). 1l a alors
été supposé que cette paire de dinucléotides est liée au méme site spécifique, au cours de ces
réactions (coloré en rouge dans la figure 25).

3) Dans I’état de transition, I’atome de phosphore adopte une géométrie bipyramidale
trigonale et est 1i¢ a 5 atomes (Dennis and Westheimer, 1966; Knowles, 1980) : le nucléophile
et le groupe partant occupent les positions apicales et les trois autres substituants sont dans
les positions équatoriales. Le 3’-OH de 1’adénosine de 1’oligonucléotide viral (coloré en rouge
dans la figure 25) étant soit le groupe partant soit le groupe attaquant, au cours des réactions
catalytiques, il a été mis en position apicale pour les trois réactions. L’autre groupe partant ou
attaquant de chaque réaction a alors été positionné au site apical opposé (coloré en orange
dans la figure 25). Ce site est donc occupé par une molécule d’eau, au cours de la réaction de
3’-processing et par le 3’-OH de I’oligonucléotide cible agissant respectivement comme le
nucléophile ou le groupe partant, au cours des réactions de désintégration et de transfert de
brins.

Apres le placement des groupes en positions apicales, les occupants des sites équatoriaux ont
¢été positionnés. La stéréospécificité de I’IN pour les trois réactions catalytiques suggere que
dans chacune des réactions, I’IN interagisse avec un seul des atomes d’oxygene non-estérifié
du phosphate. Dans 1’énantiomére Rp, le soufre remplace 1’atome O2P. Gerton et al. (1999)
invoquent alors un argument d’encombrement stérique. Si Rp est un bon substrat, cela signifie
que I’augmentation du rayon d’O2P en S ne gene pas la réaction. Donc I'IN n’interagit pas
avec O2P mais seulement avec O1P (vert dans la figure 25). Une fois les positions apicales
et une des trois positions équatoriales spécifiées, I’arrangement des substituants restants a été
dicté par la stéréospécificité observée dans les trois réactions (figure 25).

De fagon surprenante, le modele implique que le site occupé par le dinucléotide GT de
I’extrémité 3’ de 1’oligonucléotide viral (coloré en rose dans la figure 25), au cours du 3’-
processing, soit différent du site occupé par la partie de I’oligonucléotide cible s’étendant a
partir de ’extrémité 3’ (coloré en bleu dans la figure 25) au cours du transfert de brins ou de
la désintégration. Il est donc possible que le site qui lie le dinucléotide GT 3’°-terminal dans la
réaction de 3’-processing, interagisse favorablement avec un ADN simple brin, dans une
configuration que peut seulement adopter un ADN dont les paires de bases ne sont pas

appariées. Ainsi, si un ADN en double hélice ne peut pas se loger dans ce site mais peut étre
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Produit (uLmol, normalisé)

Tableau 11- pK1
de quelques ions

Ion pK1
Cu™" 8.00
La*" 9.06
Co*" 9.65
Mn?* 10.46
Mg”* 11.40
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Figure 26- La vitesse de réaction en fonction du
pH pour la T5 FlapEndonuclease (triangles Co™,
carrés Mn”", cercles Mg”") (Tock et al., 2003)
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Figure 27- Activités endonucléasiques de I’IN
d’ASV entiére (-2 continu, -3 tirets) et du domaine
central de I'IN d’ASV (-3 points) en présence de
10mM Mn*" en fonction du pH (Lubkowski et al.,
1998a).
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positionné dans un autre site (coloré en bleu dans la figure 25) alors, la partie de
I’oligonucléotide cible s’étendant a partir de ’extrémité 3’ serait contrainte d’occuper cette
position.

Macroscopiquement, la désintégration est I’inverse de la réaction de transfert de brins. De
plus, la spécificité¢ de substrat des deux réactions est homologue (Chow and Brown, 1994;
Ellison et al., 1995; Gerton and Brown, 1997; Vincent et al., 1993). La préférence de I'IN
pour des stéréoisomeres opposés, lors des deux réactions, fournit un argument supplémentaire
pour la relation de réciprocité entre ces deux réactions ainsi que pour un arrangement local
identique de I’ADN viral et de I’ADN cible, dans le site actif.

Il est clair que ce modele ignore les effets non purement stériques dus au remplacement d’un
oxygeéne par un soufre. L’introduction du soufre modifie les charges coulombiennes a
I’intérieur du phosphorothioate. L.’ introduction d’un phosphorothioate Sp dans un ADN a peu
d’effet sur sa stabilité. Par contre, I’énantiomeére Rp est déstabilisant (Jaroszewski et al.,
1992). Or la déstabilisation de I’extrémité de I’ADN a été proposée comme favorisant le 3’-
processing. D’autre part, I’énantiomére Rp ¢élargit le petit sillon de ’ADN en forme B, ce qui
peut favoriser les interactions entre I’ADN et la protéine. Enfin, Gerton et al. (1999) ont
réalisé les réactions en présence de Mn>", un ion mou qui préfére interagir avec le soufre par

ses électrons d.

B - Modéles atomiques

Le véritable agent nucléophile est non pas une molécule d’eau mais I’ion OH™ dans le 3’-
processing et ’extrémité 3” O- de I’adénine dans le transfert de brins.

Une des n molécules d’eau d’hydratation d’un bication M*" peut former un ion hydroxyle et
libérer un proton suivant la réaction :

M* (H,0), < M* (H,0),,0H + H'

Le rapport de la forme hydroxylée sur la forme neutre suit la formule :

log {[ M*" (H,0),.; OH ]/ [M*" (H,0) 4] } =pH - pK1

La concentration de forme hydroxylée augmente avec le pH puis atteint un plateau (elle ne
peut pas dépasser la concentration de bications). On voit sur la figure 26 que la vitesse de
coupure de la liaison phosphoester par la flapendonucléase dépend bien du pH et de la nature
du bication (Tock et al., 2003), comme attendu suivant le tableau 11.

C’est sans doute ce qui se passe aussi pour ’IN d’ASV (figure 27). La chute de ’activité au-

dela de 9 peut s’expliquer par la neutralisation des lysines et donc une baisse de 1’affinité de
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Figure 28- Activité de désintégration de I’IN du
VIH-1 (Gao et al., 2004).

Figure 29- L’¢état de transition du mécanisme de la réaction de 3’-processing dans le
site actif de ’IN du VIH-1 contenant un ion Mg*" (Bernardi F. et al., 2002). Une
molécule d’eau de la couche d’hydratation du Mg** fournit I’hydrogéne pour former
le H3T de Pextrémité 3’-OH du nucléotide partant. Une autre molécule d’eau

n’appartenant pas a la couche d’hydratation, mais polarisée par le résidu D116,
fournit I'OH" attaquant.
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I’ADN pour I’IN d’ASV. Mais le domaine d’activité¢ de I'IN du VIH-1 ne s’étend pas aux pH
basiques (figure 28), ce qui suggére que ce n’est pas la fixation de I’ADN qui est limitante. Il
n’en reste pas moins qu’il existe un décalage d’environ une unité dans le pH optimum, en
présence de Mn”" et Mg”™ (Gao et al J. Virol. ,2004). Ceci montre que le role du bication
consiste probablement a favoriser la coupure d’une molécule d’eau. On remarque qu’en
présence de Mn2+, le maximum d’activité de ’IN d’ASV se situe vers 8.5 (Lubkowski et al.,
1998a) alors que celui de I’IN du VIH avoisine 7 (Gao et al., 2004) et celui de I'IN de
Moloney 6.2 (Jonsson et al., 1993).

L’analyse des séquences des IN d’ASV, du VIH et de Moloney nous suggere que la lysine
K114 chez ASV ou I’HI114 du VIH-1 pourrait aussi jouer un role dans le mécanisme
catalytique en donnant un proton. Ce proton pourrait provenir du solvant dans le cas de I'IN
de Moloney ou le résidu équivalent est une glycine.

Le résidu H114 de I’'IN du VIH-1 doit donc avoir un réle dans la catalyse.

Van Gent et al. (1993) ont montré que la mutation H114S chez I’'IN du VIH-2 ne modifie pas
la fixation de I’ADN mais change la préférence du nucléophile attaquant (eau, glycérol,
extrémité de 1’ ADN viral), en présence de Mn”".

Vink et al. (1994b) remarquent que la préférence du nucléophile chez FIV est différente de ce
qu’elle est chez le VIH-1 ou le VIH-2. Ils attribuent ce fait au remplacement de Q115 chez
FIV par H114 chez les VIH-1 et VIH-2.

Vers les pH acides, la chute de I’activité de I’'IN peut étre due a la faible ionisation de 1’eau
d’hydratation du bication mais aussi a la neutralisation des groupes carboxyliques du motif
DDE. Si on remplace ’aspartate D116 (pK vers 4.4) par une cystéine (pK vers 8.5), la chute
de I’activité vers les pH acides est plus rapide (figure 28). Cela suggére que D116 regoit un

proton.

Dans le mécanisme proposé¢ par Bernardi et al. (2002), une molécule d’eau est polarisée par le
groupement carboxyle de D116 et fournit I’ion OH" attaquant (figure 29). Une autre molécule
d’eau, faisant partie de la couche d’hydratation du bication Mg>" unique, fournit le proton qui
devient ’'H3T de I’extrémité 3’OH de 1’adénine. Des calculs théoriques au niveau B3LYP
montrent que la barriere d’énergie de 70,3 kcal/mol s’abaisse a 33,5 kcal/mol, en présence de

I’enzyme.

Un mécanisme impliquant deux bications a €té proposé pour la réaction exonucléosique 3°-5,

catalysée par le fragment de Klenow de I’ADN polymérase I d’Escherichia Coli (Beese and
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Figure 30- L’état de transition du mécanisme enzymatique a deux ions métalliques divalents de la
réaction exonucléasique 3’-5’ catalysée par le fragment de Klenow de I’ADN polymérase I
d’Escherichia Coli (Beese and Steitz, 1991). L’ion A sert a activer la molécule d’eau fournissant le
groupe OH" attaquant alors que les résidus Y497 et E357 servent a positionner correctement OH™ vers
I’atome de phosphore et la liaison P-O clivée. L’ion B stabilise I’angle de liaison O-P-O a 90° (I’angle
entre I’oxygene apical et I’oxygene équatorial dans 1’état de transition pentacoordonné). Les longueurs
des liaisons P-O sont de 1,9 A pour les oxygénes apicaux et de 1,5 A pour les oxygénes méridiens.
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Steitz, 1991). L’état de transition du mécanisme proposé est montré en figure 30. Un cation
divalent (A) est coordonné a la protéine par les résidus D355, E357 et D501. Le phosphate de
la liaison phosphodiester d’un dinucléotide qui est au centre de la réaction, interagit avec le
cation divalent A, via son atome O1P. Le groupe OH" attaquant le phosphate interagit aussi
avec le cation divalent A. Ainsi ce bication est pentacoordonné. Le groupe OH™ attaquant
forme également des liaisons hydrogenes avec E357 et Y497. Le bication A sert a activer la
molécule d’eau fournissant le groupe OH" attaquant alors que les résidus Y497 et E357
servent a positionner correctement OH™ vers 1’atome de phosphore et la liaison P-O clivée.
Dans la structure sauvage du fragment de Klenow contenant le produit de la réaction, un
second bication (B) interagit avec 1’oxygeéne O1P du phosphate et avec 1’oxygéne O3’ de
I’adénine. Il est également coordonné par D355 et trois molécules d’eau. La structure du
complexe formé par I’oligonucléotide et le fragment de Klenow peut étre déterminée
seulement sur un complexe inactif. Les auteurs ont muté D424 en alanine. Le second cation
divalent (B) est alors absent du cristal mais son absence n’empéche pas la fixation de I’ADN
au fragment de Klenow. Dans le mécanisme de Beese et Steitz, une molécule d’eau est
polarisée par le bication A et forme le groupe OH™ attaquant. La liaison P-O3’ est polarisée
par le second bication B et facilement coupée. L’origine du proton du 3’-OH partant reste
inconnue dans ce mécanisme.

Le mécanisme de Beese et Steitz (1991) est certainement plus efficace que celui de Bernardi
et al. mais cela n’est pas un critére déterminant pour une enzyme a action unique et qui peut
donc étre « lente ». D’autre part, le résidu Y497 du fragment de Klenow interagit avec 1’O2P
du résidu partant. Le résidu Y143 de I'IN du VIH-1 ne joue certainement pas ce role mais
interagit avec 1’adénine de ’extrémité 5° du brin non clivé de I’ADN viral (Esposito and

Craigie, 1998).
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Chapitre IV

Les inhibiteurs de I’intégrase du VIH-1

L’intérét thérapeutique du développement d’inhibiteurs de I’IN est évident depuis de
nombreuses années, méme avant la validation pharmacologique récente de I’'IN (Hazuda et
al., 2004b). En effet, I'IN est essentielle pour la réplication rétrovirale et 1'absence d'une
enzyme équivalente dans les cellules hotes devrait amener a des inhibiteurs qui
n’interféreraient pas avec les processus cellulaires normaux et qui auraient un index
thérapeutique ¢€levé. De plus, de nouveaux médicaments et de nouvelles cibles sont également
nécessaires. Les inhibiteurs de I’IN pourraient devenir des additifs potentiels des HAART ou
bien, une thérapie de secours pour des patients résistants aux médicaments anti-VIH
actuellement disponibles.

Ces dernieres années ayant été marquées par des avancées dans la recherche sur I’'IN du VIH-
1, le nombre de brevets concernant les inhibiteurs d’IN a fortement augmenté. Actuellement,
quatre molécules sont en étude clinique.

L’identification et 1’évaluation d’inhibiteurs de I’IN repose dans un premier temps sur des
tests in vitro (voir chapitre II). Ensuite, il est vérifi¢ que la molécule candidate issue de ces
tests est active ex vivo, c'est-a-dire bloque la propagation du VIH-1 dans les cultures de
cellules. Une fois 1’activité antivirale démontrée, au moins quatre critéres doivent étre trouvés
pour conclure que I’IN est bien la cible cellulaire de cette molécule.

1) Des expériences au cours desquelles la molécule candidate est ajoutée a différents temps
aprés I’infection au VIH-1, doivent prouver 1’efficacité de I’inhibiteur a un temps qui soit
compatible avec la phase d’intégration (entre 4 et 16 heures apres I’infection) (Pauwels et al.,

1990).
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2) Les cellules infectées, traitées avec I’inhibiteur, doivent montrer une accumulation de
cercles 2 2 LTR et une diminution de I’intégration du VIH-1, dans les chromosomes hotes.
Les cercles a 2 LTR résultent de I'accumulation d’ADN viral et de sa circularisation par des
enzymes cellulaires.

3) Des mutations de I’IN doivent étre trouvées dans les virus résistants a I’inhibiteur.

4) L’inhibiteur doit étre inactif (ou beaucoup moins actif) dans des tests biochimiques contre
les IN recombinantes comportant des mutations identifiées dans les virus résistants a cette
molécule.

Ces dix derniéres années, un grand nombre d’inhibiteurs de I’IN ont été décrits tels que des
peptides, des dinucléotides, des oligonucléotides, des molécules naturelles et synthétiques
appartenant a diverses classes structurales... Il s’agit ici de présenter quelques uns de ces
composés afin d’avoir une vision générale mais non exhaustive de la recherche sur les
inhibiteurs de I’IN. Nous insistons sur les progres récents concernant la compréhension de la
formation du complexe a I’'IN et du mécanisme d’action. Les valeurs d’ICsy (concentration de
drogue nécessaire pour obtenir 50% d’inhibition), mentionnées dans cette partie, doivent étre

interprétées avec prudence car leur détermination dépend des conditions expérimentales.

I- Peptides

Le premier inhibiteur peptidique de I’IN identifi¢ est un hexamére (HCKFWW) (Puras
Lutzke et al., 1995). Il agit sur I’'IN avec une 1Csy d’environ 2 uM. La dimérisation de ce
peptide, via un lien thioether, diminue d’au moins dix fois I’ICso. Plus récemment, en utilisant
I’IN comme amorce et une bibliothéque génomique de levure comme source d’inhibiteurs, un
peptide de 33-mer nommé I33 a été isolé (de Soultrait et al., 2002). Un dodécapeptide
(YQLLIRMIYKNI) nommé EBR2S, correspondant a la région N-terminale d'I33, inhibe le
3’-processing avec une ICsyp de 5 uM. Ce peptide adopte une conformation en hélice a avec
des propriétés amphipathiques. Il interagit avec le domaine central de I’IN mais le mode de
liaison n’est pas connu.

Une autre approche a consisté a synthétiser des peptides reproduisant la séquence en acides
aminés de deux hélices o du domaine central de I'IN du VIH-1 : I’hélice al (INH1, résidus
93 4 107) et I’hélice a5 (INHS, résidus 167 a 187) (Maroun et al., 2001). Les hélices al et a5
forment I’interface dimérique entre deux sous-unités de domaines centraux. INHS5 est le plus
actif de ces deux peptides avec une valeur d'ICsy de I'ordre de 0,085 uM pour le 3’-

processing et de 0,06 pM pour le transfert de brins, en présence de Mg”". 1l interagit avec
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Figure 31- Exemples de deux dinucléotides, naturel (2 gauche) et synthétique (a droite), inhibiteurs de

I’IN du VIH-1.

Tableau 12- Quelques inhibiteurs dinucléotidiques (naturels et synthétiques) de I’IN du VIH

ICs (M) ICs5 (M) Référence
3’-processing| Transfert de brins
pdApdC 6 3 (Mazumder et al., 1997b)
pdApdT 7 7 (Mazumder et al., 1997b)
pdCpdT 8 6 (Mazumder et al., 1997b)
pdCplsodU 7 6 (Taktakishvili ef al., 2001)
plsodApdC 19 25 (Taktakishvili ef al., 2000; Taktakishvili et al., 2001)
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Figure 32- Repliement du G-quartet : AR177 (Zintevir)
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I’hélice al du domaine central de I’IN entiere et induit la dissociation d’oligomeéres d’IN. En
utilisant la méme approche, un autre peptide interfacial dérivé de 1’hélice a6 a été trouvé actif
contre la réaction de 3’-processing, catalysée par I’IN mutante (F185K/C280S), en présence

de Mn*" (Zhao et al., 2003).

II- Dinucléotides

Des dinucléotides naturels et synthétiques ont été étudiés comme inhibiteurs potentiels de I’'IN
(Mazumder et al., 1997b; Taktakishvili et al., 2000; Taktakishvili et al., 2001). Quelques
dinucléotides naturels comme pdApdC (figure 31) et synthétiques tel pdCplsodU (figure 31),
présentant un effet inhibiteur contre I’IN in vitro, sont mentionnés dans le tableau 12. Alors
que les dinucléotides naturels sont instables, vis-a-vis des nucléases, les dinucléotides non-
naturels sont totalement résistants au clivage par les exonucléases 5° et 3°. Les valeurs
obtenues pour I’inhibition de la liaison de I’ADN et pour ’inhibition de I’activité catalytique
de I’IN sont de la méme ampleur, ce qui suggere que ces composés se lient au domaine
central de I'IN et agissent de maniére compétitive. D’autre part, il a été montré que

I’inhibition de I’IN par les dinucléotides est métal-indépendant.

III- Oligonucléotides

Des oligonucléotides formant des quartets de guanosines (G-quartets) sont des inhibiteurs
efficaces de I'IN du VIH-1 et de puissants antiviraux (tableau 13)., Le G-quartet, AR177,
(Zintevir) (figure 32) intéragit avec gp120 et inhibe I’attachement viral in vivo (Cherepanov
et al., 1997). Ce G-quartet est actuellement en phase I d’essai clinique. Le G-quartet T40214
entre dans les noyaux des cellules 3T3, CEMSS, MT4 et diminue la réplication du VIH-1
(tableau 13). Ceci suggere que I’IN pourrait étre ciblée intracellulairement par les G-quartets
(Jing et al., 2002). Cependant, I’inhibition de I’'IN dans les cellules n’a pas encore été
démontrée.

Des aptameres, 93del et 112del, dérivés d’inhibiteurs de la RNase H, sont également capables
d’inhiber I’IN in vitro avec des valeurs d’ICsy inférieures au micromolaire (tableau 13) (de
Soultrait et al., 2002). Ces aptameres ont des séquences riches en guanine, leur permettant de
former des G-quartets stabilisés par la présence d’ions potassium. La présence de ces ions

améliore considérablement leur efficacité inhibitrice. Les deux aptameres sont de puissants
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Tableau 13- Quelques inhibiteurs oligonucléotidiques de I’'IN du VIH-1

Nom Séquence ICsy EC; Référence
(M) (nM)
AR177 (Zintevir) 5'-G*TGGTGGGTGGGTGGG*T-3"' 0,079 3'-P 0,075 (Mazumder et
(* phosphorothioate) 0,049 TB al., 1996a)
T40214 5'-GGGCGGGCGGGCGGGC-3! 0,04 TB 0,92 (Jing et al.,
2000)
93del 5'-GGGGTGGGAGGAGGGT-3"' 0,121 3'-P 0,02 (de Soultrait et
0,166 TB al., 2002)
112del 5'-CGGGTGGGTGGGTGGT-3"' 0,160 3'-P 0,02 (de Soultrait et
0,108 TB al., 2002)
Oligonucléotide 5-AGAGATTTTCC-3' Non ND (Brodin et al.,
non-modifié inhibiteur 2001)
Oligonucléotide 5'-AGAGATTTTC*C*-3"' 0,3 3’-P ND (Brodin et al.,
contenant 0,3 TB 2001)
6-oxycytosine (*)

Les sigles 3’-P, TB et ND signifient respectivement 3’-processing, transfert de brins et non disponible.

ICsp et ECs ont été déterminées par des tests utilisant une IN purifiée et des oligonucléotides ou des tests basés sur des
cultures cellulaires et mesurant 1’inhibition de I’IN ou de la réplication du VIH-1, respectivement.

L’ECs est la concentration de la drogue entrainant 50% de son effet maximum ex vivo.
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Figure 33- Structure chimique de dicéto-acides et de leurs dérivés.
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antiviraux dans les cellules P4 humaines (tableau 13) et ils sont dénués de cytotoxicité. Ces
oligonucléotides n’inhibent pas la fusion cellulaire, ce qui donne a penser que I'IN est la
premicre cible de ces inhibiteurs..

Des oligonucléotides contenant des 6-oxocytosines inhibent également I’IN avec des valeurs
d’ICsg inférieures au micromolaire (Brodin et al., 2001). Le meilleur inhibiteur décrit posséde
une séquence identique a celle commencgant a la septieme base, a partir de ’extrémité 5° du
brin non-clivé du LTR U5 de ’ADN viral mais dans laquelle deux cytosines sont substituées
par des 6-oxocytosines (tableau 13). L’oligonucléotide non-modifi¢ n’a pas d’activité
inhibitrice sur I’'IN (tableau 13) bien qu’il ait pour I’enzyme une affinité similaire a celle de
I’oligonucléotide modifi¢ (Brodin et al., 2002). L’ inhibition est dépendante de la séquence, de
la présence de 6-oxocytosine et de la position de la 6-oxocytosine a la fin de 1’oligonucléotide
(Brodin et al., 2002; Brodin et al., 2001). Elle résulte d’un mécanisme non-compétitif dans

lequel I’oligonucléotide perturbe le complexe IN/ADN (Brodin et al., 2002).

IV- Dicéto-acides et leurs dérivés

Les dicéto-acides (DKA) et leurs dérivés, composés synthétiques découverts par la société
Shionogi et par les laboratoires de recherche Merck, sont des inhibiteurs sélectifs du transfert
de brins. Les premiers DKA de Merck ont été identifiés via un criblage aléatoire d’une
bibliothéque de 250000 composés (Hazuda et al., 2000). Au cours de cette recherche, L-
731,988 et L-708,906 (figure 33) ont été¢ identifiées comme les deux molécules les plus
actives dans les tests de transfert de brins. La concentration de L-731,988 nécessaire pour
inhiber le 3’-processing est environ 70 fois plus élevée que celle requise pour inhiber le
transfert de brins (6 uM contre 0,08 uM respectivement). L-731,988 et L-708,906 inhibent la
réplication du VIH-1 avec des ICsy dans la gamme du micromolaire. De plus, ces composés
ciblent sélectivement I’IN dans les cellules infectées par le VIH. Le groupe Merck a ensuite
découvert d’autres composés tels que des dérivés 8-hydroxy-(1,6)-naphthyridine-7-
carboxamides. Ces composés peuvent étre considérés comme des dérivés de type DKA vu
qu’ils contiennent le motif structural B-hydroxyl-cétone et en raison de leur mode d’inhibition
de I’IN ; ce sont également des inhibiteurs sélectifs du transfert de brins (Hazuda et al., 2004a;
Hazuda et al., 2004b; Zhuang et al., 2003). Les études cliniques ont débuté pour une de ces
molécules L-870,810 (figure 33) mais elles ont été arrétées aprés qu’une toxicité inacceptable

des cellules des reins et du foie ait été trouvée chez le chien. Par contre, un autre de ces
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Figure 34- Structure cristallographique de la liaison du SCITEP au domaine central de I'IN
du VIH-1 (code PDB : 1QS4) (Goldgur et al., 1999). SCITEP est coloré en noir. La partie du
domaine central de I’IN représentée est en modele ruban et colorée en gris clair. Les résidus
de la triade catalytique DDE sont colorés en rouge et ceux impliqués dans des liaisons
hydrogéne avec le ligand DKA sont colorés en jaune. L’ion Mg®" est représenté par une
sphere verte.
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composés L-870,812 (figure 33) est en test pré-clinique. L'activité antivirale de L-870,812
pour supprimer la virémie aussi bien que les infections chroniques des macaques, rhésus
infectés par SIV, a été¢ démontrée (Hazuda et al., 2004b).

Alors que Merck publiait ses premiers inhibiteurs DKA, la structure cristallographique d’un
inhibiteur dicéto découvert par Shionogi, le SCITEP (figure 33), complexé avec le domaine
central de I’'IN du VIH-1, a été résolue (code PDB : 1QS4) (Goldgur et al., 1999). 1l s’agit de
la seule structure cristallographique du domaine central de I’'IN du VIH-1, liée a un inhibiteur
localisé au site actif, actuellement disponible. Le SCITEP appartient a la famille des DKA
puisque l'on peut considérer le tétrazole comme un isostére du groupe acide carboxylique
(Marchand et al., 2002). Il est environ 40 fois moins sélectif pour le transfert de brins que des
DKA de Merck tel L-708,906. Son effet sur le transfert de brins est plus faible en présence de
Mg*" que de Mn®" et il ne présente pas d’activité antivirale. Malgré cela, la résolution de la
structure du complexe qu’il forme avec le domaine central de I’IN a apporté des informations
importantes pour la conception de nouvelles drogues. Dans l'unité asymétrique
cristallographique, trois monomeres du domaine central ont été observés ; deux d’entre eux
forment un dimére. Chaque molécule de SCITEP se lie au centre du site actif de chaque
monomeére de I’IN. Cependant, la position de l'inhibiteur n‘a pu étre tracée sans ambiguité que
dans un seul cas. L'inhibiteur est placé entre les résidus du site actif D64, D116 et E152 ; il est
li¢ a la surface par des liaisons hydrogénes entre le tétrazole et des acides aminés voisins :
T66, N155. K156 et K159 (figure 34). Parmi ces acides aminés, K156 et K159 sont connus
pour étre impliqués dans la liaison de I’ADN viral (Jenkins et al., 1997). L'atome N1 de
l'indole est impliqué dans une liaison hydrogéne avec Q148 ; ce dernier a été identifié comme
liant I’adénine 5° du brin non clivé de I’ADN viral (Esposito and Craigie, 1998). SCITEP est
¢galement stabilisé dans le site actif par une liaison hydrogéne avec un des résidus de la triade
catalytique, E152. L’ion Mg”" reste li¢ 4 D64 et D116, en présence de I'inhibiteur. Le site actif
auquel l'inhibiteur tracé se lie, se trouve preés de 1’axe cristallographique d’ordre 2 et il
interagit avec une autre molécule SCITEP, a travers cet axe. Il est possible que cela puisse
affecter le mode de liaison au site actif observé. Des ¢tudes de docking soutiennent la liaison
a deux sites reliés par un axe d’ordre 2 mais la liaison au domaine isolé prédite est différente
de celle observée en cristallographie (Sotriffer et al., 2000). Dans une simulation de
dynamique moléculaire, une molécule d’eau a été identifiée comme formant un pont potentiel

entre le SCITEP et les résidus D64 et N155 (Ni et al., 2001).
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Figure 35- Le mécanisme d’action proposé pour les dicéto-acides et leurs dérivés (Pommier et
al., 2005). Les DKA inhibent sélectivement le transfert de brins en se liant a I’interface de
complexes IN/ADN. A- Les deux sites de liaisons proposés au niveau de I’IN : le site donneur
pour I’ADN viral (cercle bleu) et le site accepteur pour I’ADN cible (cercle rose). B- Montre
I’événement qui suit le 3’-processing : le complexe IN/ADN subit un changement structural qui
rend le site accepteur (rectangle rose) capable de lier ’ADN cible. C- Dans des conditions
normales, la liaison de ’ADN cible au site accepteur conduit au transfert de brins. D- L’inhibiteur
DKA (rectangle noir) peut seulement se lier au site accepteur apres le 3’-processing. E- Montre le
détail de la liaison hypothétique des DKA (ici, MA-DKA) a [Dinterface du complexe
IN/ADN/métal. L extrémité 3’ clivée de I’ADN viral (en bleue) est liée a I’IN (les trois résidus
catalytiques sont montrés en rouge). Il a été proposé que les DKA chélatent deux ions métalliques
divalents dans le site actif de I’IN et stabilisent le complexe IN/ADN apres le 3’-processing.
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Un autre composé de type DKA, développé par la société Shionogi, S-1360 (figure 33), a
atteint la phase II des tests cliniques mais son développement a été interrompu en 2003 pour
des problémes de biodisponibilité.

Les DKA sont les premiers inhibiteurs de I’IN a fournir la preuve que l'inhibition sélective du
transfert de brins peut efficacement diminuer I’infection au VIH-1 (Hazuda et al., 2000;
Hazuda et al., 2004b). Malgré leur sélectivité pour le transfert de brins, les DKA présentent
¢galement une activité inhibitice du 3’-processing mais seulement a des concentrations
beaucoup plus élevées (Hazuda et al., 2000; Marchand et al., 2003). Certains peuvent tout de
méme inhiber le 3’-processing a des concentrations plus faibles que d’autres comme le
SCITEP ou des DKA bifonctionnels de Merck tel DKA2 (figure 33). Cependant, I’inhibition
du 3’-processing par les DKA n’a pas été observée dans les cellules traitées.

Un cofacteur métallique divalent est nécessaire pour la liaison des DKA a I’IN (Grobler et al.,
2002) et I’inhibition de I’'IN est métal-dépendant (Grobler et al., 2002; Marchand et al., 2003).
Les fonctions dicéto ou B-hydroxyl-cétone sont connues pour étre des chélateurs d’ions
métalliques divalents. L’inhibition métal-dépendant des DKA a alors ¢été interprétée comme
indiquant une interaction directe de ces molécules avec 1I’ion métallique divalent dans le site
actif de I’enzyme (Grobler et al., 2002; Marchand et al., 2003).

Un mode de liaison des DKA au domaine central de I’'IN a été proposé (figure 35) (Marchand
et al., 2002). Dans ce modele, les deux sites catalytiques sont organisés autour de la triade
catalytique DDE et le ou les ion(s) métallique(s) divalent(s). Le site donneur lie I’extrémité de
I’ADN viral et catalyse le 3’-processing. Il en résulte un changement structural de I’IN qui
permet la liaison de I’ADN cible dans le site accepteur puis le transfert de brins (Espeseth et
al., 2000; Marchand et al., 2002). Il est suggéré que les DKA se lient sélectivement a une
conformation unique du site accepteur, apres la liaison de I’ADN viral et le 3° procesing. Le
changement requis dans la conformation du site accepteur pour loger le ligand DKA devrait
étre produit par la liaison de I’ADN viral et le 3’-processing. Selon ce schéma, la coordination
métallique serait cruciale pour la liaison des DKA au site accepteur. Bien que le nombre
d’ions divalents requis pour I’activité de I’IN reste controversé, un modele (figure 35-E) avec
deux ions métalliques coordonnés aux résidus de la triade catalytique DDE, a été proposé
(Grobler et al., 2002). Ce modele est soutenu par des tests de proximité de scintillation
(Espeseth et al., 2000; Grobler et al., 2002).

Les mutants d'IN sélectionnés par les DKA présentent des mutations dans le domaine central
et une seule dans le domaine C-terminal (Billich, 2003; Fikkert et al., 2003; Hazuda et al.,

2004a; Hazuda et al., 2000). Les acides aminés du domaine central qui conferent la résistance,
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sont regroupés autour du site actif défini par la triade catalytique DDE. Ce groupe d’acides
aminés chevauche le groupe de résidus identifiés pour étre impliqués dans la liaison d’ADN.
Le résidu Q148, commun aux deux groupes, semble étre impliqué dans le positionnement
correct de I’ADN viral, avant le transfert de brins (Johnson et al., 2006a). Le regroupement
des résidus de I'IN impliqués dans la résistance aux DKA et dans les contacts avec I’ADN
autour de la triade catalytique qui coordonne le ou les ion(s) métalliques, met en évidence la
probabilit¢ que les DKA se lient a l'interface du complexe ternaire ADN(viral)/IN/métal. La
liaison des DKA aurait lieu spécifiquement a 1'étape du processus catalytique de I’'IN qui
précede immédiatement le passage du 3’-processing au transfert de brins (figure 35, étape
B). Une telle liaison stabiliserait I’intermédiaire du 3’-processing et empécherait le transfert
de brins.

Il est également proposé que les DKA bifonctionnels et le SCITEP se lient aussi au site
donneur (figure 35) comme ils sont moins sélectifs du transfert de brins (Marchand et al.,
2002). Mais cette liaison se ferait avec une affinité plus faible que celle pour le site accepteur

comme ce sont de meilleurs inhibiteurs du transfert de brins que du 3’-processing.

V- Polyphénols

De nombreux inhibiteurs sont regroupés dans cette classe. Ils sont formés de groupes
catéchols et/ou phénols et sont naturels ou synthétiques. Un grand nombre d’aromatiques
polyhydroxylés sont fortement cytotoxiques mais certains d'entre eux sont habituellement
consommés et exempts de toxicité. A partir de considérations structurales, on peut facilement
déduire que les catéchols peuvent agir comme des chélateurs métalliques, étre engagés dans
des réactions redox ou s’intercaler dans I'ADN (quand le nombre de noyaux aromatiques est

assez grand).

A- Des polyphénols naturels

A-1- Les Flavonoides

Une des premicres familles polyphénoliques naturelles a avoir été étudiée est celle des
flavonoides (Fesen et al., 1994). La quercétagétine (figure 36) inhibe efficacement I’IN in
vitro (ICsp = 0.8 uM pour 3’-processing, ICso=0.1 uM pour le transfert de brins et ICsp = 0.8

UM pour la désintégration). La quasi planéité, I’aromaticité et la polarit¢ des flavonoides
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Figure 37- Mode de liaison de la thalassioline A au domaine central de I’IN du VIH-I1,
déterminé par docking (Rowley et al., 2002). L’inhibiteur est montré en jaune. Les résidus
catalytiques (D64, D116 et E152) sont colorés en vert alors que les autres acides aminés sont
colorés par le code de couleur du type d’atome. L’ion Mg”" est représenté par une sphére
colorée en violet. A I’exception des deux résidus enfouis, [151 et N155, le nom de tous les
autres acides aminés est mentionné.
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peuvent permettre a ces composés de se lier a 'ADN par empilement avec une adénine ou une
guanine. L'empilement avec des bases de I’ADN au niveau du site actif pourrait jouer un role
dans le mécanisme inhibiteur de ces composés. Les flavonoides sont également connus pour
étre impliqués dans les réactions redox et dans la chélation d’ions métalliques divalents (Rice-
Evans and Packer, 1998). Un role chélateur a été suggéré par le fait que I'inhibition de I’IN est
plus efficace en présence de Mn*" que de Mg”". Néanmoins, aucune corrélation claire n’a été
¢établie entre la présence des groupes hydroxyles et I’inhibition de I’IN.

Plus récemment, il a été trouvé qu’une lutéonine substituée par un B-D-glucose sulfaté, a la
position 7 et appelée la thalassioline A (figure 36), présentait une valeur d’ICsy de 2.1 uM
pour le 3’-processing et de 0.4 uM pour le transfert de brins (Rowley et al., 2002). Cette
molécule a une activité antivirale avec une ICso de 27 pM et n’est relativement pas toxique.
Des ¢études de docking montrent une interaction favorable de la thalassioline A au domaine
central de I’'IN du VIH-1 (Rowley et al., 2002) (figure 37). L oxygene 6’ est coordonné a
I’ion Mg®". Le sulfate interagit avec K156 et K159. Le cycle benzopyranone se trouve prés
d'E152 et de Q148 tandis que le cycle catéchol s'étend dans I'espace situé entre Q148 et D116
et présente des interactions supplémentaires avec N117 et F139. Ces études de modélisation
moléculaire ont été réalisées a partir de la structure cristallographique du domaine central de
’IN du VIH-1 complexé avec I’inhibiteur SCITEP et contenant un ion Mg”" (code PDB :
1QS4) (Goldgur et al., 1999). Le mode de liaison de la thalassioline A, montré par les études
de docking, recouvre la localisation du SCITEP, déterminée expérimentalement. Le glucose
sulfaté de la thalassioline A occupe la méme position de liaison que le cycle tétrazol du
SCITEP et la position du cycle benzopyranose montre des similarités avec le céto-énol et la

partie chloroindole du SCITEP.

A-2- Les esters d’acide caféique

Le premier dérivé d’acide caféique identifié comme inhibiteur de I’IN in vitro est 1’ester
phényléthylique d’acide caféique (CAPE), un produit naturel fabriqué par les abeilles (Fesen
et al., 1993). CAPE est dix fois plus puissant en tant qu’inhibiteur du transfert de brins qu’en
tant qu’inhibiteur du 3’-processing (tableau 14). La préincubation de CAPE avec I’IN (avant
I’ajout des substrats) augmente énormément l'inhibition du 3’-processing mais faiblement
lI'inhibition du transfert de brins. L’inhibition de la désintégration par CAPE est métal-

dépendante (ICso = 65 uM (Mn") et 155 uM (Mg2+)) (Fesen et al., 1994).
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Tableau 14- Quelques esters d’acide caféique naturels et leurs activités d’inhibition contre I’IN.

Nom Structure I1Cs, Réf.
chimique M)
CAPE o 220 3’-P (Fesen et al.,
(Ester Phényléthylique d’Acide | 4 /\/@ 19 TB 1993)
Caféique) = 0
HO
Acide Rosmarinique s OH 9 3’-p (Mazumder et
/k/@i 4 TB al., 1997a)
= = 0 OH
HO
1-MO-3,5-DCQA HiCO, 045 3’-P (Robinson, Jr.
(I"acide 1-methoxyoxalyl- ot 043 TB etal., 1996b)
3,5—dicafé0quuinique) Q, coH
[0} : [0}
“()]@/\A“\w (,k/\@““
l_:)H
HO OH
3,5-DCQA o oo 0,64 3’-P (Robinson, Jr.
(I’acide 3,5-dicaféoylquinique) % 0,66 TB et al., 1996b)
(8] (0]
“()Ij/\)t”\“é\ ()J\/ﬁ(m
(:)H
HO OH
Acide Lithospermique OH 0.84 3’-P | (Abd-Elazem
HO. ; 048 TB et al., 2002)
OH
OH
Acide Lithospermique B HO  OH 0,48 3°-P (Abd-Elazem
(dimére de I’acide o0 oo OH 0,37 TB etal.,2002)
rosmarinique) )\/@
% 0 OH OH
( 0 OH
HO

Les sigles 3’-P et TB signifient respectivement 3’-processing et transfert de brins.
IC5 déterminées par des tests in vitro, en présence de Mn?".

Tableau 15- L’inhibition de I’IN et de la réplication virale par 1I’Acide L-chicorique

(L-CA)
Structure ICsy (uM) | EDs CT; Réf.
chimique (uM) (uM)
HOCC, COOH 0, 15 3’-P 4.2 264 (Robinson, Jr.
0,13 TB et al., 1996b)

"/
o_ 0 0, (8}

OH

OH OH

(Reinke et al.,

2002)

Les sigles 3’-P et TB signifient respectivement 3’-processing et transfert de brins.
CTs; (la dose cytotoxique de 5%) est la concentration de composé qui inhibe la croissance cellulaire
de 5% ou moins sur une période de 72h. EDs, (la dose effective de 50%) est la concentration de
composé qui inhibe la réplication du VIH de 50%. ICs, (la concentration inhibitrice de 50%) est la
concentration en composé qui inhibe 50% de la réaction catalysée par I’IN
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Plus tard, d’autres dérivés naturels de 1’acide caféique, non sélectifs du transfert de brins et
inhibant plus efficacement I’IN, ont été identifiés comme par exemple : I’acide rosmarinique,
trouvé dans les especes du Boraginaceae (Mazumder et al., 1997a), 1-MO-3,5-DCQA et 3,5-
DCQA obtenues a partir de plantes médicinales (Robinson et al., 1996b) (tableau 14). Ces
composés ont une activité antivirale a des concentrations non toxiques. Ils inhibent la réaction
de désintégration, catalysée uniquement par le domaine central de I’'IN. On en conclut que ces
inhibiteurs doivent interagir avec ce domaine. De plus, des études de modélisation
moléculaire montrent un mode de liaison de ces composés favorable au domaine central, au
niveau d’une fissure a haut potentiel négatif, formée en partie par les résidus H67, E92, D116,
N117, Q148, K159 et D64 (Robinson et al., 1996a). La différence d’énergie libre interne des
complexes IN/ligand est corrélée avec la capacité de ces composés a inhiber ’'IN in vitro.
Cependant, il faut noter que les études de modélisation moléculaire ont été réalisées a partir
de la structure du domaine central de I’'IN cristallisée, en utilisant le cacodylate comme
tampon et dont le site actif ne lie pas un ion métallique divalent (code PDB : 1ITG) (Dyda et
al., 1994). L’acide lithospermique B (un dimeére de I’acide rosmarinique) et 1’acide
lithospermique, isolés a partir d’extraits solubles dans I'eau d’une variété chinoise de sauge
(Salvia miltiorrhiza), sont également actifs sur le 3’-processing et le transfert de brins avec
des valeurs d’ICsy inférieures au micromolaire (tableau 14). De plus, ces molécules sont
actives sur I’infection au VIH-1 de cellules H9 (ICsp = 6,9 uM et 2 uM) et elles ne présentent
pas de cytotoxicité (Abd-Elazem et al., 2002).

B- Des polyphénols synthétiques

B-1-Les dérivés dicaféovyliques

Parmi les dérivés dicaféoyliques synthétiques, l'acide L-chicorique (L-CA) (Robinson et al.,
1996b) (tableau 15) est un composé tres actif contre I’'IN in vitro. 1l inhibe également la
croissance de cellules MT-2. Lorsque ce composé a été testé sur d’autres cibles virales
potentielles, il a pu étre démontré qu’il s’agit d’un inhibiteur sélectif de ’IN (McDougall et
al., 1998). De plus, il a été prouvé qu’il agit sur le domaine central de I'IN (Robinson et al.,
1996a). L’inhibition de I’IN a été aussi démontrée par la sélection d'un variant du VIH L-CA-
résistant, suivi de l'isolement d'un virus mutant (G140S) (Reinke et al., 2002). Cependant, en

culture cellulaire, L-CA doit son activité anti-VIH a une interaction avec gp120 (Pluymers et
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al., 2000). Par des passages répétés du virus en présence de L-CA, des mutations ont ¢été
trouvées dans les boucles V2, V3 et V4 de gp120 tandis qu'aucune mutation n'a été détectée
dans I'IN. Cette derniere qui posséde la mutation G140S semble étre aussi sensible a l'effet de
L-CA que I’IN sauvage. De plus, les expériences au cours desquelles I’inhibiteur est ajouté a
différents temps apres I’infection au VIH-1, corroborent une interaction de L-CA a I’étape
d’absorption du virus. Par la suite, il a été rapporté que L-CA inhibe ’intégration a des
concentrations de 500 nM a 10 uM et I’entrée du virus a des concentrations voisines de 1 uM.
De plus, L-CA n’est pas un inhibiteur compétitif mais un inhibiteur réversible de I’'IN in vitro
et in vivo (Reinke et al., 2004). Ceci suggere que L-CA interagit probablement avec des
acides aminés de I’IN autres que ceux qui lient le substrat ADN. Néanmoins, quelle que soit
la controverse sur le mode d’action antiviral de L-CA, cela ne compromet pas nécessairement

son développement en tant que médicament anti-VIH.

B-2-Les salicylhydrazides et mercaptosalicylhydrazides

En utilisant une base de données tridimensionelle de 152 composés dont 1’activité inhibitrice
sur I’IN était connue, Hong et al. ont propos¢ plusieurs modeles de pharmacophores (Hong et
al., 1997) qui ont conduit a une nouvelle classe d'inhibiteurs, les hydrazides (Neamati et al.,
1998; Neamati et al., 2002; Zhao et al., 1997). Ces composé€s présentent deux particularités :
1) Ce sont de vrais inhibiteurs compétitifs avec des ICsy dans la gamme des 10 uM. Ils
inhibent les deux étapes, qu’ils soient ajoutés au complexe ternaire IN/cation/ADN ou que
I’ADN soit ajouté au complexe qu’ils forment avec I’IN et le cation. 2) Le salicylhydrazide
inhibe I'IN en présence de Mn®" mais pas en présence de Mg>". Par contre, les dérivés
mercaptosalicylhydrazides inhibent I’IN aussi bien en présence de Mn”" que de Mg”". Les
calculs ab initio au niveau B3LYP montrent que Mg®" forme avec le salicylhydrazide et son
dérivé mercaptosalicylhydrazide des complexes de conformation différente. Lors d’une étude
de docking du N,N-bis hydrazide (2-mercaptobenzoyl) (figure 38) sur le domaine central de
I’IN du VIH-1, aucune liaison hydrogene entre I’inhibiteur et I’enzyme n’a été observée.
Cependant, durant une simulation de dynamique moléculaire, la distance la plus faible (4.86
A) observée entre le soufre de C65 et un des atomes de soufre de I’inhibiteur suggére que la
formation d’un pont disulfure est possible. Une fois la formation du pont disulfure avec C65
permise, 1’inhibiteur s’est parfaitement positionné dans le site actif de I’'IN en chélatant I’ion

Mg2+.
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Tableau 16- Les dérivés des styrylquinoléines
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B-3- Les dérivés des styrylquinoléines (SQ)

La présence d’ions métalliques divalents est essentielle a I'activité endonucléolytique de 1'IN
du VIH. Il y a quelques années, 1’équipe de J. d’Angelo (CEP, Chatenay-Malabry) a congu et
synthétisé des dérivés des styrylquinoléines (SQ). Ces molécules ont été créées pour
complexer Mg*" dans le site actif de I'IN. Ces SQ ont été testées par I’équipe de J-F.
Mouscadet (LBPA, ENS-Cachan). Plusieurs SQ sont des inhibiteurs de I’IN in vitro avec des
valeurs d’ICsy dans la gamme du micromolaire ou méme inférieures au micromolaire pour les
réactions de 3’-processing, de transfert de brins et de désintégration (Mekouar et al., 1998;
Polanski et al., 2002; Zoubhiri et al., 2000). Ces SQ bloquent également la réplication du VIH-
1 ex vivo avec des ICsy de I’ordre du micromolaire et sont dénuées de cytotoxicité.

Ces molécules sont des 8-hydroxyquinoléines reliées a un résidu aromatique hydroxylé par un
espaceur oléfinique dont la structure générale est montrée dans le tableau 16. La SQ présente
dans ce tableau (1iére ligne, colonne de droite) constitue la structure de base "minimale"
nécessaire a l'activité biologique. La présence d'une fonction acide en C7 renforce de manicre
sensible l'activité de la molécule in vitro et en culture cellulaire; elle abaisse
considérablement la cytotoxicité. C'est ainsi que la SQ, KHD161 (tableau 16), posséde une
activité inhibitrice de I'IN in vitro (ICsp) sensiblement micromolaire, une activité antivirale en
culture cellulaire (ICso) micromolaire et une totale absence de cytotoxicit¢ a 100 uM. A la
suite de cette découverte initiale, les relations structure-activité de cette famille de molécules
ont été explorées (Zouhiri et al., 2000). L'influence des substituants de la partie quinoléine a
été ¢étudiée en préparant de trés nombreux composés. Il a ainsi ét¢é mis en évidence
l'importance du pharmacophore "acide salicylique" pour cette famille d’anti-IN. La fonction
acide en C7 a été remplacée par un résidu aroyle ou hétéroaroyle (Normand-Bayle et al.,
2005). Sur le plan biologique, ces composés se sont avérés peu actifs sur I'IN in vitro ; en
revanche, certains conservent une activité cellulaire intéressante bien que souvent obérée par
une certaine cytotoxicité. Le cycle catéchol a ¢été remplacé par différents cycles
hétéroaromatiques ou par un cycle phényl substitué par des groupes attracteurs ou donneurs
d’¢électrons (Zouhiri et al., 2000). L'évaluation biologique in vitro de ces nouvelles molécules
a montré que I'ensemble de ces composés inhibe 1'IN a un bon niveau. Ceci semble indiquer
que la partie droite des SQ interagit de maniere non-spécifique avec 1'IN, probablement par
une interaction de type m. Par contre, en culture cellulaire, les composés dépourvus d'un
groupe hydroxyle en C4' et d'un autre résidu oxygéné en C3' ou C5' sont peu ou pas actifs. Il a

¢été synthétisé des molécules portant en C5 un groupement acide supplémentaire reli¢ au

68



Tableau 17- Des dérivés quinoléiques

Structure générale des composés
brevetés par la société japonaise
Tobacco

JTK-303 (Gilead Sciences)

Composé breveté par la société
Shionogi

NHAc

HO,S

OH
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Figure 39- Structure chimique d’Y-3
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noyau quinoléine soit directement, soit par l'intermédiaire d'un espaceur vinylique. Ces deux
nouveaux compose€s se sont avérés actifs in vitro avec des ICs inférieures au micromolaire
mais sans gain appréciable de D’activité antivirale en culture cellulaire. Un travail de
modulation du bras espaceur a également été effectué. En particulier, un espaceur amide
maintenait l'activité biologique alors que celle-ci était perdue avec un bras urée ou hydrazone
(Benard et al., 2004).

La SQ, FZ41 (société Bioalliance) est actuellement en test pré-clinique et devrait entrer en
phase I d’étude clinique trés prochainement. FZ41 présente une valeur d’ICsode 0,7 uM pour
le 3’-processing et de 1,7 uM pour le transfert de brins. Ce composé posséde une activité anti-
VIH en culture cellulaire avec des valeurs d’ECsy de 5 a 10 uM dans les cellules CEM et de 1
a 4 uM dans les cellules HelLa. De plus, la valeur de TCsy (la concentration qui réduit la

viabilité cellulaire a 50%) est supérieure a 100 uM.

B-4-D’autres dérivés quinoléiques

La société japonaise Shionogi a breveté des esters méthylés de 1’acide 8-hydroxyquinoléine-
7-carboxylique ayant en position 3 un groupe benzyl substitué. L'exemple montré dans le
tableau 17 est actif sur I’IN avec une ICs de 0,2 uM.

Des 6-benzyl-3-carboxy-4-quinoléones (société Japonaise Tobacco) présentent une activité
contre I’IN avec des ICsy inférieures au micromolaire (tableau 17). Un de ces composés,
JTK-303 (tableau 17) a déja subi la phase I d’essai clinique au Japon et la phase II est en
cours (Gilead Sciences). Il montre une ICsy de 1,7 uM contre I'IN. Cependant, peu

d’informations sur ce compos¢ sont actuellement connues.

VI- Des dérivés de ’acide naphthalénesulfonique

A partir de la connaissance d’inhibiteurs de I'IN du VIH-1 comme CAPE et les dérivés
anthraquinones, il en a été¢ déduit un pharmacophore a trois points pour la liaison d’inhibiteurs
de I’IN (Nicklaus et al., 1997). Lors du criblage de bases de données tridimensionnelles avec
ce pharmacophore, des dérivés de I’acide naphthalénesulfonique ont été identifiés et, en
particulier, le disulfonate Y-3 (figure 39). Il s’agit d’un inhibiteur peu puissant (ICsp = 16.2
UM pour le 3’-processing et ICso = 10.9 uM pour le transfert de brins) (Lubkowski et al.,

1998b). Cependant , il est intéressant de le mentionner car il est également actif contre I'IN
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Tableau 18- Divers produits naturels actifs contre I'IN du VIH-1 in vitro

Nom Structure 1Cso (M) Réf.
Intégracine A, HO 3,2 (3’-P+TB) | (Singh
R = COCH, W otal.

o’ 2002¢)
oH o
OR
Intégracine B, OH 6,1 (3’-P+TB)
R=H
Intégracine C 3,5 (3’-P+TB) | (Singh
etal.,
2002c¢)
Integramycine 4,0 (TB) (Singh
etal.,
2002a)
Intégrastine A, 1,1 (TB) (Singh
R=CH,0OH et al.,
2002b)
Intégrastine B,
R=CHO 2,5 (TB)
Isocomplestatine 4,0 (TB) (Singh
0,2 (R) etal.,
2001)

3’-P+TB : mesure de I’inhibition couplée du 3’-processing et du transfert de brins. TB : mesure de I’inhibition du
transfert de brins. R : mesure de I’inhibition de la réplication du VIH-1.

NO,

V-165

Figure 40- Structure chimique de V-165
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d’ASV mais aussi parce que la structure cristallographique du complexe formé par le domaine
central de ’'IN d’ASV et Y-3 a été décrite (Lubkowski et al., 1998b). Cet inhibiteur se lie au
domaine central de ’IN d’ASV, pas trés loin du site actif mais de l'autre c6té de la boucle
catalytique. L'inhibiteur interagit avec un second monomere du domaine central de I’IN, a
travers un axe d’ordre 2, soulevant la possibilité que 1’effet cristallin joue un role dans la
liaison. Y-3 a ensuite ét¢ docké sur le domaine central de I'IN du VIH-1 (Sotriffer et al.,
2000). Le bicycle aromatique est placé horizontalement dans le site actif au-dessus de D64.
Un des deux sulfonates est placé entre K156 et K159 tandis que l'autre se trouve entre 1’ion
Mg”" et l'amide de Q148. L'oxygéne de la fonction amide d’Y-3 est coordonné avec 1’ion

Mg*". D’autres interactions ont été trouvées avec C65, T66 et N155.

VII- Divers composés

A- Les produits naturels

L’exploration des sources naturelles de molécules a mené a la découverte de divers inhibiteurs
naturels de ’IN comme par exemple : les intégracines, les intégrastines, 1’intégramycine et
I’isocomplestatine (tableau 18). De nombreux inhibiteurs couvrant une grande diversité

structurale, ont ainsi ét¢ identifiés.

B- Les molécules synthétiques

De nombreuses molécules synthétiques couvrant une large diversité structurale ont été
décrites. Parmi elles, on peut, en particulier, mentionner le composé V-165 (figure 40) qui a
ét¢ identifi¢ comme un candidat potentiel aux études cliniques. Il s’agit d’une
pyranodipyrimidine qui inhibe 1’activité de I’IN avec des valeurs d’ICsy de 0,3 uM pour le
processus catalytique complet (3’-processing et transfert de brins), de 0,9 uM pour le 3’-
processing et de 16,1 uM pour le transfert de brins. V-165 n'affecte pas directement la
catalyse du 3’-processing mais la formation du complexe IN/ADN. Ce composé inhibe la
réplication virale ex vivo (cellules MT-4) avec une valeur d'ICsy de 8.9 uM et une valeur de
CCsp de 121 pM (Pannecouque et al., 2002). Les expériences, au cours desquelles I’inhibiteur
est ajouté a différents temps aprés ’infection des cellules par le VIH-1 et I’accumulation de

cercles a 2 LTR, indiquent I’inhibition de I'IN par V-165 dans les cellules infectées. Des
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mutations de ’IN menant a la résistance a V-165 ont été identifiées ; elles mettent également
en évidence que I’IN est ciblée par ce composé, dans les cellules infectées. Cependant, V-165
inhibe la rétrotranscriptase dans la méme gamme de concentration que son inhibition de I’'IN,

indiquant alors que cet inhibiteur pourrait avoir plus d’une cible.

Un grand nombre d’inhibiteurs de I’IN, ayant une grande diversité structurale, ont
donc été décrits ; cela montre I'intérét que représente I’IN en tant que cible pour la thérapie
anti-VIH. Actuellement, quatre composés sont en étude clinique. Les progrés dans la
recherche d’inhibiteurs de I’IN sont dus, en partie, a I’avancée des connaissances sur I’IN et
au développement de tests plus robustes. Les inhibiteurs faux positifs sont fortement réduits
avec les tests sur I’enzyme sauvage et des ions divalents Mg*". Plusieurs structures
cristallographiques de domaines de I’IN sont disponibles pour des études de modélisation
moléculaire. Les structures de deux inhibiteurs co-cristallisés avec le domaine central d’une
IN (celle du VIH-1 ou celle d’ASV) ont également été résolues (Goldgur et al., 1998;
Lubkowski et al., 1998b).

L’ensemble des inhibiteurs de I'IN peut étre divisé en deux familles: ceux qui inhibent
sélectivement le transfert de brins et les autres, c’est a dire la plupart des composés. Les
informations concernant le mécanisme d’action des inhibiteurs sont relativement pauvres pour
les molécules de la seconde famille. Parmi les inhibiteurs de celle-ci, les SQ sont trés
importantes en raison de leur activité¢ antivirale dans la gamme du micromolaire et leur

absence de cytotoxicité.
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PARTIE 1

Mécanisme d’inhibition de I’IN du VIH-1 par
des dérives des Styrylquinoléines (SQ)
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Ex vivo, les dérivés des styrylquinoléines bloquent la réplication du VIH-1 dans la
gamme du micromolaire. /n vitro, les SQ inhibent efficacement 1’activité de 3’-processing de
I’IN avec des valeurs d’ICsy comprises entre 0.5 et SuM. Il est donc intéressant de
comprendre comment ces molécules inhibent I’IN. Les groupes 7-COOH et 8-OH sont
essentiels pour 1’activité d’inhibition des SQ (Zoubhiri et al., 2000). Des études de docking ont
montré que les SQ se fixent prés de I’ion Mg®™ du domaine central d’ASV (Ouali et al., 2000).
Les énergies d’interaction de ces complexes sont corrélées aux ICsy des SQ contre I'IN
d’ASV. Par contre, il n’y a pas de corrélation directe entre I’énergie de liaison des SQ a I’ion
Mg”" et les ICso (Ouali et al., 2000). A la suite de ce travail, on pouvait 1égitimement penser
que les SQ inhibent I’'IN en entrant en compétition avec I’ADN substrat. Mais, a cause des
propriétés d’agrégation de I’IN, il faut utiliser une concentration d’IN supérieure a la
constante de dissociation Kd du complexe de I'IN avec I’ADN substrat. Les méthodes
habituelles ne peuvent pas étre utilisées et Eric Deprez a du recourir a 1’anisotropie de
fluorescence pour mesurer la quantité d’ADN fixée a I’IN, ainsi qu’il est exposé dans 1’article
suivant publié dans Molecular pharmacology. Le travail montre notamment que les SQ
préalablement incubées avec I’IN empéchent la fixation de ’ADN sur I’IN mais qu’elles ne
peuvent pas déplacer I’ADN viral d’un complexe IN-ADN préalablement formé. Cette
propriété est différente de celle des hydrazides salicyliques qui ont pourtant un ICsy dans la
gamme des 10” M seulement. D’autre part, in vitro, les SQ inhibent la réaction de transfert de
brins ce qui suggere qu’elles se lient a I’'IN ou au complexe IN-ADN viral en un autre site.
Pour suggérer une localisation de cet autre site, nous avons effectué des dockings des SQ sur
le domaine central de I’IN et nous avons regroupé les 100 meilleurs complexes en 3 clusters.
D’autre part, la stabilit¢ des complexes a été prouvée en réalisant des dynamiques
moléculaires.

Par la suite, il a ét¢ montré que les SQ n’interférent pas avec I’entrée du virus et que la cible
cellulaire de ces drogues est bien I’IN (Bonnenfant et al., 2004). En effet, des mutations dans
le géne de I'IN apparaissent lorsque les virus sont cultivés en présence de concentrations
croissantes de SQ (doubles mutants V1651 V2491 ou simple mutant C280Y). Ces mutations

amenent a des virus résistants aux SQ quand elles sont introduites dans la séquence sauvage
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(Bonnenfant et al., 2004). Au contraire, les SQ sont entiérement actives contre les virus
résistants aux inhibiteurs de la transcription inverse et des dicéto-acides.

Les SQ agissent donc sur I’IN in vivo alors qu’il est largement pensé que I’interaction IN-
ADN dans le PIC empéche les drogues, agissant en tant qu’inhibiteurs compétitifs de ’ADN
viral, d’étre efficaces dans le contexte cellulaire. D’aprés nos données, deux hypothéses
peuvent expliquer cette contradiction apparente. 1) L’activité ex vivo des SQ est reliée a leur
capacité d’inhiber la réaction de transfert de brins. 2) Le site actif de I’IN est accessible, au
moins transitoirement, pendant les premieres étapes de la réplication virale ; la réaction de 3’-
processing peut alors étre affectée par les SQ.

Des études réalisées ex vivo indiquent que les SQ sont plus efficaces aux étapes précoces du
cycle de réplication, avant le transport nucléaire et s’accordent donc avec la seconde
hypothése (Bonnenfant et al., 2004). Des analyses de PCR quantitatives montrent que le
traitement de cellules infectées par le VIH-1 avec des SQ, réduit le taux d’ADN viral. Ceci
suggere, pour la premiere fois, que les molécules ciblant I’IN peuvent affecter 1’accumulation
d’ADN durant la transcription inverse. Le motif KRK de I’IN (résidus 186 a 188) a été décrit
pour jouer un role majeur dans l'efficacité de la transcription inverse (Tsurutani et al., 2000).
Deux résidus de ce motif, K186 et K188, sont présents dans le cluster 2 de notre étude de
docking.

Il a également été montré que les SQ inhibent spécifiquement et efficacement 1’import
nucléaire de I'IN in vitro sans affecter d’autres chemins d’importations (Mousnier et al.,
2004). Cela suggere ainsi que les SQ pourraient également perturber 1’interaction de I’'IN avec
des facteurs cellulaires requis pour son importation nucléaire. Le résidu V165 dont la
mutation confére la résistance aux SQ est impliqué dans D’interaction avec le facteur
LEDGF/p75 (Cherepanov et al., 2005b) décrit comme étant impliqué dans la localisation
nucléaire de ’IN (Maertens et al., 2003). Ce résidu est proche du cluster 2 de notre étude de

docking.
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ABSTRACT

Styrylquinoline derivatives (SQ) efficiently inhibit the 3’-pro-
cessing activity of integrase (IN) with ICg, values of between 0.5
and 5 uM. We studied the mechanism of action of these com-
pounds in vitro. First, we used steady-state fluorescence an-
isotropy to assay the effects of the SQ derivatives on the
formation of IN-viral DNA complexes independently of the cat-
alytic process. The IC;, values obtained in activity and DNA-
binding tests were similar, suggesting that the inhibition of
3’-processing can be fully explained by the prevention of IN-
DNA recognition. SQ compounds act in a competitive manner,
with K; values of between 400 and 900 nM. In contrast, SQs did
not inhibit 3’-processing when IN-DNA complexes were preas-
sembled. Computational docking followed or not by molecular
dynamics using the catalytic core of HIV-1 IN suggested a

competitive inhibition mechanism, which is consistent with our
previous data obtained with the corresponding Rous sarcoma
virus domain. Second, we used preassembled IN-prepro-
cessed DNA complexes to assay the potency of SQs against
the strand transfer reaction, independently of 3’-processing.
Inhibition occurred even if the efficiency was decreased by
about 5- to 10-fold. Our results suggest that two inhibitor-
binding modes exist: the first one prevents the binding of the
viral DNA and then the two subsequent reactions (.e., 3'-
processing and strand transfer), whereas the second one pre-
vents the binding of target DNA, thus inhibiting strand transfer.
SQ derivatives have a higher affinity for the first site, in contrast
to that observed for the diketo acids, which preferentially bind
to the second one.

Integration of the HIV-1 DNA into the host genome en-
sures stable maintenance of the viral genome and perpetua-
tion of the virus in the host organism. Therefore, this reac-
tion, catalyzed by integrase (IN), is a key process in the life
cycle of the virus. Inhibitors of therapeutic interest for AIDS
exist. Inhibitors that act early in the replication cycle target
reverse transcriptase and those that act later target pro-
tease. The high mutation rate of HIV means that drug resis-
tance is emerging, making it necessary to develop new drugs
with different targets (combined therapies). Thus, it is essen-
tial to find drugs that target alternative steps of the HIV-1
replication cycle. IN, the third enzyme of the Pol precursor
protein, is then an attractive target for novel drugs because
of its central role in the HIV-1 life cycle.

This work was supported in part by the French national agency of research
against AIDS (ANRS) and Ensemble Contre le Sida. J.-F.M., J.-C.B. and
M.L.B. are funded by the Centre National de la Recherche Scientifique.

! Present address: Department of Theoretical Chemistry, Institute of Chem-
istry, Szkolna 9, 40-006 Katowice, Poland.

IN is a 32-kDa protein (288 amino acids) that consists of
three functional domains. The central domain (or core do-
main, residues 50—210) contains the catalytic triad (DDE)
that is essential for enzymatic activity. This domain is
flanked by the N-terminal domain (which has a role in the
assembly of an active multimeric form of the enzyme) and the
C-terminal domain (which has a role in the nonspecific DNA-
binding activity). These three domains, protein oligomeriza-
tion, the integrity of the catalytic triad, and a cationic cofac-
tor such as magnesium are all necessary for IN activity (for
review, see Craigie, 2001). The integration process requires
two distinct catalytic steps. During the first step, termed
8’-processing, IN specifically removes two nucleotides from
each end of the linear viral DNA. The second step, called
strand transfer, occurs after the translocation of the viral
DNA into the nucleus. During this step, IN transfers both
extremities of the viral DNA into the target DNA by a one-
step transesterification reaction, resulting in full-site inte-
gration. Obviously, DNA-IN complex assembly is a prerequi-

ABBREVIATIONS: IN, integrase; SQ, styrylquinoline; DTT, dithiothreitol; LTR, long-terminal repeat; DKA, diketo acids; MD, molecular dynamic(s);
L-708,906, 4-(3,5-bis-benzyloxy-phenyl)-2,4-dioxo-butyric acid; 5-CITEP, 1-(5-chloroindo-3-yi)-3-hydroxy-3-(2H-tetrazol-5-yl)-propenone; EDC,

1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide.
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site for the subsequent catalysis. In vitro, another reaction
named disintegration can be observed when branched oligo-
nucleotide substrates are used. In first approximation, this
reaction represents the reversal of the half-site integration
process (Chow et al., 1992). Interestingly, the central domain
alone is capable of performing this reaction.

Many IN inhibitors have been characterized in vitro, but
the biological activities of these drugs are generally poor, and
little information concerning the mechanism of action is
available in most cases (for review, see Pommier et al., 2000).
It must be noted that most putative IN inhibitors were iden-
tified in vitro against Mn2*- instead of MgZ*-dependent IN
activity. Because IN activity in the physiological context re-
quires Mg?* as the cationic cofactor, compounds that block
the Mn?*-dependent activity in vitro are less likely to possess
antiviral activity. Active inhibitors can be divided into two
groups: those that inhibit the 3'-processing reaction (most of
the compounds) and those that preferentially inhibit the
strand transfer reaction. The well known diketo acids (DKAs)
and their more recent derivatives (Hazuda et al., 2000;
Zhuang et al., 2003) belong to the second group and have
good ex vivo activities against HIV replication, probably be-
cause of their ability to inhibit preassembled complexes. A
recent study by Pommier and collaborators on a bifunctional
DKA showed that the subdivision of IN inhibitors into two
distinct groups is not so clear (Marchand et al., 2002). Our
study on styrylquinoline (SQ) compounds leads to a similar
conclusion.

SQ compounds (Fig. 1) described previously (Mekouar et
al., 1998) act on the 3’-processing reaction in vitro, with IC,
values of between 500 nM and 5 uM. Several of them are
efficient ex vivo with IC,, values in the micromolar range.
We demonstrated that the 7-COOH and the 8-OH groups are
essential for the inhibition activity (Zouhiri et al., 2000).
Nevertheless, the mechanism of action of SQs remains un-
known. Do these drugs act at the catalytic level or do they
prevent substrate DNA-binding? Such molecular insights
about the mechanism of action have been slow to emerge at
least in part because of the experimental difficulties to sep-
arate the DNA-binding step from the subsequent catalysis
reactions. Using a fluorescence-based DNA-binding assay,
we show here that SQs prevent recognition of DNA by IN.

Compound R1 R2 IC50 (3'-processing)
KHD161 OH H 1.2 M
FZ55 OH CH, 2.5puM
FZ117 H CH, >100 uM

Fig. 1. Chemical structures and IC;, of styrylquinoline compounds.
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The IC;, values are in good agreement with those obtained in
classic inhibition studies of the 3’-processing activity. This
competitive mechanism is supported by molecular docking of
these drugs on the HIV-1 catalytic core. In contrast, no inhi-
bition was observed when the IN-DNA substrate complex
was formed before adding the drug. Nevertheless, SQs were
found to be potent inhibitors of the strand transfer reaction
performed by the preassembled, preprocessed DNA-IN com-
plexes, suggesting that two SQ-binding modes exist. We used
computational docking data to propose several possible SQ-
binding sites to take into account experimental results.

Materials and Methods

SQ Compounds and Oligonucleotides. KHD161, FZ55 and
FZ117 (Fig. 1) were synthesized as described previously (Zouhiri et al.,
2000; Polanski et al., 2002). Oligonucleotides U5B, 5-GTGTG-
GAAAATCTCTAGCAGT-3'; U5B-2, 5'-GTGTGGAAAATCTCTAGCA-
3’; UbA, 5'-ACTGCTAGAGATTTTCCACAC-3'; U5B-F, 5'-F-GTGTG-
GAAAATCTCTAGCAGT-3’ (where F designates the fluorescein probe);
LDS32Bp, 5’-p-ACCCTTTTAGTCAGTGTGGAAAATCTCTAGCA-3';
LDS31A, 5-ACTGCTAGAGATTTTCCACACTGACTAAAAG-3’; T1A,
5-AGTGAATTAGCCCTTGGTCA-biotin;, and TIB, 5-TGAC-
CAAGGGCTAATTCACT-biotin were purchased from Eurogentec (Se-
raing, Belgium) and further purified on an 18% denaturing acrylamide/
urea gel. The phosphate residue present at the 5’-extremity of
LDS32Bp was used to attach the target oligonucleotide covalently to the
amino-Covalink surface (Merck Eurolab, Fontenay-sous-Bois, France).
Terminal bases removed by IN during the 3’-processing reaction are
underlined.

Fluorescence Properties of SQ in the Presence of IN. Exci-
tation and emission spectra of FZ55 were performed on a Cary-
Eclipse fluorescence spectrophotometer (Varian, Palo Alto, CA) ther-
mostated at 25°C. Spectral study of FZ55 with varying
concentrations of IN was performed in a Tris buffer (20 mM, pH 7.2)
containing 100 mM NaCl. Quenching of the FZ55 steady-state fluo-
rescence by MgZ* was analyzed by a Stern-Volmer plot (i.e., by
plotting Fo/F-1 as a function of Mg?* concentration, where F, and F
represent the fluorescence intensities in the absence and in the
presence of quencher, respectively). Time-resolved fluorescence ex-
periments for lifetime determination of FZ55 in the absence or in the
presence of Mg?" (60 mM) were performed by single-photon counting
as described previously (Deprez et al.,, 2000, 2001) in the same
conditions used as for the steady-state study (25°C, 30 uM FZ55).
Excitation and emission wavelengths were 320 and 538 nm (AA = 15
nm), respectively, with the emission polarizer oriented at the magic
angle (54.7°). No photobleaching was observed during the acquisition
and photons were collected until the total count reached 12 to 15
million.

Purification of IN and Standard Activity Assays. IN was
expressed and purified as described previously (Leh et al., 2000). For
activity assays, 100 pmol of either U5B (3’-processing substrate) or
U5B-2 (strand transfer substrate) were radiolabeled using T4
polynucleotide kinase and 50 uCi of [y->2P]ATP (3000 Ci/mmol). The
T4 kinase was then heat-inactivated, and unincorporated nucleo-
tides were removed by filtration through a Sephadex G-25 column
(Amersham Biosciences AB, Uppsala, Sweden). NaCl was added to a
final concentration of 100 mM and the complementary unlabeled
strand USA was added. The mixture was incubated at 90°C for 3 min
and allowed to anneal by slowly cooling to room temperature. The
3’-processing and strand transfer reactions were performed using 1.5
nM U5A/U5B and 10 nM U5A/U5B-2 double-stranded oligonucleo-
tide substrates, respectively, in a buffer containing 20 mM HEPES,
pH 6.8, 7.5 mM MgCl,, and 2 mM DTT in the presence of various
concentrations of IN. The reaction mixture was incubated for 1 h at
37°C and stopped by phenol-chloroform extraction. DNA products
were precipitated with ethanol, dissolved in a loading buffer contain-
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ing 7 M urea and 10 mM EDTA and subjected to electrophoresis on
an 18% denaturing acrylamide/urea gel. Gels were dried and the
reaction products were visualized using a STORM PhosphorImager
(Amersham Biosciences).

Immobilized IN-DNA Complex Activity Assay: Microtiter
Plate Assay. The strand transfer activity of the preformed complex
was assayed in a 96-well microtiter plate coated with the U5-2
substrate as described previously (Hazuda et al., 1994). Briefly, the
DNA substrate was coupled to the Covalink NH plates as follows: 75
ul of 100 nM double-stranded oligonucleotides LSD32Bp/LSD31A
were placed into each well of the Covalink NH plates. Twenty-five
microliters of 0.2 M EDC dissolved in 10 mM 1-MeIm7 was then
added, and plates were incubated at 50°C for 5 h. Free oligonucleo-
tides were removed and unreacted amino groups were deactivated by
adding 10 mM citraconic anhydride. After 30 min at 50°C, the wells
were finally washed with 5X standard saline citrate and 0.25% SDS.
IN (100 nM) was then incubated with the substrate for 20 min at
25°C. The supernatant was discarded and 130 nM of the biotinylated
target oligonucleotides were added in a final volume of 40 ul (the
target double-stranded DNA was obtained by annealing the two
complementary strands T1A and T1B in a 20 mM Tris-HCI buffer,
pH 7.2, containing 0.1 M NaCl). The reaction was allowed to proceed
for 1 h at 37°C and stopped by the addition of 0.1 M NaCl and 50 mM
EDTA. The plates were washed twice for 5 min in washing buffer
(0.05% Tween 20 and 10 pg/ml bovine serum albumin in phosphate-
buffered saline). Extravidine phosphatase (Sigma; 100 ul of a
1/10,000 dilution in washing buffer) was added and incubated for 15
min at room temperature. The plates were washed twice in a 0.1 M
Tris buffer pH 9 containing Tween + bovine serum albumin, 0.1 M
NaCl, 50 mM MgCl,. Finally, 100 ul of AP substrate were added and
the reaction was allowed to proceed for 1 h at 37°C. Luminescent
signal was recorded on a microtiter plate photometer (Dynatech
Labs, Chantilly, VA).

DNA-Integrase Binding Assay. The interaction between IN and
the fluorescein-labeled oligonucleotide was detected by fluorescence
anigotropy. The double-stranded oligonucleotide was obtained by
mixing equimolar amounts of complementary strands U5B-F and
U5A in a 20 mM Tris-HCI buffer, pH 7.2, containing 100 mM NaCl.
The mixture was heated to 85°C for 5 min and allowed to anneal by
slowly cooling to room temperature. The steady-state anisotropy
measurements were recorded on a Beacon 2000 instrument (Pan-
Vera, Madison, USA). To determine the apparent K, value, fluores-
cein-labeled DNA (1 nM) was incubated with increasing concentra-
tions of IN in a 20 mM Tris buffer, pH 7.2, containing 1 mM DTT, 25
mM NaCl, and 5 mM MgCl, for 20 min at 25 or 37°C. Steady-state
anisotropy was then recorded in a cell thermostated at 25 or 37°C.
The fractional saturation Y was calculated as (A — AN/(Ab — Af),
where Ab and Af represent the bound and free DNA anisotropy,
respectively, because no significant concomitant change in the fluo-
rescence intensity was observed. For cooperative binding, the Hill
number, n, was calculated from the plot LOG (Y71 — Y) = F(LO-
G(IN)). The concentration of IN required to titrate the DNA to half
saturation was INj, or apparent K, and was equal to K,

IC*® values were determined by measuring Y in the presence of
increasing concentrations of drugs. IN was preincubated with drugs
for 10 min at 25 or 37°C in a 20 mM Tris buffer, pH 7.2, containing
25 mM NaCl, 5 mM MgCl,, and 1 mM DTT. Complexes with DNA
were then allowed to form at 25 or 37°C after the addition of double-
stranded fluorescein-labeled oligonucleotides. The midpoint or ICy,
of the inhibition curve represents the total drug concentration giving
50% inhibition (Y = 0.5) and was used to estimate the K; value. K;
was determined by use of the following equations, which are based
on a competitive inhibition model. At equilibrium,

IN + DNA < IN-DNA and IN +i < IN<

with
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[INT'-[DNA]
K= unDNaT @
and
[IN]-[i]
= ING] 2)

where IN, DNA, and i are the concentrations of free integrase, DNA
substrate, and inhibitor, respectively, IN - DNA and IN - i designate
the complexes, and n is the average number of interacting sites.

The concentrations of total IN, DNA substrate, and inhibitor are
calculated as follows,

[INy] = [IN] + n - [IN-DNA] + [IN-i] 3)
[ix] =[] + [IN-i] 4)
[DNAx] = [DNA] + [IN-DNA] 5)

using egs. 2 and 4,

1 [id 1
[N~ K-IN4) K ©
using egs. 1 and 5,
1 _(i-Yy . [IN-DNA] ;
v \&Y) V¥ Y="DNag ™
Eqgs. 6 and 7 yield:
1
1 /1 a1 ( [
(E' (17_ 1)) K ([zN-i] B 1) &
Substitution of eq. 3, i.e.,
K;— Y\a
[IN — i] = [IN] - (If;’) —n-Y-[DNAq]
into eq. 8 yields:
1
1 /1 a1 [ix]
(E'(Tl)) K — -t
[INg] - (—1 — Y) —n-Y-[DNA{]
9

Eq. 9 is equivalent to:

1 1
= (L (2] (KXY
["’1‘]_ K;- Kd. Y 1 +1)- [IN’I‘] 1-Y

-nY- [DNAT]) 10)

Assuming saturation conditions in the absence of inhibitor (i.e.,
Y = 1), eq. (10) can be simplified at the ICy, value where ¥ = 0.5.

[ ICs
K[INT] ~ Kii— +n-[DNAq]

1
~1|-Ka (11)

¥ —
n;

The independent measurements of IN, or K,V* and ICy, allowed
the calculation of K; using eq. 11.

Computer Studies and Protein Conformations

The computer studies used two models for the molecular target of
the drug. The first one, hereafter called a, was the catalytic core
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(residues 50-212) of the HIV-1 IN containing the single mutation
F185H with an Mg?* cation in its active site. The conformation was
the frame obtained after 3.4275 ns of production of a 4-ns molecular
dynamics simulation (Laboulais et al., 2001). This frame was se-
lected because the Glul52 carboxylic group pointed to the other two
triad members Asp64 and Aspl16 in a geometry that is compatible
with the catalysis. The flexible loop (139-151) is not as stacked onto
the catalytic core as found in the structure 1QS4 (Goldgur et al.,
1999) but closely resembles the structures described by Maignan et
al. (1998). The model was then stripped of the chloride anion. Two
submodels were derived. In submodel a,, no water molecules were
retained, whereas in submodel a,, the four water molecules coordi-
nated to Mg?* were explicitly retained. The other model, hereafter
called b, was the 55-209 fragment of the HIV-1 IN catalytic core
containing the mutations W131E, A133G, and F185K. The confor-
mation was taken from the coordinates of monomer A in the crystal
structure 1QS4 (Goldgur et al., 1999). Missing residues were forced
to have the same backbone dihedrals as in the crystal structure 1BIS
(Goldgur et al., 1998). The model was then stripped of all water
molecules, giving the submodel by; in submodel b,, the four water
molecules coordinated to Mg?* were explicitly retained.

Docking

The target (ay, a4, by, or b,) was digitized on an orthorhombic grid
containing 256 X 256 X 256 meshes of size 0.305 X 0.305 X 0.297 A2,
The structure of the drug KHD161 was optimized as described pre-
viously (Ouali et al., 2000) and the tautomeric form with the 7-COO~
and 8-OH groups was used. The drug was rotated by 12° increments
and for each of these 12,660 orientations, the translations giving the
best overlap were stored when the electrostatic drug-target interac-
tion energy was favorable. As described previously (Ouali et al.,
2000), the best 1000 overlapping complexes and the most favorable
200 complexes for the pure electrostatic interaction were minimized,
with both drug and target being optimized. During the minimization,
the aqueous medium was implicitly represented through a sigmoidal
distance-dependent dielectric constant (Lavery et al., 1986). The
1200 complexes were sorted according to the drug-protein interac-
tion energy, which is the sum of the van der Waals and Coulomb
contributions.

Clustering

The 100 most favorable complexes were stored and the 100 X 100
root-mean-squared Euclidean distances of the drug atom coordinates
were further transformed into a dendrogram representing the hier-
archy of categories of clusters. The hierarchical and agglomerative
processes work as follows. Starting from a set of n = 100 clusters, one
per drug position and orientation, a sequence of clusterings was
grown until all n patterns were in a single cluster. At each step, the
two closest clusters were reunited. The distance separating the re-
maining clusters from the newly created cluster was the weighted
average of the distances to the members of the new cluster (Labou-

lais et al., 2002). The results of the clustering analysis are shown in
Fig. 3 and Table 2.

Molecular Dynamics

The catalytic core-drug complexes obtained using an implicit sol-
vent representation at the end of the docking (conformation a,) had
the net coulombic charge of one proton. A chloride anion was then
added and the whole system was embedded in a 52.3 X 52.3 X
52.3-A3 box filled with 3638 transferable intermolecular potential
(TIP3P) water molecules. The SANDER module of AMBER (P. Koll-
man, University of California, San Francisco) was used to simulate
the dynamics. Long-range coulombic interactions were calculated
using the particle-mesh technique for Ewald sums (Ewald, 1921)
with a cut-off of 10 A and a 50 X 50 X 50-point grid. No correction
was applied for the neglected long-range van der Waals interactions
because they were expected to be small. Covalent bonds containing a
proton were constrained to their equilibrium length by use of the
SHAKE algorithm (Ryckaert et al., 1977). The elementary integra-
tion time step was 2 fs. Before dynamics could be reliably produced,
the system was prepared by two heating steps. In the first step, only
the water molecules were allowed to move and the temperature was
increased from 25 to 300 K in 25-K steps during 14.6 ps. At the end
of this first step, water molecules were cooled to 10 K. In a second
step, the temperature of the whole system was increased from 10 to
300 K over 18 ps. The velocities were then equilibrated for 13 ps at
300 K, before starting dynamics production. Frames were then re-
corded at 0.1-ps intervals. The total duration of the molecular dy-
namics simulations was 2 ns.

Results

Docking of KHD161 to the Catalytic Core Domain of
IN. To get some clue about the location of the binding site on
the HIV-1 IN catalytic core, we carried out a number of
docking simulations with the KHD161 compound (Fig. 1).
The first step of the procedure was based on rigid docking
and the second on an MD approach. After rigid docking and
minimization using an implicit representation of the solvent
(model ag), the best target-drug complexes were selected
according to their interaction energies (coulombic and van
der Waals). For all the best 17 complexes, KHD161 was found
near the essential catalytic cofactor Mg?*. In all cases, at
least one oxygen atom of the drug was within 3 A of the Mg2+
ion, and the drug-target interaction energies ranged from
—115 to —87 kcal/mol. The best two complexes (d1 and d2)
were used as starting conformations for MD. Some features
of the dynamics d1 and d2 are summarized in Table 1.

In d1, Mg2®* bound to O8 and O9b of the quinolic ring. The
catechol ring was stacked over the phenol group of Tyr143.
Figure 2 shows how some distances changed over time in the

TABLE 1
Parameters of HIV-1 catalytic core-KHD161 complexes according to computational docking and molecular dynamics studies
Complex
d1 d2
Interaction energy (kcal/mol) (implicit —114.97 —-97.4

solvent representation) before MD

Average energy in the presence of 3638
explicit water molecules (kcal/mol).
Fluctuations are indicated in parentheses
From 0 to 1 ns
From 1 to 2 ns

Contacting residues after docking and
minimization and before MD

Contacting residues after 2 ns of dynamic
simulation

—381,494.4 (353.8)
—31,513.5 (45.2)

Tyr143

Thr66, Asp116, Phel139, Gly140, Tle141, Pro142,
Asp64, Aspl16, Tyr143, Gln148, Glul52

—31,479.8 (317.9)

—31,507.1 (46.8)

Asp64, Thr66, His67, Leu68, Asp69, Glu152,
Lys159

Asp64, Cys65, Thr66, Glul52, Asnl55
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subsequent MD. Time 0 is the beginning of the production
phase (the preparation phase is not shown). Although some
motion was observed, the drug remained in the same position
as at the beginning of the dynamics. For instance, the aver-
age distances separating the oxygen atoms O9b (Fig. 2a) and
08 (not shown) from the Asp64 of the catalytic triad Asp64-
Aspl116-Glul52 were the same from the start of the docking
step until the end of the dynamics simulation. Some changes
occurred only during the preparation phase. Residues
Aspl16 and Glul52, which were 4 and 7 A from the drug
oxygen atoms O8 and O9b, moved nearer to these atoms
during the preparation phase, but remained at the same
distance throughout the production phase (Fig. 2, b and c).
Other distances fluctuated much more, such as those sepa-
rating the drug from Tyr143 and GInl48 (Fig. 2, d and e).
During the simulation, water molecule 2631 came into close
contact with GIn148 and the drug several times, but only
transitorily. At the end of the simulation (2 ns), this water
molecule joined GIn148 to the quinoline proton H4, GIn148
being close to the quinoline proton H5. The pattern shown in

a: Drug O9b - D64 OD1

b: Drug O8 - D116 OD2

(S

4 T WS PO PP
B I |

c: Drug O8 - E152 OE1

e:':\ 4 %ﬂ*ﬂm
\8/ O s | |
8 - d:DrugC5’ -Y143 CG
A 4 MWWM
0 - { |
4
— e:Drug C4 - Q148 NE2
or i fw r'd
4l
- f: WAT 2631 O - Q148 NE2
n | |
\IO I 2

Time (ns)

Fig. 2. Changes in selected distances (Angstroms) with time (nanosec-
onds) in the d1 dynamics. The time scale started at the beginning of the
production phase. a, drug O9b-Asp64 ODI; b, drug O8-Asp116 OD2; c,
drug 08-Glu152 OE1; d, drug C5'-Tyr143 CG; e, drug C4-GIn148 NE2; f,
water 2631 O-GIn148 NE2.
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Fig. 2f suggests that the water molecule is not stable in the
active site.

The conformation d2 was less favorable. In this case, the
drug bound to Mg®* through the hydroxyl groups of the
catechol ring. At the end of the MD, the catechol ring re-
mained near Mg2*, but the quinoline ring protruded from the
protein structure in the solvent (not shown). This result was
not observed with d1. Our simulation results indicate that d1
is characterized by more favorable interaction energy after
the docking and is also more stable in the active site during
the dynamics. During both dynamics d1 and d2, no water
molecule formed a steady interaction with both the drug and
the protein. This is in contrast to the 1-(5-chloroindol-3-yl)-
3-hydroxy-3-(2H-tetrazol-5-yl)-propenone complex (5-CITEP)
(Ni et al., 2001). This explains why the interaction energies
calculated using an implicit representation of the solvent and
the average energies calculated over 1 ns were of the same
order. Only the energy fluctuation was much lower during
the second nanosecond than during the first (see Table 1).
For both d1 and d2, some key residues found to form contacts
with KHD161, for instance Tyr143, GIn148, and Lys159 (see
Table 1), have previously been described to form contacts
with DNA (Jenkins et al., 1997; Esposito and Craigie, 1998),
suggesting that the location of SQ within the active site is
incompatible with DNA-binding. The results were not signif-
icantly different when b, was used as a target (structure
1QS4) in the docking and minimization processes instead of
ag-
In the simulations described above (model a, or b,), the
protein was completely stripped of all its water molecules,
allowing the drug to form direct contacts with MgZ*. This
overestimates the electrostatic interaction. It is more likely
that some water molecules are sandwiched between the drug
and the cation. Additional docking simulations were then
carried out, with four water molecules surrounding Mg2Z*.
The introduction of four explicit water molecules into the
models (models e, and b,) had the following general conse-
quences compared with simulations using @, and b, (note
that no major difference was observed between a, and b,, as
was the case for ay/by): 1) Because of the increase in the
shortest distance separating the drug from Mg?* (caused by
the presence of water), drug-protein interaction energies
were less favorable. 2) The hierarchy of interaction energies
for the different binding sites was not similar between the
a,/b, models and the ayb, models. For instance, a binding
localization came up in the 3rd rank in model a, compared
with in the 18th rank in model a,. 3) Although some differ-
ences were observed when a,/b, were compared with ay/b,,
the drug was still in contact with the hydrated Mg?* in the
most favorable localization even if the presence of water
molecules decreased the role of Mg?" in the stabilization of
the drug-protein complex. 4) Energy in the a, or b, model was
not as widespread as in the a4 or b, model.

Because no clear differences were observed between a, and
b,, the best 100 complexes were pooled and classified by
clustering analysis (see Matertals and Methods) without any
energy considerations to identify different sites. Three main
sites were identified. Stereoviews of representative com-
plexes for each cluster are shown in Fig. 3, and Table 2
summarizes the main features of the various clusters (e.g.,
population, energy statistics, and contacting residues). The
contacting residues of cluster 1 (Fig. 3A) overlap the catalytic
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triad. Note that d1 and d2 as obtained after rigid docking and
MD belong to this cluster. Cluster 2 is actually made of a
succession of overlapping sites and is spread over a large
region of the protein surface (Fig. 3B) whereas a small num-
ber of conformations form the cluster 3 (Fig. 3C). The influ-
ence of MgZ* is only significant in cluster 1 and explains why
the average interaction energy was better for this cluster. As

Deprez et al.

Fig. 3. Stereoview of one SQ-IN complex conformation belonging to each
cluster. The different clusters were obtained as described under Materi-
als and Methods. Only a typical conformation is shown among various
orientations which were clustered together. a, cluster 1; b, cluster 2; c,
cluster 3. The detailed clustering analysis is shown in Table 2. Magenta,
protein; green, Mg2*; white, water; red, drug. The catalytic triad (Asp64-
Aspl116-Glu152), is shown in cyan (sticks and balls), and contacting
residues are in yellow.

expected, the negative drug bound to lysine-rich regions. The
lysine residues can be very roughly clustered into two groups:
group 1 contains Lys156, Lys159, Lys160, Lys186, and
Lys188, whereas group 2 contains Lys111 and Lys136. From
this point of view, clusters 1 and 2 belong to group 1 whereas
cluster 3 belongs to group 2. Residues Lys156 and Lys159 in
cluster 1 and residue Lys136 in cluster 3 have been previ-
ously found to be involved in DNA binding (Mazumder et al.,
1996; Jenkins et al., 1997). Besides the lysine residues,
GIn148 and Tyr143, contained in clusters 1 and 3, respec-
tively, are also key residues for DNA binding, as shown by
photo—cross-linking experiments (Esposito and Craigie,
1998). Another residue in cluster 1, Ser119, is important for
DNA binding because mutation of this residue affects target
site selection (Harper et al., 2001). No residues from cluster
2 are known to be essential for DNA binding.

Influence of IN on the Fluorescence Emission Spec-
trum of FZ55. A fluorescence study of SQ in the absence or
in the presence of IN was carried out to get experimental
support of the existence of IN-SQ complexes. As found pre-
viously (Ouali et al., 2000; Zouhiri et al., 2000) and confirmed
in this study (see below), the in vitro inhibition properties of
SQ derivatives originate in the simultaneous presence of
both C7-COOH and C8-OH groups in the quinoline subunit
and are less sensitive to modifications at the C3' or C4’
positions. Accordingly, KHD161 and FZ55 are characterized
by very similar inhibition properties. For stability reasons
(Burdujan, 2002), FZ55 was preferred over KHD161 in the
following spectral study. Excitation and emission spectra of
FZ55 are shown in Fig. 4a. Excitation maximum is centered
at 330 nm, whereas emission maximum is centered at 538
nm. During our study, we found that Mg?* (the essential
cofactor for IN activity) acts as a quencher of fluorescence for
FZ55, suggesting that SQs could not be a competitive inhib-
itor but simply a chelation agent. In other words, Mg>" could
be displaced from the active site in the presence of SQs, and
the inhibition process could then occur independently of the
drug binding within the active site. We then performed
Stern-Volmer analysis to quantify the quenching process
(Fig. 4b). The Stern-Volmer plot was linear and similar
slopes were obtained at two different excitation wavelengths,
320 and 345 nm. Note that quenching can be caused by two
distinct phenomena at the molecular level, dynamic or static,
each leading to the overall decrease of fluorescence intensity
and linear Stern-Volmer plot. Only in the case of static
quenching does a stable complex exist that is nonfluorescent.
In contrast, dynamic quenching is caused by a collisional
process that occurs during the lifetime of the excited state.
This means that the lifetime is not influenced in the case of
static quenching, whereas it decreases in the case of colli-
sional quenching. Because the two phenomena can be distin-

TABLE 2
Clustering of the best 100 complexes obtained after docking of KHD161 to the a, and b, IN catalytic core
Cluster Population AEvne;ragye %‘:"g‘g:;; Il-i;h;lgel;-(;syt Contacting residues (<5 A) Noé)lf.'ol:l%ssine
kcal/mol
1 19 —70.0 -92.8 —61.6 Asp64 Cys65 Thr66 His67 Asn92 Aspl16 Asn117 Gly118 Ser119 1
Asn120 GIn148 Glul52 Asn155 Lys156 Lys159
2 42 —67.7 -77.1 —61.4 Glul57 Lys160 Ile161 GIn164 His183 Lys186 Lys188 Gly189 1
Gly190 Gly193 Tyr194 Ser195 Ala196 Argl199
3 7 —65.9 -70.9 —-62.9 His51 Ser57 Pro58 Gly59 Ile60 Pro109 Lys111 Thr112 His114 2

Lys136 Prol42 Tyr143

81



Theése Sophie BARBE — RESULTATS ET DISCUSSION — PARTIE 1

Intensity {a...)

Intensity {a.u.)

ol \
200 \ / \
100 \ / \
290 350 ;l:‘fe I:?:gthsz:m, 590 G650
A50¢ c) f\
S wY
NN
N A
4100 / /

v

450 475 500 525 550 575 600 625 650

Wavelength (nm}

Inhibition of the DNA-Binding Activity of HIV Integrase

0.6

0.5

0.4

0.3

Fo/F-1

0.2

0.1

0

450
400

350

Intensity {a.u.)

91

b) S
7L
)%
e
7
© 10 20 30 40 50 & 70
[Mg”’] (mM)
d)

T

1

1

i

1

450 475 500 5256 &§50 575 600 625 65

Wavelength {(nm)

Fig. 4. Fluorescence properties of free and IN-bound FZ55. a, excitation and emission spectra of FZ55 (30 uM). Excitation (A,,, = 538 nm) and emission
(Ax. = 345 nm) spectra were obtained at 25°C. Emission and excitation slit widths were 5 nm. b, Stern-Volmer representation for the quenching of
FZ55 by Mg®*. F, and F are the intensities of emission fluorescence at 538 nm in the absence and in the presence of Mg?*, respectively. FZ55
concentration, 30 pM. [, excitation at 320 nm. & excitation at 345 nm. e, influence of IN on the emission spectrum of FZ55 (A... = 345 nm).
Concentration of FZ55 was 3 uM in a Tris buffer (20 mM, pH 7.2) containing 100 mM NaCl and 5 mM Mg?*. Light gray, no IN; dark gray, IN 0.9 um;
black, IN 8 uM. d, influence of Mg?* on the emission spectrum of IN-bound FZ55 (A.,. = 845 nm). Light gray, FZ55 3 uM without IN in the presence
of 5 mM Mg?*; dark gray, 3 uM FZ55 with 3 uM IN in the absence of 5 mM Mg?*; black, 3 uM FZ55 with 8 uM IN in the presence of 5 mM Mg?*;

dashed line, 3 uM FZ55 with 3 M IN in the presence of 1 mM EDTA. NaCl concentration was 100 mM.
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guished by lifetime measurements, we then performed time-
resolved fluorescence experiments in the absence or in the
presence of 60 mM MgZ* (A, = 320 nm). The average
lifetimes as well as lifetime distributions of FZ55 were un-
changed in both conditions (v, = 18 + 2 ps (33%)/7, = 70 = 11
ps (5%)/t; = 242 + 4 ps (54%)/7, = 490 * 6 ps (B%N 7, yeruge =
175 ps) demonstrating that the Mg?*-dependent quenching
of FZ55 is static. The slope of the Stern-Volmer plot shown in
Fig. 4b corresponds then to an association constant K, = 8.6
M~1(.e., K; = 120 mM). This value definitively ruled out the
idea that IN inhibition by SQs, characterized by submicro-
molar or micromolar ICy, in the presence of 5 mM Mg?",
could be simply caused by the chelation of Mg?™*. It is then
unlikely that SQs inhibit IN by displacing the essential Mg?*
cofactor from the active site.

Next, we studied the influence of IN-binding on the fluo-
rescent properties of FZ55. As shown in Fig. 4c, increasing
concentrations of IN (entire protein) enhanced fluorescence
intensity and blue-shifted the maximum of emission. This
phenomenon is less pronounced in the absence of Mg?* or in
the presence of EDTA (Fig. 4d) indicating that first, FZ55
actually binds to IN and second, the stability of the complex
is dependent on the presence of MgZ*, in accordance with the
docking results. Similar conclusions had been previously
published in the case of the catalytic core (Burdujan, 2002). It
is then very likely that the inhibition property of SQs is
related to their capabilities to bind within the protein.

Inhibitory Effect Is Caused by the Ability to Impair
DNA Binding. Even though we do not yet know how the IN
active unit is organized, recent molecular docking of a dinu-
cleotide onto the IN core domain has revealed two possible
nucleic acid-binding sites on a single monomer (Perryman
and McCammon, 2002). One of these sifes encompasses a
previously described nucleotide-binding site that involves
three lysine residues of the catalytic core domain, Lys156,
Lys159, and Lys160 (i.e., cluster 1 in our study) (Jenkins et
al., 1997; Drake et al., 1998; Jing et al., 2000). These lysine
residues are involved in the binding of viral DNA (i.e., donor
DNA) (Jenkins et al., 1997). The second site is a putative
binding site for the target or cell DNA (i.e., acceptor DNA).
Our molecular docking study strongly suggested that the
location of the SQ drug within the active site mainly disturbs
the binding of viral DNA to the core domain of the IN. To
address this hypothesis, we used steady-state fluorescence
anisotropy to investigate the effects of SQs on the binding of
IN to a short double-stranded substrate DNA (21-mer). One
major difficulty encountered when studying of DNA binding
properties of HIV-1 IN is the separation of the elementary
DNA-binding process from the subsequent activity steps (i.e.,
3’-processing and strand transfer). It is then a difficult task
to separate the molecular and physicochemical effects on
these different steps by only measuring the overall activity
by classic enzymatic assays. Note that the enzymatic assays
involving IN described in the literature do not correspond to
Michaelis-Menten conditions, meaning that “&_,,” and “V_..”
values should be interpreted with caution. Steady-state an-
isotropy measurements are based on the principle of depo-
larization of light by a fluorescent probe caused by the rota-
tional diffusion that occurs between excitation and emission.
The degree of depolarization is related to rotational motion
and flexibility properties of the molecular edifice that con-
tains an intrinsic or extrinsic fluorophore. Low anisotropy is
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associated with a small edifice and high local flexibility,
whereas high anisotropy is associated with a large edifice
and low local flexibility. To study the DNA-IN interaction,
fluorescein was attached to the extremity of a double-
stranded oligonucleotide (21-mer) that mimicked the U5 vi-
ral LTR terminus. Fluorescein was attached through a 6-car-
bon linker to the opposite end from the processing site to
prevent steric conflicts between IN and the fluorophore [sim-
ilar 3’-processing and integration activities were detected
when labeled or uniabeled DNA was used as a substrate
(data not shown)].

The fluorescein-labeled oligonucleotides, free in solution,
were characterized by a low anisotropy value, 0.048 and
0.060 at 37 and 25°C, respectively. When IN bound to the
oligonucleotide, the steady-state fluorescence anisotropy in-
creased. The upper limits of anisotropy values were 0.232
and 0.240 at 37 and 25°C, respectively, yielding a maximum
amplitude of about 0.180. This value of the steady-state
anisotropy may be explained by a combination of two phe-
nomena, the slower global tumbling of the IN-DNA complex
and the more restricted local motion of fluorescein. As shown
in Fig. 5, this value decreased when the interaction was
tested in the presence of KHD161. Data analysis of the
KHD161 curves (M, () yielded IC;, values of 1.50 = 0.13 pM
and 0.98 = 0.09 uM at 37 and 25°C, respectively. The ICy, for
the DNA-binding step at 37°C is compatible with the value
found in activity tests (3’-processing reaction) at the same
temperature in the presence of similar IN and substrate
concentrations (IC;, = 1.2 uM). In contrast, concentrations of
up to 10 pM of the structurally related compound FZ117 had
no significant inhibitory effect [[DNA-IN interactions were
weakened only above 50 uM FZ117 (data not shown)]. Again,
this result is in accordance with the activity tests, because
FZ117 had no effect on IN activity. Because the experimental
conditions used in the DNA-binding assays were similar to
those used in enzymatic assays, the IC,, values obtained in
both cases (1.2-1.5 pM) can be compared. Consequently,
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Fig. 5. Percentage of integrase-oligonucleotide complexes as a function of
drug concentration. [], KHD161 at 25°C; B, KHD161 at 37°C; @, FZ117
at 25°C. Steady-state fluorescence anisotropies were measured at 25°C or
37°C as described in the text. The values were normalized based on the
anisotropy amplitude values (complex minus free oligonucleotide). One
hundred percent corresponds to an anisotropy amplitude of 0.180 (see
text). IN concentration, 120 nM. The fit of the KHD161 curves using a
sigmoidal shape gave IC;, values of 0.98 =+ 0.09 pM and 1.50 + 0.13 uM
at 25 and 37°C, respectively.
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DNA-binding inhibition probably accounts for the whole in-
hibition of enzyme activity, thus suggesting a competitive
mechanism of action. Unlike when IN and KHD161 were
preincubated before adding the DNA, the IN-DNA complex
was not disrupted when IN and DNA were preincubated
before adding the drug (data not shown).

To test the hypothesis of a competitive mode of action, we
determined IC;, values at different protein concentrations,
because the theory suggests that IC;; is related to IN con-
centration. Moreover, if this is case, K| can be estimated from
eq. 11. Note that the well known Cheng and Prusoff model
(1973), which estimates K; from IC,, values, is only valuable
for classic enzymatic conditions (i.e., low enzyme concentra-
tion and excess substrate), when free substrate and inhibitor
concentrations can be assumed to be equal to total concen-
trations. However, in the case of IN, the target of the inhib-
itor, the enzyme, is in excess compared with the DNA sub-
strate. Thus, the Cheng-Prusoff relationship cannot be used
because DNA and i (which represent concentrations of free
DNA and inhibitor, respectively) are not equal to DNA and
ir, respectively. In contrast to the Cheng-Prusoff relation-
ship, the Linden equation (Linden, 1982) represents the ex-
act solution of K, because it is not based simply on the
assumption that free and total concentrations are approxi-
mately equal (this last assumption is often true for Michae-
lis-Menten conditions). Unfortunately, as is shown below, the
Hill slope of the binding of IN to DNA is not equal to 1. In this
case, the Linden equation is not valid. In our study, the
estimation of K; was based on the knowledge of the ICy,
(which corresponds to the total inhibitor concentration, not
free), the IN concentration used in the assay (again, the total
concentration, not free), and the apparent K, value or INy,,
using eq. 11.

The experiments were carried out with the SQ derivative
FZ55, which has an inhibitory potency similar to that of
KHD161 (the IC,, value of FZ55 for the 3'-processing reac-
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tion, 2.5 uM, is slightly higher than those obtained in same
experimental conditions for KHD161). The saturation frac-
tion, Y, as a function of total inhibitor concentration (i) is
expected to be sigmoidal (see eq. 10). Accordingly, as shown
in Fig. 6, Y = f([iy]) was sigmoidal at four different IN
concentrations (Fig. 6, a—d). IC;, values were then obtained
from a sigmoidal model. To calculate the K; values at two
temperatures, 25 and 37°C, we first determined the apparent
K ; values using the isotherm binding curves shown in Fig. 7.
The results are summarized in Table 3. The apparent K,
value was rather constant in the 25 to 37°C temperature
range, indicating that the enthalpic contribution to the IN-
DNA complex formation is minor. Furthermore, the binding
of DNA to IN exhibited a positive cooperativity at both tem-
peratures (n = 1.81-1.88). As expected from eq. 11, the IC,
values were strongly dependent upon the experimental con-
ditions (i.e., the IN concentration) (Table 4). Taking into
account the various IN concentrations, the K; values were
rather similar for a given temperature (see the fourth column
of Table 4), and average K, increased slightly (from 620 to 890
nM) when the temperature was increased from 25°C to 37°C.
This indicates that in contrast to the IN-DNA interaction, the
binding of FZ55 to IN is not entropy-driven. The estimated
enthalpy for the IN-FZ55 complex was about —5.6 kcal/mol,
whereas the entropy was slightly negative. KHDI161 is
slightly better than FZ55. Taking into account the IC;, val-
ues found in Fig. 5, the calculated K; for KHD161 at 25°C and
37°C are equal to about 400 and 680 nM, respectively. This
agrees with the IC;, values found in activity tests. Note that
K, values can be calculated using eq. 11 only if fractional
saturation is near or equal to 1 in the absence of inhibitor.
This can be considered the case given the last column of
Table 4.

Only a model using n different sites was able to fit the
binding isotherm data. The Hill number, n, was found to be
equal to approximately 1.9 by the binding isotherms shown

Fig. 6. Percentage of integrase-oligo-

T T T T T l'l L
4 5 6 7 8 9 1011
[FZ55] (uMm)

nucleotide complexes as a function of
FZ55 and integrase concentrations.
Steady-state fluorescence anisotropies
were measured at 25°C as described
under Materials and Methods. a, [IN]
=120 nM; b, [IN] = 240 nM; ¢, [IN] =
360 nM; d, [IN] = 480 nM. The IC;,
values together with those obtained at
37°C are reported in Table 4.
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in Fig. 7. This finding was confirmed by simulations of inhi-
bition curves using eq. 10 and according to the K; and K,
values calculated in the previous section. Two examples are
shown in Fig. 8, using two different IN concentrations [120
nM (Fig. 6a) and 240 nM (Fig. 6b)]. When n was equal to 1,
the shape was hyperbolic and was not consistent with the
experimental data. It was thus necessary to increase n to fit
the experimental curves. A Hill coefficient of approximately
2.5 was found, which is compatible with the value of 1.9
found in direct binding isotherm experiments. The nonhyper-
bolic shape of the inhibition curves shown in Fig. 6 can
therefore be explained by the positive cooperative binding of
IN to DNA.

At higher DNA substrate concentrations (>10 nM), the
3’-processing activity decreased (data not shown). The most
plausible explanation for this is that the active multimeric
form of IN is not favorable at this high DNA substrate/IN
ratio. According to the steady-state fluorescence anisotropy
data, it seems that a simple 1:1 model of IN/viral DNA
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interaction is not sufficient to fit the experimental data of
both binding isotherm and inhibition. A cooperative model is
more appropriate and gives a Hill coefficient of between 1.9
and 2.5. In a previous study, we found a monomeric form of
IN bound to DNA at 25°C and a monomer-dimer equilibrium
at 37°C (Deprez et al., 2001). These results were obtained at
a low IN/DNA ratio (from 5 to 10). Given the K, value found
here (apparent K, ~35 nM), these conditions were not fa-
vorable to observe multimeric forms of IN onto DNA. Here,
the IN/DNA ratios were much higher at both 25°C and 37°C
(from 120 to 480), which could explain the cooperativity of
DNA-binding, which is clear from the direct binding of IN to
DNA (Table 3) and the displacement of the equilibrium in the
presence of SQs (Fig. 8).

Styrylquinolines Do Not Inhibit the 3’-Processing
Activity of Preformed IN-DNA Complexes. Our results
show that the inhibition of 3'-processing is probably caused
by a competition mechanism between the drug and the DNA
substrate. Because IN-DNA complexes display half-lives of a
few hours, without turnover of the enzymes during the reac-
tion (Lee et al., 1995; Pemberton et al., 1996), SQs must act
on free IN and can only efficiently block IN when preincu-
bated with the enzyme. They should not inhibit 3’-processing
performed by preformed IN-DNA complexes. This idea is
reinforced by the results of the DNA-binding assays de-
scribed above. To address this hypothesis, we compared the
effect of SQs on the 3'-processing reaction when IN was
preincubated with KHD161 before adding the DNA substrate
and when IN was allowed to form a complex with its cognate
DNA substrate before adding the inhibitor (Fig. 9). First,
KHD161 was incubated with 50 nM IN before the addition of
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Fig. 7. Binding isotherms for IN-oligonucleotide interactions. The con-
centration of fluorescein-labeled DNA was 1 nM. Various IN concentra-
tions were preincubated with DNA at 25°C (l) or 37°C (O) for 20 min to
reach equilibrium. Steady-state fluorescence anisotropies were then mea-
sured at the same temperatures.
TABLE 3
Parameters for the IN-DNA binding isotherm
IN, t Hill Anisotr
o a:) paren Coefficient AmL:)t],itS Z

25°C 37.5 = 3.5nM 1.88 = 0.04 0.183 + 0.014

37°C 3928 nM 1.81 + 0.08 0.180 + 0.006
TABLE 4

IC50 and Ki for FZ55 at different IN concentrations

K; was calculated from eq. 11. The apparent K, values at 25° C and 37°C in eq. 11
were obtained from the plot shown in Fig. 7.

(IN)*
[Integrase] IC5¢ K; AN 5 +{INso) s
nM nM nM
25°C 120 1575 = 197 670 0.899
240 3930 *+ 623 687 0.970
360 5270 * 227 573 0.986
480 6930 + 374 548 0.991
37°C 120 2340 + 174 1090 0.883
240 4540 *+ 264 844 0.964
360 6900 *+ 411 802 0.982
480 9810 * 588 832 0.989
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the DNA substrate (Fig. 9, lanes 1-8). Submicromolar inhi-
bition was observed, with an IC,; of 0.4 pM. This value was
lower than that determined above (1.2 pM) because the con-
centration of IN was lower (50 nM compared with 120 nM).
Second, IN/LTR complexes were preformed for 20 min at
25°C in the presence of Mg?*, because it has been shown
previously that the amount of complexes is optimal at this
time (Brodin et al., 2002). The drug was then added and the
reaction was allowed to proceed at 37°C (Fig. 9, lanes 9-15).
In a control experiment, a metal chelator, EDTA, was added
immediately after the preincubation period to ensure that no
3’-processing could take place during this step. In the pres-
ence of EDTA, only a low level of residual activity was ob-
served (lane 16), demonstrating that the 3’-processing activ-
ity observed in the absence of EDTA mainly occurred during
the incubation at 37°C. In this condition, the inhibition by
the SQ was dramatically decreased, with an ICg, of more
than 30 uM. Thus, this compound was much less efficient in
inhibiting the 3’-processing activity of the preformed IN-
DNA substrate complex because of its inability to disrupt the
complex.

Styrylquinoline Derivatives Inhibit Strand Transfer
Activity of Immobilized IN-DNA Complex. SQs cannot
inhibit the 3’-processing of preformed complexes. However,
because strand transfer requires the binding of a second
DNA molecule to the processed DNA-enzyme complex, our
data did not allow us to draw any conclusions about their
abilities to act as strand transfer inhibitors. Unlike inhibi-
tors such as DKA derivatives, which specifically impair the
strand transfer process, SQ compounds efficiently inhibit the
3'-processing reaction. However, in overall standard in vitro
activity assays using oligonucleotides that mimic one LTR
extremity, the strand transfer products correspond to the
transfer of a processed DNA into a homologous DNA. In the
case of SQ, inhibition of the 3’-processing reaction obviously
leads to a marked decrease in the amount of strand transfer
products. This observation does not necessarily mean that
SQs are potent inhibitors of the strand transfer process be-
cause the apparent inhibitory effect may simply result from
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Fig. 9. Comparison of the effects of styrylquinoline on the free IN and
preassembled DNA-IN complexes for the 3’-processing reaction. IN was
incubated with the U5 blunt substrate for 20 min at room temperature to
allow formation of the IN-DNA complex. The 3’-processing reaction was
subsequently started by increasing the temperature to 37°C and allowed
to proceed for 1 h. A control reaction was quenched by adding EDTA at
t = 20 min to determine the reaction yield during the preincubation
period. Increasing concentrations of KHD161 were added before (lanes
1-8) or after (lanes 9-16) the formation of IN-DNA complexes. Drug
concentrations: lanes 1 and 9, 0.3 uM; lanes 2 and 10, 1 um; lanes 3 and
11, 3 pm; lanes 4 and 12, 10 uM; lanes 5 and 13, 30 uM; lanes 6 and 14,
100 uM; lanes 7 and 15, no inhibitor; lanes 8 and 16, no inhibitor and 10
mM EDTA.
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the disappearance of the substrate of the strand transfer
reaction. On the other hand, classic strand transfer assays
using preprocessed DNAs may only reveal the propensity of
drugs to inhibit the binding of IN to its DNA substrate. To
test whether SQs can inhibit the strand transfer indepen-
dently of the 3’-processing reaction, we assayed this activity
on a preformed IN-DNA complex. The viral preprocessed
DNA substrate (LDS31A/LDS32Bp) was immobilized on the
NH2-activated surface of a microtiter plate and the IN-DNA
complex was formed by allowing IN to bind to the substrate
for 20 min. Free IN was removed, and biotin-labeled double-
stranded DNA target was added in the presence of the SQ
derivative. A dose-dependent inhibitory effect was observed
when SQ was added after the formation of the IN/DNA com-
plex (Fig. 10). The IC;, value in this condition was approxi-
mately 6 pM. In a control experiment (not shown), KHD161
was added before IN to determine the inhibition of strand
transfer caused by the impairment of IN-binding to its sub-
strate DNA. The IC,, value was about 1 uM. Although the
IC4, value obtained for the preformed complex, 6 pM, was
higher than that observed when the drug was present before
the formation of the complex, this result indicates that SQs
also inhibit the strand transfer reaction.

Discussion

Our experimental data indicate that SQ compounds are
pure competitive inhibitors of the 3’-processing reaction. SQs
inhibit the formation of the IN-viral DNA complexes with K,
values of 0.4 to 0.9 uM. The fluorescence spectral study of one
derivative strongly supports a direct binding of SQ to IN. Two
of the three protein domains display a DNA-binding activity
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Fig. 10. Inhibition of strand transfer reaction on immobilized IN-U5-2
complex by KHD161. HIV-1 IN (100 nM) was incubated with prepro-
cessed U5 substrate covalently immobilized on a microtiter plate for 20
min at room temperature. Free IN was subsequently removed. The reac-
tion was started by increasing the temperature to 37°C and allowed to
proceed for 1 h. The reaction mixture included 130 nM of biotin-labeled
double-stranded DNA target and increasing concentrations of KHD161
compound. The reaction was stopped by adding EDTA. Strand transfer
products were quantified by measuring phosphatase activity as indicated
under Materials and Methods. Inhibition is indicated as a percentage of
the control activity.
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and are therefore potential targets: the catalytic core, which
contains the catalytic triad, and the C-terminal domain,
which stabilizes the DNA-protein interaction. Previous inhi-
bition experiments of the core domain-mediated disintegra-
tion reaction by SQs strongly suggested that this domain was
the target (Zouhiri et al., 2000). The docking data with the
HIV-1 catalytic core confirm this hypothesis. These data
indicate the existence of stable interactions between SQ and
the core domain near the DDE triad (cluster 1) and other
residues known to make contacts with DNA. Moreover, these
interactions remained stable over a 2-ns MD.

SQs were efficient when they were added before the for-
mation of IN-DNA complexes, suggesting that once bound to
the target, IN, they prevent DNA binding as suggested by
computational docking. This mechanism was confirmed by
fluorescence anisotropy assays. The addition of SQs pre-
vented the formation of IN-DNA complexes in a manner that
is compatible with the decrease in the 3’-processing activity.
Therefore, SQs do not act in the subsequent catalysis step.
Furthermore, SQs were unable to disrupt preformed com-
plexes and did not inhibit the 3’-processing of the preformed
IN-viral DNA complex. This is in agreement with other data
showing that IN-DNA complexes are very stable (£, = 1 h)
and characterized by a very slow turnover (k_,, = 0.04—0.06
min~?) (Lee et al., 1995; Pemberton et al., 1996). Thus, the
very slow dissociation rate of the IN-DNA complex does not
allow competition with SQ to take place within the duration
of the experiments described here.

The in vitro inhibition activity of styrylquinoline is mainly
related to the simultaneous presence of a carboxyl group at
C-7 (Zoubhiri et al., 2000) and a hydroxyl group at C-8 in the
quinoline subunit (this study; see FZ117). At experimental
pH, close to neutrality, KHD161 and FZ55 probably have a
net charge of —1 (reinforcing the hypothesis that DNA is not
a ligand for these drugs) and are most likely stabilized in the
active site through interactions between the o-hydroxy acid
group (7-COO7/8-OH) and the Mg?* cofactor. The enol form is
more favorable in aqueous medium, but the keto form has
more favorable interaction energy in the active site context.
Such interactions are compatible with an enthalpy-driven
association of the drug with the active site as found using
steady-state fluorescence anisotropy assay. In contrast, IN-
DNA interactions seem to be driven primarily by entropy,
probably because of a large solvent contribution (the release
of water from large protein-DNA interfaces is entropically
favorable).

Using assays that make it possible to test independently
the inhibition effect on the strand transfer process performed
by a preformed complex between IN and the preprocessed
viral DNA substrate, we found that SQs may significantly
inhibit the subsequent integration reaction into a heterolo-
gous target DNA. The corresponding ICy, value was higher
than that measured for 3’-processing (6 versus 1 uM, respec-
tively). Two models can explain this result: 1) SQs may target
and actively disrupt the preformed complex. This hypothesis
is unlikely because we established that SQs do not efficiently
inhibit the 3’-processing of the preformed IN-viral DNA com-
plex. This means that once the IN-viral DNA or the IN-
preprocessed viral DNA complex is established, it cannot be
disrupted by competitive drugs. 2) SQs may bind to a second
site within the active site in a manner that competitively
inhibits the binding of the second substrate, the target DNA.
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This secondary binding site that prevents the target DNA
from binding could be close to the first one that prevents the
viral DNA from binding, yet distinct in the active site. In this
binding mode, SQs would act similarly to DKA compounds
(Espeseth et al., 2000). However, one major difference be-
tween SQ and DKA compounds is that SQs have a lower
affinity for the target DNA binding site; the ICy, values for
strand transfer are significantly higher than the values
found for 3'-processing. The situation is very different for the
DKAs because they do not bind efficiently to the active site of
the DNA-free IN (Espeseth et al., 2000). Based on our results,
we cannot determine whether SQs also bind to the second
site in the context of the DNA-free IN or only when the first
DNA substrate is already bound, as is observed with DKAs.

From computational simulations, it seems that cluster 1 is
very likely to be the primary binding site for SQs. This
cluster, which corresponds to one of the two proposed DNA-
binding sites (Perryman and McCammon, 2002), contains the
catalytic triad and several key residues for DNA binding.
This cluster is characterized by a positive electrostatic poten-
tial created by residues Lys156, Lys159, and His67. The
average interaction energy is better in cluster 1 than in other
clusters. Moreover, unlike clusters 2 and 3, the interaction
energy is strongly affected by the proximity of Mg2™* in this
cluster in accordance with experiments. In fact, IN has much
less effect on the fluorescence properties of FZ55 in the ab-
sence of Mg®* or in the presence of EDTA. Nevertheless,
clusters 2 and 3 may be candidates for the secondary binding
site. It is not clear which one is actually the target, but
cluster 3 contains two key residues for DNA-binding (Ma-
zumder et al., 1996; Esposito and Craigie, 1998) and corre-
sponds to one DNA binding site proposed by Perryman and
McCammon (2002). Nevertheless, our docking data were ob-
tained with the DNA-free protein, and we cannot rule out the
idea that the secondary SQ-binding site is created by the
binding of DNA in a manner similar to that described previ-
ously for DKAs. In that case, the role of a second Mg?* in the
active site could be crucial for the stabilization of the SQ in
the second binding site.

A recent study (Marchand et al., 2002) suggests that two
different binding sites for DKAs may coexist in the active site
and the donor and the acceptor sites. Accordingly, a DKA
compound, such as L-708,906, that preferentially inhibits the
strand transfer reaction, binds within the acceptor site. Bi-
functional DKAs and a DKA-related compound, 5-CITEP, are
less selective and seem to bind both donor and acceptor sites.
SQs behaves similarly, and the existence of two binding
modes may be extended to many compounds having both
aromatic and carboxylate groups. Therefore, it seems that all
these compounds share a common competitive mechanism of
action, with a more pronounced effect against either donor or
acceptor DNA-binding depending on their relative affinities
for the corresponding binding sites. 1L-708,906 displays ex-
treme behavior; it has a very low and a very high affinity for
the donor and acceptor sites, respectively. The bifunctional
DKA and 5-CITEP bind to both sites but have a higher
affinity for the acceptor site because they are better able to
inhibit the strand transfer than the 3’-processing. Finally,
SQs can efficiently inhibit 3'-processing and exhibit signifi-
cant proper activity on the strand transfer reaction starting
from a preassembled IN-preprocessed viral DNA complex.
According to the IC;, values obtained for the two catalytic
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steps, SQs probably have a greater affinity (5- to 10-fold) for
the donor site than for the acceptor site, in contrast to that
observed for Merck or Shionogi inhibitor.

It is widely believed that the stable IN-DNA interaction
within the preintegration complex precludes inhibitors act-
ing as competitor of donor DNA from being effective in the
cellular context. If this is correct, compounds that inhibit
3’-processing in vitro in a competitive manner should be
unable to block viral replication. However, although most
3’-processing inhibitors actually lack antiviral effect, this is
not the case for SQs (Zouhiri et al.,, 2000) and other 3’-
processing inhibitors such as pyranodipyrimidine compounds
(Pannecouque et al., 2002), which show a moderate activity
ex vivo. Several hypothesizes may account for this apparent
discrepancy. First, in light of our data, the ex vivo activity of
SQs could still be related to their ability to inhibit the strand
transfer reaction. Because SQ derivatives are less efficient
against strand transfer than 3’-processing in vitro, this hy-
pothesis could explain the micromolar antiviral activity de-
tected ex vivo. Recently, another series of IN inhibitors that
is not specific for strand transfer in vitro was shown to
effectively prevent HIV replication by inhibiting integration
(Pannecouque et al., 2002). Second, we cannot rule out the
possibility that the active site of IN is accessible, at least
transiently, during the early steps of replication. If this is the
case, the 3’-processing reaction could be affected by SQs. The
early targeting of IN might also affect revers transcriptase,
because functional interactions between both proteins have
been described. In fact, the KRK (186-188) motif of IN has
been described to play a major role in the efficiency of reverse
transcription (Tsurutani et al., 2000) and two residues of this
motif, Lys186 and Lys188, were present in cluster 2 of our
docking study. Finally, the IN-inhibitor interaction may alter
the karyophilic properties of the enzyme, which are required
for the nuclear translocation of the preintegration complex. It
is noteworthy that a single structural protein domain may be
simultaneously involved in both DNA-binding and nuclear
localization (Nissen et al., 2000). Studies on the ex vivo
mechanism(s) of inhibition of HIV replication by SQs are in
progress.
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PARTIE I1

Conformation et flexibilité de nucléosides
différemment substitués en 2’ et effets
d’analogues de I’ADN viral sur Pactivite de
3’-processing de ’IN
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L’interaction spécifique entre un ADN et une protéine est généralement un processus
complexe de reconnaissance directe et indirecte. La reconnaissance directe se fait a travers
des liaisons spécifiques entre les deux molécules. La reconnaissance indirecte implique la
structure, la forme et la flexibilité des molécules mises en jeu dans I’interaction.

On a pu observer, sur de nombreux complexes, que la fixation d’une protéine induit des
déformations de la molécule d’ADN. Dans d’autres cas, des distorsions préexistent dans la
double hélice d’ADN mais sont accentuées par la liaison de la protéine.

Les analogues des nucléosides permettent de modifier la structure de I’ADN et donc les
interactions d’un ADN avec sa protéine cible. Si la liaison de I’ADN cible induit ou accentue
une déformation de I’ADN, le changement de flexibilit¢ devrait influer sur la vitesse de
formation du complexe actif.

L’activité de 3’-processing de I’'IN nécessite que I’IN reconnaisse de fagon spécifique les
extrémités LTR de I’ADN viral. Le processus de cette reconnaissance n’est actuellement pas
compris. La détermination de ce mécanisme d’interaction, formant le complexe IN/ADN
actif, permettrait d’orienter la conception de nouvelles drogues inhibitrices de I’IN.

Pour essayer de comprendre les déterminants de la spécificité de 1’interaction IN/ADN viral,
des analogues de nucléotides ont été insérés dans des oligonucléotides doubles brins mimant
I’extrémité LTR US de I’ADN viral (équipe M. Gottikh) et les effets de ces modifications sur
le 3’-processing (équipe J-F. Mouscadet) ont été mesurés. Pour comprendre ces effets, nous
avons voulu déterminer qu’elles étaient les modifications structurales que pouvaient induire
ces analogues de nucléotides. Nous avons alors réalisé une étude structurale, par mécanique
quantique ab initio, de nucléosides différemment substitués en 2°. Nous avons voulu prédire
la conformation adoptée par ces analogues de nucléosides dans une double hélice ainsi que
leur flexibilité. On aurait pu penser que pour déterminer la structure adoptée par 1’analogue de
nucléoside, il suffisait de trouver la conformation du minimum absolu. Notre travail montre
que la structure ne peut étre prédite correctement que lorsque le squelette a une conformation
compatible avec celui des acides nucléiques doubles brins. D’autre part, 1’orientation des

substituants et I’hydratation, jouent un réle trés important.
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Chapitre I

Détermination ab initio de la flexibilité de 2’-aminoribonucléosides
et de 2’-aminoarabinonucléosides

L’effet de I’introduction d’un 2°-NH2 ribonucléoside dans une double hélice d’acide
nucléique est mal compris. L’introduction d’un groupe amino en 2’ dans un fragment d’ADN
mais également dans un fragment d’ARN double brin fait décroitre la température de fusion.
Dans I’ARN, il a ét¢ montré par RMN que I’aminoribonucléoside est en Nord (Pham et al.,
2004). Si I’aminoribonucléoside adopte également une conformation Nord dans I’ADN, sa
présence permet de comprendre la déstabilisation de I’ADN ou tous les sucres sont en Sud.
Par contre cette conformation n’explique pas pourquoi I’ARN, ou tous les sucres sont en
Nord, est également déstabilisée.

Pour essayer de comprendre 1’effet d’un 2’-aminonucléoside dans les doubles hélices d’ADN
et d’ARN, nous avons réalisé¢ une étude struturale de ce nucléoside modifié par mécanique
quantique ab initio (niveau théorique B3LYP/6-31G*).

Nos calculs montrent que lorsque le groupe amino est orienté vers 1’03’ (comme I’orientation
préférentielle du 2°-OH des ribonucléotides (Auffinger and Westhof, 1997)), le 2°-NH2
ribonucléoside est en Nord dans la conformation la plus favorable qui puisse étre insérée dans
une double hélice. Ceci explique que I'insertion d’un 2’-aminoribonucléoside déstabilise un
ADN mais elle ne devrait pas affecter un ARN. Si une molécule d’eau est placée pres du
groupe 2°-NH2 par analogie avec la molécule d’eau formant dans les ARN un pont hydrogéne
entre le groupe 2’-OH et la base (le N3 des purines ou 1’02 des pyrimidines) (Egli et al.,
1996), le 2’-aminoribonucléoside est plus flexible qu’un ribonucléoside; il est le plus souvent

en Nord mais adopte une conformation Sud. Il aura tendance a étre plus souvent en Sud dans
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une double hélice normalement en Nord. Ces passages en Sud désordonnés déstabilisent la
structure d’ARN. Un 2’-aminonucléoside déstabilise donc un ADN parce qu’il est en Nord et
un ARN parce qu’il est plus flexible qu’un ribonucléoside (voir chapitre II pour les propriétés
de flexibilité des ribonucléosides).

Aurup et al. ont montré que D’introduction d’un groupe amino protonné en 2’ dans un
fragment d’ADN double brin faisait également décroitre la température de fusion (Aurup et
al., 1994). Par nos calculs de mécanique quantique, nous avons pu montrer que le 2°-NH3+
ribonucléoside est en Sud dans la conformation la plus stable qui peut étre insérée dans une
double hélice. L’angle de torsion ¢ dans cette conformation Sud est caractéristique de la forme
By d’une double hélice et non de By. In vacuo et en solvant implicite, le nucléoside modifié est
extrémement rigide et ne peut pas €tre en Nord. De plus, sa structure présente un angle
glycosidique x anormal qui est favorisé par une forte attraction d’un proton du groupe NH3+
par ’O2 de 'uracile ou le N3 de 1’adénine. Seule, la présence d’une molécule d’eau, pontant
le proton de I’amino et la base, supprime ce phénoméne et maintient 1’orientation attendue
pour une base d’une double hélice. L’analogue de nucléoside devient également plus souple,
en présence de la molécule d’eau. Une conformation Nord est alors plus accessible mais elle
présente un ¢ tout a fait anormal pour une structure en double hélice. La déstabilisation,
observée par I’introduction du nucléoside modifi¢ dans un ADN, ne peut pas s’expliquer par
un effet du plissement du sucre mais pourrait plutdt étre liée a la conformation du squelette
sucre-phosphate.

Nous avons ¢également déterminé la conformation et la flexibilit¢ de 2’-
aminoarabinonucléosides. Lorsque le groupe 2’-amino neutre est positionné en arabinose, le
plissement Nord est favorisé. Le nucléoside modifié est rigide in vacuo et devient un peu plus
souple lorsqu’il est en solvant implicite. L’introduction de cet analogue de nucléoside dans un
ADN devrait déstabiliser la double hélice.

Le groupe amino protonné, orient¢ en arabinose, favorise le plissement Sud. 11 est
extrémement rigide in vacuo et en solvant implicite.

Par ailleurs, nous avons calculé la carte d’énergie potenticlle de la désoxyadénosine dans
I’espace amplitude/pseudorotation afin de déterminer le chemin entre le plissement Sud et
Nord des sucres. Dans les conformations qui peuvent étre introduites dans les structures en
double hélice, la vallée a I’Est est unique. Ainsi les transitions Sud«<>Nord des sucres peuvent
uniquement se faire a travers la barriére Est.

L’ensemble de ce travail est présenté dans le manuscrit joint ci-apres.
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ABSTRACT

The sugar puckering of adenosine and uridine nucleosides with a neutral or protonated amino
group at 2’ in the ribo or arabino orientations are determined using high level quantum
mechanical calculations. The amino group has always been found to be pyramidal and its
orientation governs the conformation of the sugar. However, north puckering is favored
among the conformations where the amino group points to the O3’ as the 2’-hydroxyl group
does in RNA. An explicit water molecule set as in RNA decreases the energy gap between the
north and the south conformations. The model then shows that the insertion of an amino
ribonucleotide destabilizes double-stranded RNAs and also double-stranded DNAs. The
protonated NH3+ group at 2’ favors the S-type but distorts the backbone. In the arabino
orientation, an NH2 substituent at 2’ favors north puckering and an NH3+ south puckering.
The whole relaxed potential map, in the amplitude/pseudorotation space, shows that for
natural deoxyadenosine there is only one valley in the east running from south to north
puckering.
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INTRODUCTION

Double-stranded DNA is in a dynamic equilibrium between various conformations depending
on base sequence and environmental conditions (1-3). In aqueous solution, DNA is mostly in
the B-form, which is characterized by the C2’ endo or South (S) conformation of the
nucleotide sugar. The sugar may switch to the C3’ endo or North (N) conformation in less
hydrated medium or in protein-DNA complexes (4-6). Although DNA and RNA differ only
by one hydroxyl group, this is enough to confine RNA double helices to a single structural
family (the A form), whereas DNA is polymorphic and exists in a variety of structural
families including the A, B and Z forms (7).

The substituent at the 2’ position can have two different orientations. In ribonucleotides, it,
and Os-, are in the cis position relative to the C,-Cs- bond of the furanose ring. In arabino
nucleotides they are in the trans position.

Nucleoside and nucleotide analogues have for long been used as antiviral, antibacterial and
anticancer agents (8, 9). In recent years, the substitution of the 2’ position of ribonucleotides
with an amino group has been used to enhance nuclease resistance (10): this modification
increases the therapeutic efficiency of aptamers (11). Aminonucleosides are used as sites of
post-synthetic chemical modifications, and play a central role in cross-linking strategies (12,
13). Amino groups in 2’ accelerate the phosphodiester cleavage (14). 2’-amino substituted
nucleotides are more acylated when they are incorporated into bulged sites of DNA duplexes
(15). These properties are extensively used to determine the structure of ribozymes (16).
There have been many attempts to find a satisfactory rule for assessing the pucker of natural
or modified nucleosides. Nucleosides modified at the 2’ position have been synthesized to
identify the factors that control the S to N equilibrium. The first rule concerned dihedrals
containing electronegative atoms X and Y. According to the gauche effect, the X-C-C-Y
dihedrals are more often in gauche than in trans conformations (17) and this rule was
sufficient to simulate the conformation of 2’-fluoro-2’deoxyribose correctly. Later, it was
suggested that the N-S equilibrium results from two opposite trends. i) Because of steric
hindrance the base should have an equatorial orientation relative to the furanose ring. This is
favored in the furanose S-conformation. ii) The so-called anomeric effect is the interaction
n(04’)->c*(C1’-N) between the O4’ lone pair and the base nitrogen. It is favored in the
furanose N-conformation (18). It was found that the population of a nucleoside in the N
conformation increases with the electronegativity of the substituent (19, 20). The rule applies
to the 2’-OCHS3, 2°-SCH3 pair of nucleotides (21). Interestingly, the 2’-aminonucleoside is
one of the nucleosides farthest away from the regression line (19). Although NH2 is more
electronegative than H, it does not increase greatly the population in the N conformation. A
2’-aminonucleosides by themselves in solution are mostly in the S conformation. However,
Aurup et al. (22) observed decreases in both the thermal stabilities of RNA/RNA but also in
those of RNA/DNA and DNA/DNA helices when 2’-aminocytidines are present. The 2’-
aminonucleotides were thought to be in the N conformation in all duplexes (23) and this was
later confirmed by NMR (13) and by X-ray crystallography (24) for the case of self
complementary RNAs containing a unique modified 2’-aminonucleotide.

Gauche effects, anomeric effects and electronegativity can be tuned in a set of experimental
structures and this would elucidate the conformation of a modified nucleoside. This ab initio
approach is however the most reliable if only few or no NMR or no X-ray structures are
available. Such quantum mechanical methods have proved their value for natural
deoxynucleosides (25, 26) which are found in the S conformation. Moreover, compounds
with a 2°0OH furanose mostly adopt the N conformation (27) among conformations
compatible with a double helical structure.
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Ab initio methods can be used to determine conformations in the global and local minima and
how these are populated from the energy gaps. Moreover the path connecting two
conformations and the energy barrier can be estimated, giving some insight into the dynamics
of the conformational change.

In this work, we determine the conformation of nucleosides carrying either a NH2 or a NH3+
group at the 2’ position either in ribo or arabino orientation using ab initio methods that take
the electronic correlation into account. We found that solvation plays an important role, so we
report calculations in vacuo, in a continuous medium having the dielectric constant of water
and in vacuo in the presence of an explicit water molecule. When the 2’-aminonucleoside is in
vacuo or surrounded by the continuous medium our prediction is that it will be found in the S
conformation; it will be in the N conformation only when the 2’-amino group is oriented
towards the O3 as the 2’-hydroxyl group does in RNA. The study of the conformations leads
to an estimate of the populations and helps to understand why the insertion of a 2’-
aminonucleoside destabilizes both double-stranded DNA and double-stranded RNA. We
develop a model in which the N conformation is the most favored so that it agrees with NMR
data. Moreover, the insertion of an N-type nucleoside into a DNA duplex would cause its
destabilization. However, the energy gap between N and S should be significantly smaller
than its value in a ribonucleoside to explain the destabilization of an RNA duplex.

METHODS

Quantum mechanical calculations were carried out with the Gaussian 98 and 03 programs (28,
29) using the 6-31 G* basis set. Energy minimizations were performed to the default
tolerances in the Gaussian programs. All degrees of freedom, other than those specified as
being fixed, including all bond lengths and angles, were allowed to relax during the energy
minimizations.

Two levels of theory were used for the minimizations: the Hartree-Fock (HF) level and the
Density Functional Theory / Becke 3, Lee, Yang and Par (DFT/B3LYP) level. The B3LYP
level considers the electron correlation effects explicitly. The effect of the solvent on the
conformation was estimated in two different ways. i) The nucleoside was embedded in a
continuous medium having the dielectric properties of water using the conductor-like
polarizable continuum model (CPCM) method (30, 31). ii) A water molecule was added to
the nucleoside and the complex was minimized in vacuo. In the case of NH3-RIB-U (Fig. 1),
the water molecule was initially positioned with one of its protons, Howr, in contact with the
O, atom of the uracil and its oxygen, Owr, in contact with the Hx, hydrogen of the 2’-group.
In the case of NH2-RIB-U, the calculations were performed with two different initial
orientations of the water molecule. In the first, WTl, the Hoywr and Owr atoms of the water
molecule form hydrogen bonds with the O, and Hx, atoms of the 2’-amino nucleoside,
respectively. In the second, WTZ, the Howr and H;wr protons of the water molecule form
hydrogen bonds with the O, and Nx atoms of the 2’-amino nucleoside, respectively..

- Insert Figure 1 about here —
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The dihedral angles in the nucleosides (Fig. 1) are defined as follows:

B v 5 &
Hst — Os’ = Cs» — C4 — C3» — O3 —Hsr
The glycoside angle y is defined as: Oy — C;» — Ng — C4 for purines and Oy — C;» — N — C;
for pyrimidines. The five endocyclic dihedral angles were approximated by a Fourier analysis
giving the phase or pseudorotation angle (P) and the amplitude (t) according to (32) :

7, =z‘cos[P+47z(j—2)/5] (1)
From the measurements of the dihedrals tjin a conformation, A and B are computed as:
4
A=2/5Yt,cos[4r(j—-2)/5] )
J=0
4
B=-2/5) 7, sin[4z(j-2)/5] (3)
j=0
which give the amplitude, t, and the pseudorotation, P, through:
Z'=(A2+32 )1/2 (4)
P=tan"'B/ A (5)

The amplitude is obviously a positive number. However, it can be used an algebraic number
when 1, is zero, (O4’ endo and O4’ exo conformations): it is then positive when P=90° and
negative when P=-90°. The pseudorotation space is divided into four equally sized quadrants
centered around P=0.0°, P=90.0°, P=180.0° and P=-90.0°, referred to as the north (N), east
(E), south(S), and west (W) quadrants, respectively.

When locating the north and south energy minima, the initial furanose conformations were set
in canonical N and S puckering, respectively and the dihedral angles B3, y and y were assigned
modal values from the crystal DNA structure database (33) as follows:
B=175°+15,y=57°+ 10 and x =-161° £ 11 for N-type conformations;
B=168°+25vy=51°+16 and y =-108°+ 11 for S-type conformations.

The energy profile of a furanose cycle substituted in 3’ by a O3--P group shows three minima
when ¢ is varied (34). Therefore, in addition to the puckering and the dihedrals 3, y and ¥, the
dihedral € was set in —ap, —sc and +sc before optimization. In most cases, the dihedrals are
unfrozen during the minimization. When the furanose of the minimized conformation is S-
type, and € in —ap or —sc the conformation is called B; or By form. The minimum
corresponding to € in the +sc range we call By Similarly, when the furanose is in the N
conformation, the minima, with € in —ap, —sc and +sc are called A, Ay and Ay forms. For
neutral amino nucleosides, certain conformations were minimized by freezing the & dihedral
angle to avoid the formation of the Hjr...Nx hydrogen bond which cannot exist in
polynucleotide chains. The value chosen for € depends on the conformation involved: -155°
for the A and B; forms, -90° for the Ay and By forms and +30° or +60° for the Ay and By
forms. The conformations were prepared using our program Morcad (35) to satisfy all the
constraints including the dihedrals to be frozen before they were submitted to Gaussian.

Potential energy differences were calculated to study the relationship between conformation
and energy. The electronic energy of the By final conformation was used as the as reference
(AE=0).

The east energy barrier separating the A and B; conformations was identified and
characterized as the O4 endo conformation of the furanose (26) by freezing the endocyclic
dihedral angle 1, (C;> — C» — C3- — Cy) to 0.0°.
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To compute the relaxed potential map, the dihedral angles B, y, ¥ were set to their modal
values and the sugar puckering (t, P) was set as required by freezing two of the endocyclic
T;s. When one of B, v, % departed from the modal range during minimization, it was frozen
and the minimization restarted. The conformation was then minimized with two endocyclic
dihedrals frozen. Next, the constraint on one of the frozen intracyclic dihedral was removed
and an additional minimization was performed. The energy at a representative point in the (t,
P) plane, was thus estimated with a different number of frozen dihedrals and a different
number of optimizations according to its location. In a preliminary study, all the intermediate
steps obtained during the minimization were retained to increase the number of energy
evaluations in the (t, P) plane. When an endocyclic dihedral is frozen, the conformations
obtained at each step of the minimization describe a straight descent line in the (t, P) plane
(see Eq. 1) and yield the fully minimized conformation (when the gradient is perpendicular to
the descent line). However, at the intersection of two descent lines we obtained inconsistent
values and decided only to keep the fully minimized conformations. The points in the (t, P)
plane representing fully minimized conformations were used to build Delaunay triangles to
partition the (t, P) plane without overlap. A set a 3 points is a Delaunay triangle if its
circumscribing circle does not contain any other point. Equipotential lines were drawn from a
linear interpolation on the sides of the Delaunay triangles.

RESULTS AND DISCUSSION
H-A

Foloppe et al. (26) studied all the natural deoxynucleosides in the A and B; conformations
using various ab initio methods including HF/6-31G* and B3LYP/6-31G*. Here, using HF/6-
31G*, B3LYP/6-31G* and B3LYP/CPCM/6-31G*, and starting from the six conformations
described in the methods section, six unconstrained minima for the deoxyadenosine were
found (see Table 1): three of them have N puckering and three of them S puckering. The
results agree with literature (34) when the method and the starting conformation overlap. The
values of 3, y, and & dihedrals (not shown), and of € and y (shown in Table 1) were in the
modal ranges for each of the canonical A, B;, and By DNA forms. The higher energy
conformations, Ay, Ay and By, can be associated with DNA forms observed by NMR (36)
and in some rare protein - nucleic acid complexes deposited in the Protein Data Bank (33).
The ab initio computations show that deoxyadenosine has equilibrium conformations that can
be inserted into a double stranded deoxynucleic acid with only small distortions.

The most favorable conformation at all theoretical levels is B;. When the deoxyadenosine is
completely embedded in a continuous medium, as in the CPCM model, the Ay and By
conformations are more favorable than the A form (Fig. 2), for which there is no experimental
evidence. However, when deoxyadenosine is inserted in a double-stranded nucleic acid, it is
not entirely in contact with the solvent. Therefore, the CPCM model exaggerates the effect of
the solvent.

- Insert Table 1 about here —
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- Insert Figure 2 about here —

Relaxed potential map.

Deoxyadenosine was minimized at the B3LYP level starting from many different
conformations. Various endocyclic dihedrals were frozen during the minimizations to get an
energy evaluation in the (t, P) plane (see methods section). Moreover, the backbone dihedrals
must not depart substantially from the modal values. Fig. 3 shows the number of dihedrals
that were frozen during the minimizations for each of the points. Most points in the middle of
the map or on the eastern side were obtained with only one frozen dihedral. On the west,
several points were obtained by freezing B at 168°. The isopotential lines show two minima
(south and north, marked 0) and a unique saddle point on the east, most probably close to the
12=0 line as suggested by Foloppe et al. (26). The tangent plane at the inversion point (5
dihedrals frozen at 0°) is not horizontal. There is no saddle point to the west of the inversion
point. Starting from the point the farthest to the west, the eastern saddle point is obtained if
12=0 is the only constraint. Conformations along the t2=0 line were also studied with  close
to 80° (Fig. 4): this gave a very shallow and energetically unfavorable western saddle point.
The relaxed potential map is well established in the east, but is relatively arbitrary in the west
because of the many constraints. Arora and Schlick (37) have simulated the dynamics of a
DNA fragment using a MMMQ approach and did not detect any accumulation of west
puckering, suggesting that there is no valley in the west.

- Insert Figure 3 about here —

- Insert Figure 4 about here —

NH2-RIB-A and NH2-RIB-U

Molecular dynamic studies suggest that the 2°-OH bonds in S and N riboses of a tRNA*P
point preferentially toward the Os- oxygen of the same residue (38). When Foloppe and
McKarrel (39) conducted MP2/6-31G* minimization with a ribose attached to an imidazole
group by initially fixing ¢ at 180.0° and the dihedral angle (Cs- -C,» -O2-Hp2) in g+, the N
conformation was found to be more favorable than the S conformation. In the N and S
minima, the 2’-OH remained oriented towards the O3’ atom (39). There is a further difficulty
if we want to transpose the results concerning ribonucleosides to 2’-aminonucleosides: the
two hydrogen atoms Hx; and Hx» are not equivalent because the amino group at 2’ in the 2’-
aminonucleosides studied here, has always been found to be pyramidal. Therefore we studied
two cases: models 1 and 2. The dihedral A (Hx, -Nx —C,-H»») is set so that Hx, is as far as
possible from Oj;- in model 1, and as close as possible to Oz in model 2. Once the starting
conformation was obtained, a preliminary minimization was performed with A frozen, and the
resulting conformation was optimized during a second minimization with the dihedral A
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unfrozen. The dihedral A is thus a supplementary degree of freedom in addition to the three €
and the two puckers.

- Insert Table 2 about here —

Model 1: Hx; set far from Os:.

When Hx; is set far from Os-, minimizations performed in vacuo, at the B3LYP/6-31G* level
of theory, indicate that NH2-RIB-U has only two fully relaxed unconstrained minima,
corresponding to By and Ay conformations. To avoid the Hjr...Nx hydrogen bond, the
dihedral € was frozen and three additional constrained minima were obtained corresponding
to By, By and Ay conformations (Table 2). These five minima appear in the order B; < By <
Bmr < Am < Ap and B is much favored over the four other conformations. S-type
conformations are favored for a simple reason: the hydrogen bonds that stabilize the S and N
minima of H-A also stabilize the S and N minima of NH2-RIB-U (Fig. 5). However, when
Hx, diverges from O3’, the S (but not N) conformations of NH2-RIB-U are stabilized by an
additional hydrogen bond between the Oz and the Hx; atoms, similar to the O,-Hy-...O5
hydrogen bond observed in the A conformation of the ribonucleosides (Fig. 5). Analogous
results were obtained with NH2-RIB-A (Table 2). Essentially, the S conformations of NH2-
RIB-A and NH2-RIB-U are populated. The rate of interconversion between S and N is
certainly very slow as the barrier is high for NH2-RIB-A. The conformation of the minimum
obtained by freezing 1,=0° is probably a good approximation of the east barrier. The east
energy barrier (6.07 Kcal/mol) separating the B; and A conformations is much greater than in
the case of H-A. Moreover, the value of the puckering amplitude t at the east energy barrier
(t=35.10) is greater than that in the B; and A conformations (t=32.60 and 1=28.00,
respectively).

NMR experiments showed that the puckering of 2’-aminoribonucleosides inserted into RNA
duplexes is N-type, so the B3LYP/6-31G* vacuum model is questionable and we therefore
investigated the effect of the solvent as a continuous medium.

When embedded in implicit solvent, at the B3LYP/CPCM/6-31G* level, NH2-RIB-U has
three unconstrained minima corresponding to By, A and Ayp conformations, and three
constrained minima corresponding to B;, By and Ay conformations (Table 2). These six
minimized conformations appear in the order By < B; < A < Ay < A < B Therefore, in
implicit solvent, NH2-RIB-U mainly adopts a By conformation and it is much less flexible
than natural nucleosides such as H-A (compare to the corresponding results in table 1). As the
most favorable conformation is S-type, the B3LYP/CPCM/6-31G* model of NH2-RIB-U,
where Hx; lies far from Os:, should be rejected. Therefore, we minimized NH2-RIB-U, in N
and S conformations with three initial values for g, the hydrogen atom Hx, pointing towards
Os-.

- Insert Figure 5 about here —
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Model 2: Hx» set close to Os:.

In this case, two unconstrained minima (A and By conformations) were obtained (Table 2).
The ¢ dihedral angle had to be frozen in the B;, By and Ajy conformations to avoid the
formation of the Os-Hst...Nx hydrogen bond (Table 2). These five minima appear in the
order A < Ay < By < By < By (Table 2). Above, only the S puckering was favored by the Nx-
Hx; ...Os hydrogen bond, whereas both N and S conformations are stabilized by the Nx-Hx»
...O3 hydrogen bond. The S conformations are stabilized by C,-Hy'...Os, C¢-Hgp...Os Ce-
Hg...O4 and C;-H;-...O, hydrogen bonds. The N conformations are now stabilized by the
Cs-Hs...0s, C6-Hg...Os>, Ce-Hs...O4 and Cy-H;>...O; hydrogen bonds and become the most
favored conformations (Fig. 6).

According to this model, the insertion into a DNA duplex of a mainly N-type 2’-
aminoribonucleoside should cause destabilization. In RNA, it is expected to be N-type as
experimentally observed. However, the energy gap between the N-type and the S-type is very
similar to our prediction for a 2’-ribonucleoside (Barbe & Le Bret, in preparation), and the
substitution of nucleosides of same rigidity should not affect the stability of a double-stranded
RNA. Therefore, we investigated other models.

- Insert Figure 6 about here —

Role of hydration.

Considerable effort has been devoted to determining the position and to the characterization
of water molecules around nucleic acids. The high-resolution crystal structure of duplex RNA
shows that water molecules form various clusters (Egli et al. (40)). Water molecules near the
2’-OH group can form an intra-residue bridge between the 2°-OH group and the pyrimidine
O,. Therefore, we studied the conformation of NH2-RIB-U in vacuo but in the presence of an
explicit water molecule forming a bridge between the O, of the uracil and the 2°-NH,; group.
The calculations were carried out at the B3LYP/6-31G* level with two different initial
orientations of the water molecule WT' in which Howr interacts with uracil O, and Owt with
Hx»; and WT? in which Hywr interacts with O, and Hwr with Nx (Fig. 7).

- Insert Figure 7 about here —

Using WT' geometry, we obtained six minima: four constrained minima corresponding to the
B1, Bii, A and Ay conformations and two unconstrained minima corresponding to the By and
Ay conformations. These minimized conformations appear in the order: By < By < A < By <
A < Ay (Table 2). The water molecule was free to move but the WT! geometry remained
when the structure was fully minimized. The By structure is very rigid because the energy gap
separating B; from the other minima is large. This does not agree with experimental data.

Using the WT? geometry, we obtained five minima: four constrained minima corresponding to
the By, Bi, A and A conformations and one unconstrained minima corresponding to the By
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conformation. These minimized conformations appear in the order: A < By < By < By < Ay
(Table 2). The energy gap separating the most favorable conformation from the next three
conformations is small. Although the water molecule was free to move and distort, it
remained in its initial orientation, in all the final minimized conformations. Moreover, Owt
was close to the H3’. As in model 2, the S and N WT? conformations are stabilized by the Nx
Hx; ...O3 hydrogen bond (Fig. 7). The orientation of the 2’-amino group plays a crucial role
in the puckering of NH2-RIB-U. The water molecule in the orientation WT? gives flexibility
to the system.

NH3-RIB-A and NH3-RIB-U

In vacuo, NH3-RIB-A and NH3-RIB-U were been minimized from the N-type and S-type
conformations with three values for &: starting from these six conformations, only one
unconstrained minimum was obtained (Table 3). In this minimum, the dihedrals 3, y and o
(not shown here) are close to their B modal values but the dihedral angle ¢ is typical of a By
conformation. Moreover, the dihedral angles  are in +ap and —ap in NH3-RIB-A and NH3-
RIB-U, respectively instead of being in —ac as in a By conformation. Therefore the
unconstrained minimum is noted “By”. The anomalous glycoside angle is favored because the
Hx» proton is strongly attracted by the O, atom of the uracil or the N3 atom of the adenine
(Fig. 8). Because of the anomalous y the Cg¢-Hg...Os and C;--H;-...O, hydrogen bonds
vanished from NH3-RIB-U and the Cs-Hg...Os> and Ci-H;-...N3 hydrogen bonds from NH3-
RIB-A. Moreover, the Cg-Hg...O4 hydrogen bond present only in the N conformations of
NH2-RIB-A is observed in this S-type NH3-RIB-A.

We tried to decrease the strength of the NX-HX2...02 hydrogen bond by embedding NH3-
RIB-U into a continuous medium having the dielectric constant of water.

In implicit solvent, NH3-RIB-U has five unconstrained minima corresponding to “By”, By,
B, A and Ay (Table 3). These conformations appear in the order “By” < By < A < By < Ajp.
As the B; conformation was not obtained, the AE values were calculated relative to the “By”
conformation; all the other minima are energetically unfavorable.

To interfere with the Nx-Hx»...O, hydrogen bonds, we introduced a water molecule to interact
with the O, atom of NH3-RIB-U. The result was two unconstrained minima for NH3-RIB-U
(Table 3). The most favorable conformation is the normal By conformation with a glycoside
angle in —ac (Fig. 8). The water molecule makes a bridge between the sugar and the uracil
base that destroys the direct Nx-Hx»...O; hydrogen bond: Owr interacts with Hx, and Howr
with O,. Therefore, as expected in a By conformation, the glycoside angle is in —ac, and the
Cs-Hg...Os» and Ci-Hj-...O, hydrogen bonds give stability to the structure. A second
minimum with N puckering was obtained with an abnormal dihedral angle € in the —ac range
(Table 3).

Thus, NH3-RIB-U mainly has S puckering. However, it has a By; backbone and this might be
the reason why its insertion into a DNA duplex causes destabilization.

- Insert Table 3 about here —

- Insert Figure 8 about here —
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NH2-ARA-A and NH2-ARA-U

Both NH2-ARA-A and NH2-ARA-U have, at the B3LYP/6-31G* level, three unconstrained
minima corresponding to By, By and By and three constrained minima corresponding to A,
Ajq and Ay where the dihedral angle € had to be frozen to prevent the formation of the
Hirt...Nx hydrogen bond (Table 4). For both compounds, the six minimized conformations
appear in the same order: A < B; < Aj; < Ay < By < By, The A conformation is the most
energetically favorable conformation. The east energy barriers separating the B; and A
conformations were estimated from the energy of the O4’-endo conformation obtained by
freezing 1,=0°: 3.44 kcal/mol for NH2-ARA-A and 4.10 kcal/mol for NH2-ARA-U. The
puckering amplitudes at the east energy barrier (1=7.20 for NH2-ARA-A and 1=8.80, for
NH2-ARA-U) are significantly smaller than the amplitudes in the B; and A conformations
(t=34).

In implicit solvent, NH2-ARA-A has five unconstrained minima corresponding to By, By, By,
Ajrand Apy and one constrained minimum corresponding to A (Table 4). Other than Ay, the
order is the same as in vacuo: A < A < B1 < Ap < By < By

- Insert Table 4 about here —

All N conformations of NH2-ARA-A are stabilized by the same hydrogen bonds in vacuo
and in implicit solvent. In addition to the hydrogen bonds that stabilize H-A (Fig 5), we found
Nx-Hx;...N3 and Nx-Hxs...Ny (Fig. 9). The hydrogen bonds stabilizing the S conformations
are shown in Fig. 9.

- Insert Figure 9 about here —

NH3-ARA-A and NH3-ARA-U

In vacuo, NH3-ARA-A has four unconstrained minima (Table 5). In all these minima, the
dihedrals  and y (not shown here) and ¢ fall in their modal ranges. However, the S starting
conformations do not have C2’ endo puckering and display Cl’exo puckering after
minimization. Moreover, the glycoside angle y is syn instead of being anti. Therefore, these
conformations are called “B;” and “Bp”. In the minima obtained from starting N
conformations, the puckering is no longer C3” endo but C2’ exo, and the dihedral angles y are
not —ap but +ac. Therefore, we called these two minima “Ay” and “Ay;”. The four minima
appear in the order “B;” < “By” < “Ap” < “Ap”. The anomalous values of P and y in these
conformations are favored because the Hx; atom is strongly attracted by N3, especially in the
N conformations (Fig. 10). When the solvent is represented implicitly, the Nx-Hx;. N3
hydrogen bond is weaker and variables including P and y become closer to their canonical
values (see the results concerning NH3-ARA-A at the B3SLYP/CPCM level show, Table 5).
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In vacuo, NH3-ARA-U has five unconstrained minima (Table 5). The three S conformations
present anomalies that are similar to those described above for NH3-ARA-A. Here the strong
interaction of Hx; with O, is probably involved.

- Insert Table 5 about here —

- Insert Figure 10 about here —

CONCLUSION

In this work, we have confirmed that the conformations of deoxyadenosines (H-A) when
embedded in double-stranded RNAs or DNAs are close to local minima of the nucleoside by
itself in vacuo, when its backbone is forced to be close to the backbone in duplexes. The A
and B DNA populations may be inferred from the local minima (39). Rare conformations
correspond to the rather high energy By local minimum that was found here. Therefore, ab
initio calculations on nucleoside in vacuo reproduce the flexibility of duplexes. When the
whole nucleoside is embedded in a continuous medium, the ordering of conformations is not
as good. This may be because nucleosides in DNA are not fully in contact with water. Less is
known about 2’-aminoribonucleosides than deoxynucleosides. It is clear that the simple
search for the global minimum would not lead to the right solution. To reproduce the
puckering of 2’-aminoribonucleosides in silico, we had to introduce an explicit water
molecule into the model. The model was built by analogy with fine structural features of
ribonucleosides. According to this model, the effect of the insertion of a modified nucleoside
on the melting temperature and stability of a DNA or RNA duplex depends on its flexibility.
The 2’-aminoribonucleoside prefers the N conformation, which destabilizes a DNA but it is
less rigid than a natural ribose, which destabilizes a RNA. We also present the structure of
2’-aminoarabinonucleosides, and hopefully this structure will be confirmed experimentally.
This work was motivated by attempts to understand the activity of integrase on viral DNA
containing modified nucleosides (41). Indeed, integrase may be sensitive not only to the
formation of new hydrogen bonds but also to a modification of the flexibility of DNA in some
indirect recognition mechanism.
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TABLE 1- Conformational angles (degrees) and relative energy values (kcal/mol) of H-A
conformations obtained by geometry optimization using several methods of calculation.

Methods of calculation P € X AE  Forms
HF/6-31G* 16.29 -93.06 -158.19 0.95 Ay
13.94 69.12  -159.96 141 Amn
13.94 -169.00 -161.35 035 A
165.17 -67.44 -126.73 0.73 By
169.00 59.93  -126.36 1.55 B
161.71 176.60 -131.79 0.00 B
B3LYP/6-31G* 11.48 -88.25 -148.92 091 Ay
9.78 66.11 -150.68 0.94 Ay
13.92  -168.97 -161.42 048 A
174.70 -63.96 -12239 046 By
-176.23 56.69 -120.07 0.50 By
161.70 17649 -131.68 0.00 B
B3LYP/CPCM /6-31G* 7.00 -87.79  -151.02 125 Ay
8.16 59.68 -154.20 0.76 Am
8.63 -16520 -150.74 1.07 A
174.67 -63.97 -122.43 0.04 By
-174.69 54.06 -12043 0.85 By
178.95 17596 -12135 0.00 B
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TABLE 2- Conformational angles (degrees) and relative energy values (kcal/mol) of NH2-
RIB-A and NH2-RIB-U conformations obtained by geometry optimization using several

methods of calculation.

Nucleoside Methods of calculation P € Y AE  Forms
analogues

NH2-RIB-A B3LYP/6-31G* 875 -92.51 -15551 580 Ay
323 30.00° -16129 9.70 An

16.42 -155.00° -155.08 390 A

170.70  -75.58  -130.14 1.48 By

180.00 4136 -125.18 197 By

16520 -155.00° -134.06 0.00 B

NH2-RIB-U B3LYP/6-31G* 1433  -96.54 -160.44 540 Ay
7.07 3000 -162.89 5.16 Am

166.75 -77.55 -133.70 1.58 By

172.15  30.00° -121.14 2.15 By

160.78 -155.00° -138.96 0.00 B

B3LYP/6-31G*' 2022 30000 -161.14 -150 Ap

1525 -15429  -162.43 -161 A

165.08 -65.77 -124.55 -039 By

171.97  30.00° -121.19 -0.01 By

159.34 -155.00° -126.42 0.00 B

B3LYP/CPCM /6-31G* 9.74 -88.82  -159.47 322 Ajp

9.10  30.00° -159.81 3.19 Apn

11.62 17142  -15896 220 A

171.80 -71.50  -131.59 -1.18 By

171.50  30.00° -121.71 3.46 By

170.62 -155.00° -126.53 0.00 B

B3LYP/6-31G* + WT'*  11.87 -89.48  -15843 4.09 Ay

6.54  30.00° -160.83 345 An

1530 -155.00° -157.53 2.19 A

168.89 -79.65 -130.75 1.96 By

17545  30.00° -127.66 2.80 By

163.19 -155.00" -13428 0.00 B

B3LYP/6-31G* + WT?T 1458  30.00° -146.72 222 Aum

11.59 -155.00° -152.47 -048 A

168.43 -66.87 -119.08 -0.41 By

173.79  30.00° -121.83 -023 By

161.48 -155.00° -126.26 0.00 B

" Dihedral angle ¢ frozen during the minimization.

"Model 2: Hos is distant from Os..

1 First initial orientation of the water molecule: H,wr and Owr of the water molecule form
hydrogen bonds with O, and Hx, atoms of the 2’-aminonucleoside, respectively.
'Second initial orientation of the water molecule: Howt and Hywt of the water molecule form
hydrogen bonds with O, and Nx of the 2’-aminonucleoside, respectively.
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TABLE 3- Conformational angles (degrees) and relative energy values (kcal/mol) of NH3-
RIB-A and NH3-RIB-U conformations obtained by geometry optimization using several
methods of calculation.

Nucleoside Methods of calculation P € Y AE  Forms
analogues
NH3-RIB-A B3LYP/6-31G* 165.78 -7391 17721 0.00 “By”
NH3-RIB-U B3LYP/6-31G* -17891  -74.87 -168.35 0.00 “By”
B3LYP/CPCM /6-31G* 17.02 3532 -164.66 5.61 Apn

15.62 -150.76 -161.04 3.16 A
174.64  -90.20 -124.63 2.88 By
-170.21  -85.82 -166.52 0.00 “By”
174.68 3294 -12399 395 Bpy
B3LYP/6-31G* + WT 11.84 -116.10 -163.93 0.87 “A”
171.18  -77.14 -123.69 0.00 By
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TABLE 4- Conformational angles (degrees) and relative energy values (kcal/mol) of NH2-
ARA-A and NH2-ARA-U conformations obtained by geometry optimization using several
methods of calculation.

Nucleoside Methods of calculation P € Y AE  Forms
analogues
NH2-ARA-A B3LYP/6-31G* 9.86 -90.00° -154.42 1.10 Ay

*

7.00  60.00° -151.10 0.86 Am
8.04 -155.00° -155.87 -121 A

158.55 -64.79 -140.99 154 By

160.80  60.41 -140.07 1.85 By

151.08 178.33 -14435 0.00 B;

B3LYP/CPCM /6-31G* 796 -88.92 -14558 0.14 Ay

7.05  63.75 -149.87 -032 Apm

742 -155.000 -148.25 -0.50 A

170.80 -64.69 -137.49 0.45 By

171.87 5623 -137.88 137 Bm

174.13 17070 -141.58 0.00 B;

NH2-ARA-U B3LYP/6-31G* 1516  -90.00° -152.76 1.17 Ayp
12.13  60.00° -153.92 0.95 Apy

13.82 -155.00° -155.14 -1.18 A

156.44  -65.84 -143.41 1.70 By

15493  63.06 -143.40 1.92 By

15034 177.67 -147.49 0.00 B;

" Dihedral angle & frozen during the minimization
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TABLE 5- Conformational angles (degrees) and relative energy values (kcal/mol) of NH3-
ARA-A and NH3-ARA-U conformations obtained by geometry optimization using several
methods of calculation.

Nucleoside Methods of calculation P € Y AE  Forms
analogues
NH 3-ARA-A B3LYP/6-31G* -23.56 -84.84 14575 130 “Ay”

-26.74 4995 14094 2.06 “Au”
138.44  -73.01 84.20 0.21 “By”
137.05  -164.0 82.87 0.00 “By”
B3LYP/CPCM /6-31G* 033 -9482 -164.11 2.64 Ay
0.43 55.88 -164.48 228 Am
-0.24  -141.10 -164.22 266 A
172.73 -68.09 -139.58 0.62 By
171.90 4891 -142.23 1.50 B
166.77 -175.11 -144.53 0.00 By
NH 3-ARA-U B3LYP/6-31G* 586  -79.87 -160.62 5.87 Ay
3.43 42.63 -160.62 7.59 A
138.82  -75.23 107.63 0.32 “By”
138.11 3140 11846 3.33 “Bpy”
137.51 -163.41 10730 0.00 “B;”
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FIGURE LEGENDS
FIGURE 1- Atom numbering and chemical structure of the compounds studied.

FIGURE 2- B; and A conformations of H-A obtained by geometry optimization at the
B3LYP/CPCM /6-31G* level of theory. Hydrogen bonds are represented with dashed lines.

FIGURE 3- The relaxed potential map of H-A at the B3LYP/6-31G* level of theory. The
points show the conformations that have been minimized. The small numbers are the number
of dihedrals frozen during the minimization. The inversion point is obtained when all five
endocyclic dihedrals are zero and can be recognized by the mark 5. The circles are centered at
the inversion point, when the ring is planar, and represent conformations of constant
amplitudes T = 10°, 20°, 30° and 40°. The lowest isopotential (0.5 kcal/mol) is represented by
a dashed line circling the two unconstrained minima (mark 0). The continuous and dashed
lines represent isopotentials separated by 0.5 kcal/mol. Integral energy values are shown on
the periphery (big bold numbers). There is clearly only one valley on the east connecting the
two unconstrained minima.

FIGURE 4- B3LYP/6-31G* energy (kcal/mol) of H-A as a function of the pseudorotation.
amplitude t. Each point represents a minimization with two dihedral constraints. t2=0. 13 is

varied to monitor the pseudorotation. Starting conformation: =168 y = -80, A; p=168 y =
180 o; B=75x=-80, A; B=75y =168 m.

FIGURE 5- Conformations of NH2-RIB-U, Hx, pointing away from O’ optimized at the
B3LYP/6-31G* level of theory. Left: By right: A Hydrogen bonds are represented by
dashed lines

FIGURE 6- A conformation of NH2-RIB-U, Hx, pointing toward Oj- optimized at the
B3LYP/6-31G* level of theory. Hydrogen bonds are represented by dashed lines

FIGURE 7- Conformations of NH2-RIB-U with a water molecule. Left: the B; conformation
favored by the water molecule in the orientation WT'. Right: the A conformation favored by
the water molecule in the WT? orientation . Hydrogen bonds are represented by dashed lines.

FIGURE 8- “By” conformations of NH3-RIB-A and NH3-RIB-U obtained by geometry
optimization at the B3LYP/6-31G* level of theory (A). By and A conformations of NH3-RIB-
U obtained by geometry optimization from the B3LYP/6-31G* + WT method of calculation
(B). Hydrogen bonds are represented with dashed lines.

FIGURE 9- B; and A conformations of NH2-ARA-A obtained by geometry optimization at
the B3LYP/6-31G* level of theory. Hydrogen bonds are represented with dashed lines.

FIGURE 10- “B;” and “Apy” conformations of NH3-ARA-A obtained by geometry

optimization at the B3LYP/6-31G* level of theory. Hydrogen bonds are represented with
dashed lines.
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FIGURE 2
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FIGURE 3
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FIGURE 4
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FIGURE 5
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FIGURE 6
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FIGURE 7
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FIGURE 8
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FIGURE 9
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FIGURE 10
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Chapitre 11

Etude ab initio de I’hydratation et de la flexibilité de I’uridine, la 2°-
désoxyuridine et la 2’-méthoxyuridine

Les doubles hélices d’ADN et d’ARN ont des propriétés de flexibilité différentes (Auffinger
and Westhof, 2000; Auffinger and Westhof, 2001b; Cheatham and Kollman, 1997; Fujiwara
and Shindo, 1985; Hagerman, 1988; Hagerman, 1997; Noy et al., 2004; Pan and MacKerell,
2003; Perez et al., 2004; Shindo et al., 1985). En particulier, les sucres de I’ARN apparaissent
plus rigides que ceux de I’ADN (Auffinger and Westhof, 2000; Auffinger and Westhof,
2001b; Cheatham and Kollman, 1997; Pan and MacKerell, 2003). Dans I’ARN, les sucres ont
un plissement Nord alors que dans I’ADN, ils sont en Sud mais ils peuvent transiter en Nord
dans un milieu moins hydraté ou dans les complexes protéines/ADN (Lu et al., 2000;
Tolstorukov et al., 2001; Tolstorukov et al., 2004). Le remplacement du 2’-H de I’ADN par
un 2’-OH dans I’ARN modifie donc les propriétés conformationnelles et de flexibilité des
sucres des doubles hélices.

Une double hélice d’ARN contenant des 2’-méthoxynucléotides apparait structurellement
plus stable que celle d’'un ARN natif (Cummins et al., 1995; Egli et al., 1996; Lesnik and
Freier, 1998). Le remplacement du 2’-OH hydrophile par un groupe 2’-méthoxy hydrophobe
modifie donc les propriétés de flexibilité d’une double hélice.

Pour essayer de comprendre I’influence du groupe en 2’ des sucres sur la conformation et la
flexibilit¢ des doubles hélices, nous avons réalis¢ une étude structurale par mécanique
quantique ab initio (niveau théorique B3LYP/6-31G*) de deux nucléosides naturels et d’un
analogue de nucléoside qui ne différent uniquement que par le substituant en position 2’ :

I’uridine, la 2’-désoxyuridine et la 2’-méthoxyuridine. L’hydratation jouant un réle important
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dans la conformation des acides nucléiques, les calculs ont été réalisés dans trois conditions :
1) in vacuo 2) en plongeant le systéeme dans un milieu continu ayant les propriétés
di¢lectriques de 1’eau 3) in vacuo mais en présence d’une molécule d’eau explicite, décrite
comme intervenant dans 1’hydratation du petit sillon de I’ARN (molécule d’eau formant un
pont hydrogeéne entre le groupe 2°-OH et ’O2 de I'uracile) et de I’ADN (molécule d’eau en
contact avec 1’02 de I'uracile) (Auffinger and Westhof, 2000; Egli et al., 1996; Schneider et
al., 1998).

Quelles que soient les conditions d’hydratation, le sucre de la 2’-désoxyuridine est en Sud
dans la conformation la plus favorable qui peut étre introduite dans une double hélice. In
vacuo, le nucléoside est flexible et peut adopter une conformation Nord. En solvant implicite
et en présence d’une molécule d’eau interagissant avec 1’02 de I’uracile, le nucléoside devient
moins souple.

Dans des études antérieures de mécanique quantique, le plissement Nord de ribonucléosides
ou d’un ribonucléotide n’était pas favoris¢ (Brameld and Goddard, 1999; Hocquet et al.,
2000; Leulliot et al., 1999). Le groupe 2’-OH peut adopter différentes conformations.
L’analyse de structures expérimentales combinée a des résultats de dynamique moléculaire
indique que le 2’-OH s’oriente préférentiellement vers 1’03’ dans les ribonucléotides Nord et
Sud (Auffinger and Westhof, 1997). Nous avons pu montrer qu’avec une telle orientation du
2’-OH, le sucre de I’uridine est en Nord in vacuo, en présence et en absence d’une molécule
d’eau pontant le 2°-OH et ’0O2 de 'uracile. En 1’absence de la molécule d’eau, 1’uridine est
flexible et peut adopter une conformation Sud. Par contre, en présence de la molécule d’eau
explicite, I’uridine est rigide et ne peut étre en Sud. La molécule d’eau est donc essentielle
pour stabiliser un plissement Nord rigide du sucre.

Nous avons également réalisé 1’étude conformationnelle de I'uridine avec le 2°-OH tourné du
coté opposé a 1’03’ : une orientation que peut adopter le 2°-OH des ribonucléotides Nord
(Auffinger and Westhof, 1997). Dans ce cas, le plissement Nord du sucre est favorisé
uniquement en présence de la molécule d’eau explicite. Le ribonucléoside est rigide et ne peut
pas adopter une conformation Sud.

Ainsi, en présence d’un groupe OH en 2°, une molécule d’eau formant un pont hydrogéne
entre la base et le sucre dans le petit sillon de ’ARN favorise un plissement Nord rigide du
sucre des ribonucléosides.

L’analyse conformationnelle de la 2’-méthoxyuridine a été réalisée pour deux orientations du

2’-OCH3, semblables a celles du 2°-OH de I'uridine. Lorsque le 2’-OCH3 est orienté vers
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1’03°, le plissement Nord du sucre est favoris€¢ in vacuo, en présence et absence de la
molécule d’eau explicite. Cette conformation Nord est moins rigide que celle de I'uridine.
Des études cristallographiques (Adamiak et al., 1997; Lubini et al., 1994), de RMN (Popenda
et al., 1997) et de dynamique moléculaire (Auffinger and Westhof, 2001a) indiquent que le
2’-OCH3 s’oriente du cote opposé a ’O3’ dans une double hélice. Avec une telle orientation
du 2’-OCH3, le plissement Nord du sucre est également favorisé in vacuo, en présence et en
absence de la molécule d’eau explicite. L’analogue de nucléoside est alors trés flexible.

Le sucre de la 2’-méthoxyuridine a donc un plissement Nord beaucoup plus flexible que celui
de I'uridine : ce qui confirme que la plus grande stabilité structurelle d’une double hélice
contenant des 2’-méthoxynucléotides par rapport a celle d’un ARN natif (Cummins et al.,
1995; Egli et al., 1996; Lesnik and Freier, 1998) n’est pas favorisée par une plus grande
rigidité des sucres (Auffinger and Westhof, 2001a).

L’ensemble de ce travail est présenté dans le manuscrit joint ci-apres.
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ABSTRACT

High-level DFT/B3LYP ab initio calculations are used to determine the pucker (north-type or
south-type) of various compounds: uridine, the 2’-deoxyuridine and the 2’-O-methyl uridine.
Even if the dihedrals of the backbone are set close to their experimental values in double
stranded nucleic acids, calculations show that in vacuo or in a continuum mimicking the water
dielectric properties, the north puckering conformations of uridine are not largely favored in
contrast to the experimental data. We show here that the north puckering is favored when an
explicit water molecule is introduced in the calculation. The influence of the orientations of
the 2’ group and of the water molecule in the prevalence of the north puckering is discussed.
Several orientations of the water molecule binding uracil O2 and the 2’ group are studied.
The energy barriers in the path joining the north to south conformations are estimated. The
north puckering is more favored in the 2°’-OH than in the 2’-OCH3 compounds. When
inserted in a double helix, uridine is expected to be more rigid than 2’-methoxy uridine or 2’-
deoxy uridine.
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INTRODUCTION

Ribose and 2’-deoxyribose sugars are the basic subunits which differentiate RNA and DNA,
respectively. The presence of the 2’-hydroxyl group on the RNA furanose sugar ring is at the
origin of the profound structural and dynamical differences observed between RNA and DNA
molecules. The only difference of an hydroxyl group is enough to confine RNA double
helices to a single structural family (A form), whereas DNA is polymorphic and exists in a
variety of structural families including the A, B and Z forms (1). Structural and biophysical
studies have led to the conclusion that the additional hydroxyl group stabilizes the C3’-endo
or North or N sugar pucker, typical of RNA, compared to the C2’-endo or South or S sugar
pucker, prevalent in DNA systems (1-4). The 2’-hydroxyl group has major structural
implications in that it is involved in recognition, processing, and catalytic properties of RNA,
(5-7) such as the transesterification reactions involved in the Group I and Group II splicing
reactions, (5-7) self-cleavage in lariat-RNA, (7) RNA catalysis in ribozyme and in
ribonuclease action (6). The knowledge of the orientations and the dynamics of the 2’-
hydroxyl bond is essential to understand its specific structural implications in the stabilization
of helical regions, complex RNA tertiary folds and RNA/protein interactions. This knowledge
is also important to study the mechanisms of catalytic RNA molecules. Crystallographic
studies (8), RMN works (9) and dynamics simulations (10) suggest some 2°’-OH orientations.
Modified oligonucleotides are important for many applications, such as antisense
therapeutics, diagnostics, profiling gene expressions with microarrays, identifying bands by
Northern blots of gels and probing RNA structure. Oligonucleotides with 2’-O-alkyl
modifications, as 2°-O methyl group can be particularly useful for these applications because
they are easily synthesized, chemically stable and they form duplexes more stable than their
unmodified counterparts, indicating that the replacement of a hydrophobic 2°’-OH by a
hydrophobic 2’-O-methyl group results in an additional stabilization of the helices (11-17).
This effect is observed for the RNA, the DNA and hybrid duplexes. It is explained either by a
stiffening of the N conformation of the ribose induced by the methyl group (18, 19) or a
reduction of the hydration of the shallow groove (20) associated with decrease of the
hydration enthalpy. It has also been proposed from molecular dynamic simulations of a fully
modified 2’-O-methyl duplexes that, on the contrary, by creating optimal water binding
pockets, the 2’-O-methylations lead to a significant stabilization of specific nucleotide-water
interactions, which could favorably contribute to the enthalpy of hydration (21, 22).

Solvent interactions are a key factor in the conformational variability of nucleic acids (23-25)
and binding of ligands to nucleic acids (26-32).

To predict the conformation of a modified nucleoside, gauche effects (33-38), anomeric
effects (34, 35, 37, 39-42) and electronegativity (43, 44) could be tuned from a set of
experimental structures. The ab initio approach is however more reliable when the flexibility
of the nucleoside has to be determined. Natural deoxynucleosides (45, 46) are mainly found in
the S conformation but their minor N population is correctly predicted. However, compounds
with a 2°-OH furanose have been found prevalently in the N conformation (47, 48) when only
the conformations compatible with the double helical conformations are considered. But the
energy gap between the N and the S conformations is so small that in a double stranded RNA
the A and B forms should be almost equally populated.

In this paper, we study the flexibility of three compounds which differ by the 2’-substituent,
the uridine, the 2’-deoxyuridine and the 2’-O-methyl-2’-deoxyuridine. As the hydration plays
an important role, we report calculations in vacuo, in a continuous medium mimicking the
dielectric properties of water and in vacuo but in the presence of an explicit water molecule.
The aim of this work is to determine the roles of the 2’-substituent and of the hydration on the
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conformation of natural and 2’-modified nucleosides and to find a model such that the
furanose puckering is well simulated.

METHODS

Quantum mechanical calculations were carried out with the Gaussian 03 programs (49) using
the 6-31 G* basis set. Energy minimizations were performed to the default tolerances in the
Gaussian programs. All degrees of freedom, other than those specified as being fixed,
including all bond lengths and angles, were allowed to relax during the energy minimizations.
One level of theory was used for the minimizations: the Density Functional Theory / Becke 3,
Lee, Yang and Par (DFT/B3LYP) level which considers explicitly the correlation effects. The
effect of the solvent has been estimated in two different ways. 1) The nucleoside was
embedded in a continuous medium having the dielectric properties of water using the
conductor-like polarizable continuum model (CPCM) method (50, 51). ii) A water molecule
was added to the nucleoside and the complex was minimized in vacuo. In H-U (Fig. 1), the
water molecule was initially positioned with one of its proton, Howr, in contact with the O,
atom of the uracil. In the case of OH-RIB-U and OCH3-RIB-U (Fig. 1), the water molecule
was initially positioned to form a bridge between the O, of the uracil and the 2’-group.

- Insert Figure 1 about here —

In the nucleosides (Fig. 1) the dihedral angles are defined as follows:

B v 5 &
Hst— Os’ = Cs» = C4 — C3» — O3 —Hsr
The glycosidic angle y, is defined as: O4 — C;> — Ng — C4 for purines and Oy — C;» — Nj— C;
for pyrimidines. The five endocyclic dihedral angles were approximated by a Fourier analysis
giving the phase or pseudorotation angle (P) and the amplitude (t) according to Rao et al. (52)

7, =tcos|[P+4r(j-2)/5] (1)
From the measuments of the dihedrals 1; in a conformation, A and B are computed as:
4
A=2/SZ(;IJ. cos[4z(j —2)/5] )
=
4
B=-2/5Y 7, sin[4z(j-2)/5] (3)
j=0
The amplitude, t, and the pseudorotation, P, are given by :
r=(4? + 57 )" @)
P=tan"'B/A (5)

The pseudorotation space is divided into four equally sized quadrants centered around P=0.0°,
P=90.0°, P=180.0° and P=-90.0° that are referred to as the north (N), east (E), south(S), and
west (W) quadrants, respectively.

When locating the north and south energy minima, the initial furanose conformations were set

in canonical N and S puckering, respectively. In these calculations the dihedral angles 3, y and
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x were assigned to modal values observed in the crystal nucleic acid structure database (53) as
follows:

B=175°+15,y=57°+ 10 and x =-161° + 11 (anti"®) for N-type conformations;
B=168°+25,v=51°+16and y =-108°+ 11 (anti"*) for S-type conformations.

The €’s energy profile of a furanose substituted in 3’ by a O3’-P group shows three minima
with both S and N puckering (46). Two minima, in —ap and —sc are much more favorable than
the third. Therefore, in addition to the puckering and the dihedrals B, y and %, the dihedral €
was set in —ap, —sc before optimization. In most cases, the dihedrals are unfrozen during the
minimization. When the furanose of the minimized conformation is S-type,and ¢, in —ap or —
sc the conformation is called B; or By form. Similarly, when the furanose is in the N
conformation, the minima, with € in —ap, —sc are called A and Ay forms. For OH-RIB-U and
OCH3-RIB-U compounds, the minimizations of some A and B; conformations, were carried
out by freezing the ¢ dihedral angle at -155.0° to avoid the formation of the Hirt...Oy
hydrogen bond which can not exist in polynucleotide chains.

For OH-RIB-U and OCH3-RIB-U, calculations were performed starting from two different
starting models depending on the dihedral A : (H,-C,-O2-Hp;) for OH-RIB-U and (Hy-C;--
0,-Cxz) for OCH3-RIB-U. In model 1, the 2’-group points toward the Os> atom. In some
cases, A, had to be frozen during a preliminary minimization. In model 2, the 2’-group was set
away from the Os> atom.

Potential energy differences were calculated to understand the relation of conformation to
energetic in the studied compounds. The energy of the B; conformation is taken as reference
(AE=0).

The east energy barrier, Be, separating the A and B; conformations, is approximated by the
energy of the O endo conformation of the furanose (endocyclic dihedral angle t2 (Cy
—Cy—C3—Cy) =0.0°) reported to either A or B; whichever is the more stable, like in similar
works (46). The approximation was validated for desoxyadenosine by drawing the relaxed
potential map in the (P, t) space (Barbe and Le Bret in preparation).

RESULTS
H-U

With each method of calculations, four unconstrained minima were obtained: two with a N
puckering and two others with a S puckering (Table 1). In each conformation, the values of
dihedral angles B3, y, & (not shown here), € and y (shown in Table 1) are close to their modal
values. The four minimized conformations can easily be assimilated to the A, Ay, By and By
forms.

In vacuo, the four minimized conformations appear in the order B; < A < By < Ay (Table 1).
As expected for a deoxyribonucleoside, the most favorable energetic conformation is By and
the most unfavorable conformation is Ay. Analysis of the nucleic acid database (53) shows
that the ratio By/By; of the populations of B; and By conformations is around 2.7 (54). This
ratio agrees remarkably well with the energy gap, 0.6 kcal/mol, shown in Table 1. The energy
gap between A and Bj conformations is two times smaller than that determined at the MP2/6-
31G* level of theory (45).
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In implicit solvent, the four minimized conformations appear in the order By < B < A < Ay
(see Table 1). This model predicts a much larger By population than is actually observed in
the data banks.

In DNA, a hydration site is observed in the vicinity of the pyrimidine O2 (4, 55). We then
performed calculations in vacuo but in the presence of an explicit water molecule in contact
with the O, atom of the uracil. In this case, the four minimized conformations appear in the
order B; < A < By < Ay (see Table 1). The energy classification of the four conformations is
identical to that obtained in vacuo. However, the energy gap between the B; and A
conformations is approximately two times greater than that found in vacuo. This model
predicts a By population which remains in agreement with that observed in the data banks.
The Ay conformation is always the most unfavorable conformation, as expected.

- Insert Table 1 about here —

Because of the absence of strong hydrogen bonds in the phosphodiester chain, weak hydrogen
bonds, such as C-H...O and C-H...N, contribute to the conformational stability of nucleic
acids.

Figure 2-a shows the hydrogen bonds stabilizing the B; and A conformations in vacuo. The S
conformations, are stabilized by the C,--Hj»...Os hydrogen bond. The N conformations, are
stabilized by a Cs-Hjs-...Os hydrogen bond. As experimentally observed (56, 57) and well
simulated in silico (58), the formation of the Cs-Hg...Os hydrogen bond stabilizes the anti
pyrimidine bases in nucleosides and nucleotides in the S and N conformations although the
glycosidic angle  differs by approximately 30 degrees (59). Both S and N conformations are
further stabilized by the bonds C;» Hy-...0; and Cg-Hg...O4-.

The S and N conformations obtained in vacuo but in the presence of an explicit water
molecule in contact with O, are stabilized by the same hydrogen bonds as those observed in
vacuo and in implicit solvent. However, supplementary hydrogen bonds between the
nucleoside and the water molecule were observed. The interactions Howrt ... Oy and Owr ...
H;> stabilize both B; and A conformations (Fig. 2-b). In the S conformations, H;wr interacts
with O3’, but remains free in the N conformations. Therefore, the orientation of the water
molecule differs in the N and S conformations.

- Insert Figure 2 about here —

OH-RIB-U

The conformational analysis of the ribonucleoside OH-RIB-U is much more intricate than that
of deoxyribouracil, because of the simultaneous presence of the hydroxyl groups at 2’ and 3°.

When a ribose alone (58) or a ribose attached to a pyrrole cycle (48) are minimized without
constraints, the S conformation was found more favorable than the N conformation. The
minimizations without constraints of the ribonucleosides rA, rU and rG give two minima, N
and S, of almost the same energy (60). The N conformations are stabilized by a O,-Hp;...O3
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hydrogen bond and the S conformations by a Os--Hj3r...O, hydrogen bond (60). Clearly, an
intramolecular hydrogen bond, where the 3’ hydroxyl is the hydrogen donor and the 2’
hydroxyl the acceptor, does not pertain to RNA structures, except at the 3’ termini. A
tempting solution is to study 3’-methyl phosphate-uridine instead of uridine. However, at the
B3LYP/6-31G' level of theory (58), the S conformation of the latter compound is found more
stable than its N conformation by 0.44 kcal/mol (58). To eliminate the hydrogen bond donor
properties of the Os-Hsr group, and thus disfavor the S conformation, the dihedral € was
frozen to a value observed in RNA: the pucker of a ribose attached to an imidazole ring (47)
or a pyrrole cycle (48) was found in N, as wanted. Therefore, here, OH-RIB-U is first
minimized freely. If the Os-Hsr...O» hydrogen bond is formed, the minimization was
restarted freezing the dihedral € to -155°, a value that belongs to both the A and B; forms.

Egli et al. (8) have shown that water molecules extensively hydrate the minor groove. Their
high-resolution crystal structure of an RNA duplex shows that water molecules form clusters,
positioned around the O4 and the O, atoms. Water molecules that are localized near the
hydroxyl group at 2’ are of particular significance because, in addition to their interactions
with O, they form secondary contacts that order the water structure in the minor groove. One
of these water molecules forms an intra-residue bridge between O, and pyrimidine O,.
Simulation of the molecular dynamics of tRNA™P shows that Ho» in S-type and N-type
riboses points preferentially toward the Os- oxygen of the same residue (10). When the ribose
is N-type, it can also point to pyrimidine O,. When a ribose attached to an imidazole group
(47) is minimized at the MP2/6-31G* level, the A conformation is found more favorable
than the B; conformation (AE = -2.3 kcal/mol) if Hp, points to the O;- atom in both
conformations (47). It was then tempting to test on a natural nucleoside if the more stable
conformation could be predicted from the orientation of Hp, by itself. Two models are
studied here. In model 1, Ho; is set away from Os-. In model 2, Hp; points to Os-.

Model 1 (Ho» set away from Os-)

Here, the Hp» proton of OH-RIB-U was set away from the Os- atom in the starting
conformations. But for the € dihedral angle that was frozen in its modal values in the A and
B; conformations, no other dihedral angle was forced during the minimizations. As for the
study of H-U, the minimizations were performed in vacuo, B3LYP/6-31G*, in implicit
solvent, B3ALYP/CPCM/6-31G* and in vacuo but in presence of an explicit water molecule.

In vacuo, four minima were obtained: two of them are N-type and the other two are S-type
(Table 2). In the N conformations, the values of dihedral angles B, y, 6 (not shown here), €
and y (shown in Table 2) lie in the conformational ranges and can be called A and Aj forms.
For the same reasons, the S conformations could be called B; and By conformations, if the
dihedral angle ¥y was —ac. As 7y is in the —ap range the S-type minima are called “B;” and
“By”. The four minimized conformations appear in the order “B;” < A < “By” < Ay (see Table
2). The “B;” conformation is very favorable, which does not agree with experiental data. In
the “By” and “By” conformations, the anomalous glycosidic angles are favored because the
Ho» hydrogen of the 2” hydroxyl is strongly attracted by the O, atom of the uracil (Fig. 3-a).
This interaction is so strong that it destroys the C4-Hpg...Os> and C;--H;-...0; hydrogen bonds,
that are normally observed in the S conformations. The N conformations of OH-RIB-U are
stabilized by the same four hydrogen bonds as those normally observed in the N
conformations of H-U obtained in vacuo, and in implicit solvent. Minimizations in the
presence of implicit water with the CPCM method were performed to dampen the effect of
the O,-Hop...O; hydrogen bond. We then obtained four minima corresponding to the A, Ay,
B; and By conformations. These four minimized conformations appears in the order A < B; <
B < Ap (see Table 2). In both S conformations, the Oy-Hp»...O, hydrogen bond is absent
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(Fig. 3-b). The small energy gap between the A and B; conformations does not agree with the
prevalence of N-type in double stranded RNA.

We then performed calculations in vacuo, at the B3LYP/6-31G* level of theory but in
presence of an explicit water molecule forming a bridge between the O, of the uracil and the
2’-OH group. The Howr and Owr atoms of the water molecule form hydrogen bonds with O,
and Ho,, respectively (Fig. 3-c). We then obtained four energy minima corresponding to the
A, Ay, B and By conformations. The four minimized conformations appear in the order: A <
Ay < By < By (see Table 2). The energy gap between the B; and A conformations is large
enough to favor the A conformation with regard to the B; conformation. The Ay
conformation is here more stable than either S-type conformations.

- Insert Table 2 about here —

- Insert Figure 3 about here —

Model 2 (Hp», points to Os-)

In vacuo, at the B3LYP/6-31G* level of theory, we obtained three minima that agree very
well with the A, By and By helix forms. For each conformation, the values of dihedral angles
B, v, & (not shown here), € and x (shown in Table 3) lie in their conformational ranges. The
Ay conformation was not found. The three minima appear in the order A < B;< By (see Table
3). The most favorable conformation is A, as wanted. In N and S conformations, Ho»
interacts with Os- atom (Fig. 4-a). The Oy- Ho»...O3 hydrogen bond is stronger in the A
conformation in agreement with the work of Foloppe and Mackerell (47). However, the
absolute value of the energy gap between the A and B; conformations estimated here for an
uracil at the B3LYP/6-31G* level of theory is much less than the corresponding value (2.3
kcal/mol ) found for a ribose attached to an imidazole group at the MP2/6-31G* level (47).

In implicit solvent, at the B3LYP/CPCM/6-31G* level of theory, we obtained three minima
that agree with the A, B; and By helix forms (Table 3). For each conformation, the values of
dihedral angles B, y, & (not shown here), ¢ and y (shown in Table 3) lie in their
conformational ranges. As in vacuo, the minimization of a starting conformation similar to Ay
gave the A conformation. The three minima appear in the order B; < A < By (see Table 3).
Because By is more stable than A, these calculations do not agree with the experimental data
concerning double stranded RNAs.

An explicit water molecule was then considered, its protons H;wr and Howr interacting with
O, and O,, respectively. Three energy minima corresponding to the A, B; and By
conformations were obtained. As in vacuo and in implicit solvent, the Ay conformation was
not found. The three minimized conformations appear in the order: A < By < B; (see Table 3)
and the A conformation is by far, the most favorable conformation. In the three minimized
conformations, Hp» and the water molecule remained after minimization in similar
orientations that those initially chosen (Fig. 4-b). After minimizations, the Ho, still interacts
with the Os: atom, in the N and S conformations. In the A, By and B; conformations, the
distances separating O3 from Ho, are equal to 2.05 A, 2.06 A and 2.22 A, respectively. In the
B; conformation, the O,—Hop...O3> hydrogen bond is not as strong as in the A and By
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conformations. After minimization, in the N and S conformations, the Hiwr and Howr
hydrogen atoms of the water molecule always form hydrogen bonds with the O, and O,
atoms of OH-RIB-U, respectively. In the A, By and B; conformations, the O, to Hywr
distance is equal to 2.10 A, 2.02 A and 2.03 A; and the O, to Hawr distance is equal to 2.06 A,
2.14 A and 2.14 A, respectively. In the A conformation, there is a supplementary hydrogen
bond between the water molecule and the ribonucleoside. Indeed, the Owr oxygen of the
water molecule forms a hydrogen bond with the H;> hydrogen of the sugar (Fig. 4-b). The
other hydrogen bonds stabilizing the N and S conformations are similar to those normally
stabilizing the N and S conformations, as those observed in the N and S conformations
obtained in vacuo and in implicit solvent.

- Insert Table 3 about here —

- Insert Figure 4 about here —

To easily compare model 1 to model 2, the energy of the minimized conformations of model
2 are reported to the energy of the conformation B; of model 1. (Table 3, column AE,). They
can easily be compared to the values, AE;, of model 1 reported in Table 2. In vacuo, the most
favorable conformation is the model 1 “B;” conformation and the next N-type conformation
is the model 2 A conformation. The energy gap is only 0.16 kcal/mol, but in favor of the S-
type form. In the presence of a continuous medium, the most favorable conformation is model
1 B; conformation, by a very narrow edge since the next N-type conformation is model 1 A
conformation. The N-type form is clearly favored over S-type forms when a water molecule is
set between O,- and O,. We have to conclude that water plays a crucial role. Once water is
introduced explicitly, the N-type form is favored in both models 1 and 2.

OCH3-RIB-U

When OCH3-RIB-U is alone in free solution, the terminal Hsr hydrogen can be involved in a
hydrogen bond with the adjacent 2’ group. This hydrogen bond cannot exist when the
nucleoside analogue is inserted in a nucleic acid chains because of the replacement of the 3’-
OH group by a phosphate moiety. In all B; conformations and some A conformations the Os’-
Hit... O2° bond was detected, and the minimization was restarted with the dihedral angle €
frozen to -155.0°. As for OH-RIB-U, we must take care of the orientation of the methyl
group either far from O3 (model 1) or pointing to Oz (model 2) in the starting conformations.
As in the case of OH-RIB-U, a preliminary minimization had sometimes in model 1 to be
performed freezing the dihedral angle A. Then, A was unfrozen and a second minimization
followed. The orientation of the methyl group remained as wanted in the final minimized
conformation.

Model 1: Methyl group away from Os-.

Molecular dynamics simulations (20, 21) as well as crystallographic (61, 62) and RMN (63)
data, show that the 2’-OCH3 group is preferentially oriented away from Os;- in 2’-OCH3
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(CpG) duplexes. Moreover, molecular dynamics simulation of DNA/RNA hybrid sequence
d(CCAACGTTGG).r(CCAACGUUGG) with modifications at the C2’ positions of the DNA
strand by 2’-OCH3 shows that the 2’-OCH3 is also oriented on the opposite site of the Os
atom (17). The same orientation was also found in the crystal structure of a 2’-OCH3
adenosine incorporated in a DNA duplex (64). In all these oligonucleotides, the 2’-OCH3
nucleotides are in a N conformation.

The results concerning model 1 are shown in Table 4. Whatever the condition of hydration,
four minima were obtained: two with a N puckering and two others with a S puckering. As
the values of dihedral angles B, vy, & (not shown here), € and  (shown in table 6) lie in their
modal ranges, the minimized conformations agree very well with the forms: A, Ay, B and
B

In vacuo, the four minimized conformations appear in the order A < B; < Ay < By (Table 4).
The A conformation is the most energetically favorable conformation. The A conformation is
more stable than next B; conformation by 0.17 kcal/mol only. The Ay conformation is less
favorable than the B; conformation and the By conformation is much discriminated. In the
final optimized conformations the 2’-OCH3 remained away from the Os- atom (Fig. 5-a).
Figure 5-a shows that the hydrogen bonds stabilizing the B; and the A conformations of
OCH3-RIB-U are the four canonical hydrogen bonds that respectively stabilize a S and a N
conformation.

In implicit solvent, the minimized conformations appear in the order B; < A < A;; <By; (Table
4). The B; conformation is more stable than the A conformation by a small difference.
Moreover, the energy differences with the other conformations are also relatively weak.
Although, the By conformation is the most unfavorable conformation, it is much less
discriminated than in vacuo. Therefore OCH3-RIB-U is very flexible, in implicit solvent. The
hydrogen bonds stabilizing the S and N conformations of OCH3-RIB-U in implicit solvent
are similar to those stabilizing the S and N conformations of OCH3-RIB-U in vacuo,
respectively.

In vacuo but in presence of an explicit water molecule forming a bridge between the O, of the
uracil and the 2’-group, the minimized conformations appear in the order A < B; < Ay < By
(Table 4) which is identical to that the ranking obtained in vacuo without the explicit water
molecule. In presence of the water molecule, the A conformation is more stable than the B;
conformation by 0.44 kcal/mol while in absence of the water molecule, the A conformation is
more stable than the B; conformation by only 0.17 kcal/mol. However, the energy gap
between the A and B; conformations is much smaller with OCH3-RIB-U than with OH-RIB-
U (Table 2). Therefore, in vacuo but in presence of an explicit water molecule, the prevalence
of the A conformation is more significant for OH-RIB-U than for OCH3-RIB-U. Like in
absence of the water molecule, the By conformation of OCH3-RIB-U is much discriminated.
Therefore, in vacuo, in the presence or in the absence of the water molecule, OCH3-RIB-U is
preferentially in A conformation but the populations in By and Ay should be detectable.

In the S and N conformations, the water molecule forms a bridge between O2’ and O, (Fig 5-
b). The atoms of the water molecule, Hywt and Owr are involved in hydrogen bonds with O,
of the uracil and Hxyg of the 2°-OCH3 group, respectively. In the A, B;, Ay and By
conformations, the Owr to Hxp distance is equal to 2.48 A, 2.44 A, 2.46 A and 2.46 A,
respectively, and the O, to Howr distance is equal to 1.94 A, in the four conformations. In the
N and S conformations, the orientation of the methyl group is similar to that observed in the N
and S conformations obtained in implicit solvent and in vacuo without the explicit water
molecule. The others hydrogen bonds stabilizing the N and S conformations are similar as
those normally stabilizing the N and S conformations, as those observed in the N and S
conformations obtained in implicit solvent and in vacuo without the explicit water molecule.
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To summarize, in the model 1 orientation, the A conformation is the most stable
conformation, in vacuo, in presence and in absence of a water molecule forming a bridge
between the 2°-OCH3 and the O, of the uracil. The energy difference between the N and S is
small.

- Insert Table 4 about here —

- Insert Figure 5 about here —

Model 2 (Methyl group points to Oj3-).

When the methyl group of the substituent at 2’ is oriented towards Os- in the starting
conformation, the minimizations gave the results show in Table 5. With each condition of
hydration, four minima were obtained: two with a N puckering and two others with a S
puckering. These minimized conformations agree very well with the different forms: A, Ay,
B; and By, Indeed, for each conformation, the values of dihedral angles f3, v, & (not shown
here), € and y (shown in Table 5) are positioned in their conformational ranges observed in
each corresponding form.

In vacuo, the four minimized conformations appear in the order A < Ay < By < By (Table 5).
The A conformation is the most energetic favorable conformation. The two N conformations,
A et Ajare more stable than the two S conformations, B; and By. Therefore, in vacuo, OCH3-
RIB-U is N-type, preferentially in A and to a lesser degree in Ay. The results agree with
calculations concerning the 2’-O-methyl-2’-deoxyguanosine at the HF/6-31G* and MP2/6-
31G*//HF/6-31G* levels of theory that also indicate the preference for N puckering (17). The
energy difference between the A and B; conformations is greater with OCH3-RIB-U than
with OH-RIB-U (Table 3). In vacuo, the two S conformations are stabilized by the four same
hydrogen bonds as those observed in the S conformations of H-U, obtained in vacuo and in
implicit solvent. Fig. 6-a shows these four hydrogen bonds in the B; conformation of OCH3-
RIB-U. In the S conformations, the 2’-OCH3 group remained oriented toward O3 but without
forming a hydrogen bond with Os> atom. In contrast, in the two N conformations of OCH3-
RIB-U, a weak Cx;-Hx2g...03” hydrogen bond was maintained (Fig. 6-a). In the A and Ay
conformations, the O3 to Hxop distance is equal to 2.54 A and 2.48 A, respectively. The Cx.-
Hxzp...O3 hydrogen bonds are much weaker than the O,-Hp»...Os hydrogen bonds
stabilizing the N conformations of OH-RIB-U. The four other hydrogen bonds stabilizing the
two N conformations are identical to those normally observed in the N conformations, as in
the N conformations of H-U and OH-RIB-U obtained in vacuo and in implicit solvent.

In implicit solvent, the obtained minimized conformations appear in the order By < A < B; <
Ay (Table 5). The By conformation is the most energetic favorable and the Aj; conformation is
the less stable. The energy differences between the different conformations are relatively
small. In implicit solvent, OCH3-RIB-U is very flexible since the energy difference between
the A and B; conformations is only of 0.16 kcal/mol. The hydrogen bonds stabilizing the S
and N conformations of OCH3-RIB-U in implicit solvent and in vacuo are similar. In the N
conformations, the Cx;-Hxzp...03 hydrogen bonds are always present and the Oz to Hxop
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distances are equal to 2.49 A and 2.45 A in the A and Ay conformations, respectively. These
distances are a little shorter than those observed in the N conformations obtained in vacuo.

In vacuo but in presence of an explicit water molecule forming a bridge between the O, of the
uracil and the 2’-group, the minimized conformations appear in the order A < Ay < By < By
(Table 5) which is similar to the ranking obtained in vacuo without the explicit water
molecule. The two N conformations are more favorable than the two S conformations.
Therefore, in vacuo, in the presence or in the absence of the water molecule, OCH3-RIB-U is
in N conformation, preferentially in A but can also be in Ap without that there is a lot of
difference of energy. The energy gap between the A and By conformations is weaker with
OCH3-RIB-U than with OH-RIB-U (Table 3). Therefore, in vacuo but in presence of an
explicit water molecule, the preference for the A conformation is more significant for OH-
RIB-U than for OCH3-RIB-U, contrary to the results obtained in vacuo but in absence of a
water molecule. In the S and N conformations, the water molecule forms a bridge between O,
and O, (Fig. 6-b). The hydrogen atoms of the water molecule, H;wr and Haowr are involved in
hydrogen bonds with the O,- of the 2’~-OCH3 group and the O, of the uracil, respectively. In
the A, Ap, By and By conformations, the O, to Hywr distance is equal to 2.09 A,2.09A,2.20
A and 2.14 A, respectively, and the O, to Howr distance is equal to 2.07 A, 2.07 A, 2.05 A and
2.03 A, respectively. In the A conformation, there is a supplementary hydrogen bond between
Owr and H;> (Fig. 6-b), as in the N conformations of OH-RIB-U (Fig 4-b). In the N and S
conformations, the orientation of 2°-OCH3 is similar to that observed in the N and S
conformations obtained in vacuo and in implicit solvent. In the N conformations, the Cx»-
Hxzp...03’ hydrogen bonds are always present and the O3 to Hx»p distances are equal to 2.44
A and 2.39 A in the A and Ay conformations, respectively. The other hydrogen bonds
stabilizing the N and S conformations are similar as those normally stabilizing the N and S
conformations, as those observed in the N and S conformations obtained in implicit solvent
and in vacuo without the explicit water molecule.

To summarize, in the model 2 orientation the A conformation is the most stable conformation,
in vacuo, in presence and in absence of a water molecule forming a bridge between the 2’-
OCH3 and the O, of the uracil. In implicit solvent, the By conformation is the most stable
conformation but the next conformation, A, is very close.

- Insert Table 5 about here —

- Insert Figure 6 about here —

To easily compare the two models, the energies of the various model 2 minima are reported to
the energy of the model 1 B; conformation. (Table 5, col AE;). The most favorable N
conformation is the A conformation whatever the treatment of hydration. In contrast, the most
favorable S conformation is the B; or By conformation according to the hydration conditions.
In vacuo, the most stable N and S conformations are the model 1 A and B; conformations.
The A conformation is more stable than the B; conformation by 0.17 kcal/mol (Table 4). In
implicit solvent, the most stable N and S conformations are the model 2 A and By
conformations. Here, again the energy difference is very small, By being favored by 0.36
kcal/mol. In vacuo but in presence of an explicit water molecule bridging the O,’ and O, of
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the uracil, the most stable N and S conformations are the model 2 A and By conformations.
The A conformation is more stable than the By conformation by 1.25 kcal/mol. In the three
treatments of hydration, the energy gaps are relatively small so that OCH3-RIB-U is always
found more flexible than OH-RIB-U. The water molecule is not required to find A as the most
stable conformation.

East energy barriers

We calculated the east energy barriers, Be, in H-U, OH-RIB-U (models 1 and 2) and OCH3-
RIB-U (models 1 and 2) (see Table 6). For OH-RIB-U and OCH3-RIB-U, in the O4’ endo
conformations, the ¢ dihedral angle was frozen at -155.0° to avoid the formation of the O;-
Hjr...0» hydrogen bond. The 2’ group was oriented as in the models 1 or 2 by freezing A in a
preliminary minimization. The resulting conformation was optimized during a second
minimization with the dihedral A unfrozen.

The Be values are different according to the hydration conditions (Table 6).

H-U

The Be determined at the B3LYP/6-31G* level of theory (Table 6) is approximately twice
weaker than calculated at the MP2/6-31G*level of theory (45). To contrast, this Be value is
concordance with those in others deoxynucleosides estimated at the same level of theory (46,
65). Therefore, the Be are significantly sensitive to the level of theory used.

The 04’ endo conformation of H-U is associated with a significant flattening of the furanose
ring, as shown in others works (45) (Barbe and Le Bret, in preparation).

OH-RIB-U

The Be are higher in the model 1 than in the model 2 (Table 6).

Model 1.

In vacuo, in implicit solvent and in presence of the explicit water molecule, the Be in OH-
RIB-U are higher than those in H-U of 0.42 kcal/mol, 0.86 kcal/mol and 1.60 kcal/mol,
respectively. The empirical potential used by Olson (33) predicted that the east energy barrier
would be approximately 2.0 kcal/mol higher in ribose than in deoxyribose. The value in
presence of the explicit water molecule (1.60 kcal/mol) is the closest to Olson’s prediction
(33). Only in presence of the explicit water molecule, the amplitude t at the east barrier is
significantly lower than in the N and S energy minima, as observed in H-U.

Model 2.

The Be determined at the B3LYP/6-31G* level of theory (Table 6) is twice weaker than the
Be calculated at the MP2/6-31G* level for a ribose bound to an imidazole group (47). This
difference may result of the replacement of the base by an imidazole group or of the level of
theory used, as shown for H-U. In vacuo, in implicit solvent and in presence of the explicit
water molecule, the Be in OH-RIB-U are higher than those in H-U of 0.12 kcal/mol, 0.14
kcal/mol and 0.56 kcal/mol, respectively. These values are weaker than the difference
between the Be in ribose and deoxyribose predicted by Olson (33). To contrast, the value
determined in presence of the explicit water molecule (0.56 kcal/mol) is similar to the
difference between the Be in a ribose and a deoxyribose bounded to an imidazole group (47).
The furanose amplitude t at the east barriers is lower than in the N and S energy minima.
However, this flattening of the furanose ring is less significant than in H-U.
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OCH3-RIB-U

The Be are higher in the model 2 than in the model 1 (Table 6).

Model 1.

In vacuo, in absence and in presence of the explicit water molecule, the Be are higher than
those in H-U by 0.24 kcal/mol and 1.66 kcal/mol, respectively. The Be are weaker than those
in the model 1 of OH-RIB-U except in presence of the water molecule. To contrast, nearly all
Be are higher than those in model 2 of OH-RIB-U, especially in presence of the water
molecule. The furanose amplitude t at the east barriers is lower than in the N and S energy
minima.

Model 2 :

In vacuo, in implicit solvent and in presence of the explicit water molecule, the Be are higher
than those in H-U (by 1.56 kcal/mol, 0.35 kcal/mol and 1.87 kcal/mol) and in the model 2 of
OH-RIB-U (by 1.44 kcal/mol, 0.21 kcal/mol and 1.31 kcal/mol). Nearly all Be are also higher
than those in the model 1 of OH-RIB-U. Globally, the Be are significantly higher than in
ribonucleoside and deoxynucleoside. The furanose ring, in the O4’ endo conformations is not
or slightly flattened.

CONCLUSION

Ab initio calculations are useful to pinpoint which interaction is responsible for the
conformations nucleosides have when inserted into a duplex. The conformation is not the
absolute but a secondary minimum that depends on the treatment of hydration. The treatments
in vacuo, with or without an explicit water molecule give as a rule more similar results than
when the solvent is treated implicitly, where By forms seamed to be favored. In vacuo, the
conformations of deoxyuridine, H-U, found here are very similar to the conformations of
deoxyadenosine (H-A) that we described elsewhere. The nucleoside is found very flexible.
The hydroxyl group at 2’ by itself does not make it rigid as it is found experimentally. Uridine
is found rigid only in the presence of an explicit water molecule. As a rule, the nucleoside
with a methoxyl group at 2’ keeps its flexibility. It has many conformations of almost the
same energy. Hopefully, this work is an incentive for more experimental determinations.
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TABLE 1- Conformational angles (degrees) and relative energies values, AE (kcal/mol), of
H-U optimized using the methods of calculation shown in column 1.

Methods of calculation P T € Y AE  Forms
B3LYP/6-31G* 14.30 35.8 -89.32 -158.61 0.98 Aq
12.96 34.7 -169.54 -159.72 0.43 A
167.75 34.8 -65.04 -126.33 0.60 B
165.08 34.8 174.31 -130.14 0.00 B
B3LYP/CPCM/6-31G* 11.61 344 -89.04 -157.82 1.13 Aq
11.80 349 -167.99 -156.50 1.12 A
173.24 35.0 -66.06 -126.38 -0.03 B
172.90 35.1 177.42 -127.47 0.00 B
B3LYP/6-31G* + WT 17.17 354 -86.82 -158.90 1.46 Aq
16.17 33.9 -170.35 -159.62 1.00 A
158.59 38.5 -58.54 -146.11 1.06 Bn
158.87 38.4 -166.19 -139.08 0.00 B
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TABLE 2- Conformational angles (degrees) and relative energies values (kcal/mol) of OH-
RIB-U in the model 1 (Ho; set away from Oj;-) optimized using the methods of calculation
shown in column 1. AE; is reported to the energy of the B; conformation of model 1.

Methods of calculation P T c X AE; Forms

B3LYP/6-31G* 16.17 389  -92.96 -162.78 3.60 Ay
17.07 355 -155.00°  -163.34 2.67 A

-170.69 340 -75.33 -172.25 3.17  “Bn”

-177.51 33.1 -155.00° -171.71 0.00 “Br”

B3LYP/CPCM/6-31G* 996 388 -92.77 -159.36 0.42 Ay
1040 377 -155.00"  -160.08 -0.02 A

173.91 379  -67.33 -124.52 0.38 B

172.41 36.7 -155.000  -123.68 0.00 B

B3LYP/6-31G* + WT 1330 412 -90.64 -159.01 -1.33 Aq
12.41 392 -155.00°  -159.46 -2.06 A

171.28 353  -74.45 -128.21 3.58 B

167.81 33.6 -155.00"  -129.29 0.00 Bi

" Dihedral angle € frozen during the minimization
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TABLE 3- Conformational angles (degrees) and energies values (kcal/mol) of OH-RIB-U in
the model 2 (Ho; points to Os’) optimized using the methods of calculation shown in column
1. AE; is reported to the B; conformation of model 2. AE; is reported to the energy of the By
conformation of model 1.

Methods of calculation P T € X AE, AE; Forms

B3LYP/6-31G* 13.78 36.8 -157.50 -158.53 -0.48 0.17 A
164.26 36.2 -81.56 -124.53 0.15 0.80 B
158.44 337  -155.00 -127.36 0.00 0.65 B

B3LYP/CPCM/6-31G* 12.09 355  -157.50 -157.22 0.09 -1.79 A
172.32 36.8 -81.72 -125.46 0.22 -1.66 B
171.43 32.8  -166.81 -125.28 0.00 -1.88 B

B3LYP/6-31G* + WT 16.67 354  -155.84 -163.47 -2.34 0.51 A
165.10 35.1 -85.65 -126.98 -0.15 2.70 B
159.68 30.8 -155.72 -129.59 0.00 2.85 B

" Dihedral angle € was frozen during the minimization.
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TABLE 4- Conformational angles (degrees) and relative energies values (kcal/mol) of
OCH3-RIB-U in the model 1 (methyl group away from Os-) optimized using the methods of
calculation shown in column 1. AE; is reported to the energy of the B; conformation of model
1.

Methods of calculation P T € X AE, Forms
B3LYP/6-31G* 14.69  40.2 -92.23 -158.26 0.43 An
13.66 38.1 -155.00" -158.77 -0.17 A
170.62 35.9 -71.55 -126.10 2.83 B
166.64 343  -155.00" -127.95 0.00 B
B3LYP/CPCM/6-31G*  11.80 38.1 -92.33 -156.32 0.44 An
11.38 37.0  -155.00" -155.91 0.04 A
177.34 36.6 -68.31 -125.93 0.63 B
175.59 349  -155.00" -125.34 0.00 Bi
B3LYP/6-31G* + WT 12.76  41.0 -93.50 -157.65 0.09 An
12.15 389 -155.00" -157.38 -0.44 A
170.51 37.0 -72.53 -120.26 2.98 B
166.99 354 -155.00" -121.25 0.00 B

" Dihedral angle ¢ frozen during the minimization
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TABLE 5- Conformational angles (degrees) and relative energies values (kcal/mol) of
OCH3-RIB-U in model 2 (methyl group points to Os-) optimized using the methods of
calculation shown in column 1. AE; is reported to the B; conformation of model 2. AE; is
reported to the energy of the By conformation of model 1.

Methods of calculation P T € X AE, AE, Forms
B3LYP/6-31G* 13.22  40.5 -91.88 -161.47 -0.85 0.48 An
11.16 39.6  -157.20 -162.96 -1.17 0.16 A
166.08  35.5 -67.09 -122.50 0.50 1.83 B

163.69 367 -155.00" -124.66 0.00 1.33 B

B3LYP/CPCM/6-31G*  11.03  37.7 -96.43 -157.53 047 055 Ay
1042 377 -156.91 -157.49 -0.16  -0.08 A

172.66  35.7 -70.57 -124.37 -0.53  -0.45 B
17298 36.7 -155.00" -123.82 0.00 0.08 B
B3LYP/6-31G* + WT 16.44 395 -90.28 -163.61 -1.05  -2.81 Aq

1396 38.6  -153.35 -164.54 -1.30  -3.06 A
161.75 35.2 -62.68 -132.70 -0.05  -1.81 B
160.83 357 -155.00" -132.67 0.00 -1.76 B

" Dihedral angle ¢ frozen during the minimization

151



These Sophie BARBE — RESULTATS ET DISCUSSION — PARTIE 11

TABLE 6- Estimates of the east barriers for the compounds studied here. The energy Be
(kcal/mol), and the puckering amplitude t are calculated for the O4’ endo (t,=0°)
conformations.

Compounds Models Methods of calculation Be T
H-U B3LYP/6-31G* 2.34 17.7
B3LYP/CPCM/6-31G* 2.82 12.0
B3LYP/6-31G* + WT 1.68 15.4
OH-RIB-U 1 B3LYP/6-31G* 2.76 29.4
B3LYP/CPCM/6-31G* 3.68 36.5
B3LYP/6-31G* + WT 3.28 14.7
OH-RIB-U 2 B3LYP/6-31G* 2.46 22.9
B3LYP/CPCM/6-31G* 2.96 20.0
B3LYP/6-31G* + WT 2.44 24.0
OCH3-RIB-U 1 B3LYP/6-31G* 2.58 19.5
B3LYP/CPCM/6-31G* 2.71 15.3
B3LYP/6-31G* + WT 3.34 17.4
OCH3-RIB-U 2 B3LYP/6-31G* 3.90 26.1
B3LYP/CPCM/6-31G* 3.17 38.9
B3LYP/6-31G* + WT 3.55 32.2
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FIGURE LEGENDS
FIGURE 1- Atom numbering and chemical structure of the compounds studied.

FIGURE 2- B; and A conformations of H-U obtained by geometry optimization at the
B3LYP/6-31G* level of theory (a). By and A conformations of H-U obtained by geometry
optimization from the B3LYP/6-31G* + WT method of calculation (b). Hydrogen bonds are
represented with dashed lines.

FIGURE 3- “B;” and A conformations of OH-RIB-U (model 1: Hp» away from Os-) obtained
by geometry optimization at the B3LYP/6-31G* level of theory (a). By conformation of OH-
RIB-U (model 1) obtained by geometry optimization from the B3LYP/CPCM/6-31G* method
of calculation (b). B; and A conformations of OH-RIB-U (model 1) obtained by geometry
optimization from the B3LYP/6-31G* + WT method of calculation (c). Hydrogen bonds are
represented with dashed lines.

FIGURE 4- B; and A conformations of OH-RIB-U (model 2: Hp:; points to Os-) obtained by
geometry optimization at the B3LYP/6-31G* level of theory (a). By and A conformations of
OH-RIB-U (model 2) obtained by geometry optimization from the B3LYP/6-31G* + WT
method of calculation (b). Hydrogen bonds are represented with dashed lines..

FIGURE 5- - B; and A conformations of OCH3-RIB-U (model 1: methyl group away from
0Oj5°) obtained by geometry optimization at the B3LYP/6-31G* level of theory (a). B; and A
conformations of OCH3-RIB-U (model 1) obtained by geometry optimization from the
B3LYP/6-31G* + WT method of calculation (b). Hydrogen bonds are represented with
dashed lines.

FIGURE 6- B; and A conformations of OCH3-RIB-U (model 2: methyl group points to Os-)
obtained by geometry optimization at the B3LYP/6-31G* level of theory (a). By and A
conformations of OCH3-RIB-U (model 2) obtained by geometry optimization from the
B3LYP/6-31G* + WT method of calculation (b). Hydrogen bonds are represented with
dashed lines.
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FIGURE 1
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FIGURE 2
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FIGURE 3
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FIGURE 4
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FIGURE 5
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FIGURE 6
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Chapitre II1

Etude de I’interaction IN/ADN en utilisant des analogues
de ’ADN viral

Pour catalyser la réaction de 3’-processing, I’'IN se lie spécifiquement a certaines
séquences localisées aux extrémités LTR de I’ADN viral. Cependant, les interactions a travers
lesquelles ’IN forme un complexe stable et actif avec ’ADN viral ne sont pas encore
comprises.

Dans le but d’identifier les caractéristiques structurales de I’ADN viral déterminant sa
reconnaissance et son clivage par I’IN, ’effet d’analogues de I’ADN viral sur le 3’-processing
a ¢ét¢ mesuré. Ces analogues sont des dodécanucléotides doubles brins correspondant a
I’extrémité LTR U5 de I’ADN viral (tableau 1) mais contenant des nucléotides modifiés en
2’ ou le 1,3-propanediol (figure 1). Ces modifications ont été¢ introduites a différentes

positions sur 1I’'un des deux brins ou sur les deux brins.

Tableau 1- Dodécanucléotide double brin correspondant a I’extrémit¢ LTR U5 de I’ADN

viral

brin U5B (scissible) 5’ Al2 T11 C10 T9 C8 T7 A6 G5 C4 A3 G2 T1 3’

brin U5A 37 T12 A1l G10 A9 G8 A7 To C5 G4 T3 C2 Al 57
—0 O. Ura —0 O. Ura —O0 O. Ade
; ; ; ; W(\/NH? _O‘\_\
0 0 oo T o
NH2-RIB-U (UN) OCH3-RIB-U (UM) NX-ARA-A (aAN) 1,3- propanediol (P)

Figure 1- Les nucléotides modifiés en 2’ et le 1,3-propanediol
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Les mesures des taux initiaux de 3’-processing, en présence des cofacteurs Mn’" ou Mg*"
montrent que certaines modifications affectent considérablement le 3’-processing comme
expos¢ dans I’article joint ci-apres et publié dans The Journal of Biological Chemistry. Par
contre, aucun effet significatif sur la liaison de I’IN n’a été observé. Il est vraisemblable que
I’ADN se lie a I’'IN puis glisse sur I’IN ou bien qu’il y ait une adaptation conformationnelle
du complexe initial IN/ADN avant que le complexe chimiquement actif ne se forme.

Les effets des modifications aux positions 5, 6 et 3 dépendent fortement du cofacteur utilisé.
Ces effets sont beaucoup plus prononcés en présence de Mg”" que de Mn*', certainement
parce que I’IN est plus rigide en présence de Mg>" (Esposito and Craigie, 1998). Les effets des
modifications des paires de bases 7 a 9 sont identiques en présence des deux ions. D’apres
ces résultats, les positions 3 a 6 de I’ADN viral interagissent avec le domaine central de I’IN
qui lie le cofacteur métallique. Le domaine C-terminal connu pour interagir avec I’ADN viral
et qui n’est pas directement impliqué dans la liaison de 1’ion métallique, pourrait donc
interagir avec les positions 7 a 9 de ’ADN viral. Ces résultats sont en accord avec les données
de pontage (Jenkins et al., 1997; Gerton et al., 1998; Esposito and Craigie, 1998; Gao ef al.,
2001).
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The specificactivity of the human immunodeficiency virus, type 1
(HIV-1), integrase on the viral long terminal repeat requires the
binding of the enzyme to certain sequences located in the U3 and U5
regions at the ends of viral DNA, but the determinants of this spe-
cific DNA-protein recognition are not yet completely understood.
We synthesized DNA duplexes mimicking the U5 region and con-
taining either 2’-modified nucleosides or 1,3-propanediol inser-
tions and studied their interactions with HIV-1 integrase, using
Mn>** or Mg®" ions as integrase cofactors. These DNA modifica-
tions had no strong effect on integrase binding to the substrate ana-
logs but significantly affected 3'-end processing rate. The effects of
nucleoside modifications at positions 5, 6, and especially 3 strongly
depended on the cationic cofactor used. These effects were much
more pronounced in the presence of Mg>" than in the presence of
Mn>*, Modifications of base pairs 7-9 affected 3’-end processing
equally in the presence of both ions. Adenine from the 3rd bp is
thought to form at least two hydrogen bonds with integrase that are
crucial for specific DNA recognition. The complementary base, thy-
mine, is not important for integrase activity. For other positions,
our results suggest that integrase recognizes a fine structure of the
sugar-phosphate backbone rather than heterocyclic bases. Inte-
grase interactions with the unprocessed strand at positions 5— 8 are
moreimportant than interactions with the processed strand for spe-
cific substrate recognition. Based on our results, we suggest a model
for integrase interaction with the U5 substrate.

Following reverse transcription, a DNA copy of the human immuno-
deficiency virus, type 1 (HIV-1),> RNA is integrated into the genome of
infected cells. Integration is a prerequisite for viral replication and is
catalyzed by the viral enzyme integrase (IN). IN binds to sequences
located at the end of U3 and U5 parts of long terminal repeats (LTRs) of
viral DNA and catalyzes the trimming, or 3'-end processing, of the
terminal dinucleotide from the 3’-ends of both strands of the DNA. IN
then mediates a strand transfer reaction that inserts the viral DNA into
the host DNA. During this reaction, IN must bind simultaneously to
viral and target DNA. However, IN interacts with these two DNA mol-
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ecules in different ways as follows: binding to host DNA does not
depend directly on host DNA sequence, whereas interaction with the
viral DNA is a sequence-specific process. Nevertheless, the U5 and U3
sequences recognized by IN are not exactly identical.

Strand transfer and 3'-end processing reactions may be carried out
in vitro, using recombinant HIV IN, DNA duplexes mimicking U3 or U5
sequences of LTRs, and divalent metal ions, such as Mg>" or Mn>*,
However, the Mn?>”- and Mg**-dependent activities of IN are not
equivalent, with lower specificity reported for Mn>*-dependent IN (1,
2). Moreover, the inhibition of HIV-1 IN by compounds such as
B-diketo acids, which interact with the active site of HIV-1 IN, is also
metal-dependent (3). The metal ion is coordinated within the IN cata-
Iytic core by two Asp residues (Asp-64 and Asp-116) and water mole-
cules (4—6). These Asp residues are part of the D,D(35)E motif, a triad of
invariant acidic amino acids found in all retroviral integrases (7) and
ultimately required for catalytic activity (2, 8—10). Binding of the metal
cofactor by the amino acids of the D,D(35)E motif causes both local and
long range conformational changes and the activation of IN (5, 11). The
IN catalytic core binds both the metal cofactor and the substrate. These
conformational changes therefore influence the specificity of IN inter-
actions with substrate DNA. Differences in the coordination properties
of Mg®* and Mn?* ions may result in different conformational changes
in the IN catalytic core. This may account for differences in the speci-
ficity of HIV-1 IN interactions with substrate DNA (1, 2), inhibitors (3,
12), and the nucleophiles used to carry out 3’-end processing (13). AsIN
is more sensitive to the structure of molecules interacting with its cat-
alytic core in the presence of magnesium ions, it has been suggested that
the catalytic core of this molecule is more rigid in the presence of mag-
nesium ions, as reported for other magnesium-dependent enzymes (1).

IN has three domains: the N-terminal, catalytic, and C-terminal
domains. The structure of each domain, and of two-domain fragments,
has been determined by x-ray crystallography or NMR spectroscopy (4,
6, 14—16). However, neither the structure of the entire enzyme nor that
of the IN-viral DNA complex has yet been determined. Cross-linking
experiments have been used to study contacts between IN and viral
DNA, and it has been found that the catalytic core (residues 50-212)
and C-terminal domain (residues 213—288) are the principal areas
involved in DNA binding. It has been shown that the Lys-159 residue of
HIV-1 integrase may interact with the N-7 position of the third adeno-
sine of the processed viral DNA strand (17) and that Glu-152 may also
interact with this adenosine (18). GIn-148 and Tyr-143 have been
shown to bind to the terminal nucleotides of the processed strands of
viral DNA, and the thymidine at position 7 interacts with amino acids
from the C-terminal domain (1). Glu-246 is also thought to be located
near the C-2’ atom of the 2’-deoxyadenosine at position 7 in the
unprocessed strand (19). Nevertheless, the protein/DNA interactions
through which IN forms a stable and catalytically active complex with
viral DNA are not yet completely understood.
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New HIV DNA Analogs for Studying Interactions with Integrase
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FIGURE 1. Structure of analogs of U5 substrate w = § ; use 3 GTGTGGAARATCTCTAGCAGT ¥
containing modifications at various positions, = - . P
indicated by figures. A, structure of the non-nucle- usa 3 CACRLCTT TTAGAGF}’T \,G;I‘ Ch &
oside insertion (P) and its positions within the ? NH, -
duplex. B, structure of 2’-amino-2"-deoxyuridine
(UMN)and 2'-O-methyluridine (UM) and their positions
within the duplex. C, structure of 2’-(3-aminopropio- _
nyl)amino-2'-deoxyarabinoadenosine and its posi- o O. A US-substrate
tions within the duplex. In all duplexes, U5B corre- 7
sponds to the processed strand and U5A to the e = Y / usB 5 GTGTGGAARATCICTAGCAGT 3¢
unprocessed strand.
o OCH Usa 3 CACACCTTTTAGAGATIGTCA &¢
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The third and fourth nucleotides of the processed strand of the viral
DNA (the so-called conserved 5'-CA-3') are important for 3'-end proc-
essing and strand transfer activities of IN (1, 20, 21). It has been shown
that the region from nucleotides 4 to 9 of the viral DNA is important for
efficient 3’-end processing (22—25). Modification of the nucleosides at
positions 5 and 6 in the processed strand significantly decreases 3'-end
processing efficiency (1, 20, 25), and it has been suggested that IN comes
into contact with the heterocyclic bases of these nucleosides (26). How-
ever, the mechanism of IN interactions with the processed and unproc-
essed strands of the HIV DNA remains to be elucidated.

We therefore investigated the effect of the double-helix structure of
viral DNA on HIV-1 integrase activity in the 3’-end processing reaction,
as a means of identifying the structural features of the viral DNA deter-
mining the sequence specificity of its recognition and processing by IN.
We synthesized a set of modified DNA duplexes, with sequences mim-
icking the U5 sequence of LTR of the viral DNA. (U5 substrate). Nucleo-
sides at various positions in the processed strand, the unprocessed
strand, or both were replaced by a non-nucleoside insertion, 1,3-pro-
panediol, or nucleosides containing modified sugar residues, 2’-amino-
nucleosides and 2'-O-methylnucleosides (Fig. 1). Because the conserved
CA sequence adenosine is considered crucial for 3’-end processing and
strand transfer activities, we also prepared a number of U5 substrate ana-
logs in which the A/T pair was replaced by unpaired nucleotides in the 3rd
position and a 2,6-diaminopurine replaced the conserved adenine.

We have shown that IN probably recognizes the viral DNA by form-
ing at least two hydrogen bonds with the adenine at position 3. The
complementary base, thymine, does not interact with IN. We suggest
that IN recognizes the fine structure of the sugar-phosphate backbone
rather than heterocyclic bases at other positions. We also found that
interactions with the unprocessed strand were more important for spe-
cific substrate recognition by IN than interactions with the processed
strand. We showed that local destabilization of the A/T pair at position
3 was required for 3’-end processing, allowing such processing to occur
even at internal positions of the U5 substrate within DNA. Finally, we
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studied IN/DNA interactions in the presence of Mn>* and Mg>" ions,
investigating the differences in substrate recognition specificity in the
presence of these two cofactors. We found that modification of the
nucleosides in the 6th, 5th, and especially the 3rd positions influenced
3’-end processing more strongly in the presence of Mg®* than in the
presence of Mn** ions, whereas modification of base pairs 7-9 affected
3'-end processing equally in the presence of both ions. We suggest that
positions 3—6 within the substrate DNA interact with the IN catalytic
core that binds the metal cofactor.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Oligonucleotide Synthesis—Oligonucleotides were synthesized using
an Applied Biosystems 380B DNA synthesizer and the standard B-cya-
noethyl phosphoramidite procedure. The resulting oligonucleotides
were purified by electrophoresis in a 20% denaturing polyacrylamide
gel. Oligonucleotides containing 2'-(3-aminopropionyl)amino-2’-de-
oxyarabinoadenosine (Fig. 1C) and 2’-amino-2'-deoxyuridine (Fig. 1B)
were synthesized as described previously (27, 28). Oligonucleotides
containing 1,3-propanediol insertions (Fig. 1A) were synthesized using
the commercially available Spacer C3 (Glen Research). An oligonucleo-
tide containing 2,6-diaminopurine was synthesized using commercially
available 2-amino-dA-CE phosphoramidite (Glen Research). Structures
of all modified oligonucleotides were confirmed by matrix-assisted laser
desorption/ionization time of flight. Hybridization of oligonucleotides
U5B and U5A (U5B being the processed strand) gave the wild-type U5
integrase substrate.

The fluorescein-labeled oligonucleotides U5B-fl (5'-l-GTGTGG-
AAAATCTCTAGCAGT-3') and U5A-l (3'-fl-CACACCTTTTAG-
AGATCGTCA-5’) used for IN/DNA binding studies were synthesized
as follows: oligonucleotide U5B, with an amino group at its 5'-end, and
oligonucleotide U5A, with an amino group at its 3’-end, were synthe-
sized with 5'-amino-modifier C6 reagent and 3’-amino-modifier C3
controlled pore glass (Glen Research), respectively. The resulting oligo-
nucleotides were dissolved in a mixture of 60 ul of H,0, 20 ul of 1 M
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carbonate buffer (pH 11), and 80 ul of dimethylformamide. We then
added 1 mg of fluorescein isothiocyanate to each solution. The mixtures
were incubated in the dark at room temperature for 4—12 h, and 1 ml of
2% LiClO, in acetone was added to precipitate the oligonucleotides. The
reaction mixtures were analyzed by reversed-phase high performance
liquid chromatography in ion pair mode, and the labeling efficiency was
found to be greater than 90%. The conjugates were purified by electro-
phoresis in a 20% polyacrylamide denaturing gel, and the presence of
fluorescein was confirmed by absorption spectroscopy.

Synthesis of the Oligonucleotide Containing Acylated 2’ -Amino Group—
A solution of 10 nmol of 2’-aminouridine containing oligonucleotide
(B-N7) in 100 gl of 1 M sodium borate buffer (pH 8.3) was supplemented
with 100 ul of a 0.1 M solution of succinic anhydride in acetonitrile, and the
reaction mixture was incubated at 37 °C for 3 h (Fig. 24). Acetonitrile was
then evaporated, and the acylated oligonucleotide (B-N7-ac) was purified
by gel filtration using NAP-10 columns (Amersham Biosciences). The effi-
ciency of the amino group acylation determined by reversed-phase high
performance liquid chromatography analysis in ion pair mode was about
95%. The acylated oligonucleotide (B-N7-ac) was further used for 3'-proc-
essing experiments without additional purification.

Integrase—Detergent-free recombinant integrase protein was pro-
duced in Escherichia coli and purified as described previously (29).

Thermal Denaturation Studies—Oligonucleotide duplexes (1 uM in
20 mM Tris-HCl buffer (pH 7.0), 7.5 mm MgCl,) were heated at 90 °C for
3 min and slowly cooled to 10 °C. Melting studies were carried out in
Teflon-stoppered 1-cm path length quartz cells, using a Hitachi 100 -20
spectrophotometer equipped with a thermal programmer. We moni-
tored absorbance at 260 nm as the temperature was increased at a rate of
0.5 °C/min. Melting temperatures (T,,,) were determined by fitting the
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first derivative of absorbance with respect to 1/T. Uncertainty in T, was
estimated to a precision of £0.5 °C by repeating experiments.

Preparation of 5'-Radiolabeled DNA Duplexes—For binding and
processing assays, 10 pmol of the oligonucleotide U5B, or one of its
modified analogs, was labeled using T4 polynucleotide kinase and 50
uCi of [y-**P]ATP (3000 Ci/mmol). T4 polynucleotide kinase was
then inactivated by adding EDTA and heating at 65 °C for 5 min. The
corresponding complementary unlabeled oligonucleotide, U5A, or
its modified analog (10 pmol) was then added to each of the labeled
oligonucleotides. The mixtures were heated at 90 °C for 3 min, and
the DNA duplexes were allowed to anneal by slowly cooling to room
temperature. DNA duplexes were purified using Micro Bio-Spin col-
umns P-6 (Bio-Rad).

3'-End Processing Assay—The 3’-end processing reaction was car-
ried out in a buffer containing 20 mMm HEPES (pH 7.2), 1 mM DTT, and
7.5 mM MnCl, or MgCl, using the IN substrate U5B/U5A or an analog
containing modifications in one or both strands. *’P-Labeled DNA sub-
strates (1.25 nM) were incubated in 20 ul of the buffer with 100 nm
integrase at 37 °C. Aliquots were taken after 5, 10, 20, 30, 60, and 120
min. The reaction was stopped by adding 80 pl of a stop solution (7 mm
EDTA, 0.3 M sodium acetate, 10 mM Tris-HCI (pH 8)). IN was extracted
in phenol/chloroform, and DNA fragments were precipitated with eth-
anol. The products were suspended in loading buffer (80% formamide,
0.05% bromphenol blue, 0.05% xylene cyanol) and separated on 20%
polyacrylamide denaturing gels. Gels were analyzed on a Storm 840™
PhosphorImager (Amersham Biosciences) and quantified with Image-
Quant™ 4.1 software (Fig. 3). We fitted a nonlinear regression curve to
the experimental data, and initial rates were calculated as the tangent to
the kinetic curves for ¢ = 0. Rate data for modified substrates were
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FIGURE 3. Effect on 3’-end processing of replac-
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normalized to the initial rate of 3'-end processing of the natural U5
substrate. All 3'-end processing experiments were carried out at least
three times; the standard deviation was between 5 and 10%.

DNA Binding Assay—?*P-Labeled duplexes (5 nm) were incubated
with IN (10, 25, 50, 100, and 300 nMm) in 10 gl of a buffer containing 20
mM HEPES (pH 7.2), 1 mMm DTT, 7.5 mm MgCl,, and 5% (v/v) glycerol
for 25 min at room temperature. A constant level of 20 mm NaCl was
maintained in all reaction mixtures. The samples were then loaded on a
4% nondenaturing acrylamide gel containing 0.2% glycerol. Electro-
phoresis was carried out in a running buffer containing 50 mm Tris
borate (pH 7.5) and 1 mm EDTA for 2 hat4 °C (5.6 V/cm). A Storm 840
PhosphorImager (Amersham Biosciences) was used for analysis and
quantification.

Steady-state Fluorescence Anisotropy Measuremenis—Steady-state
fluorescence anisotropy values were recorded on a Beacon 2000 appa-
ratus (Panvera, Madison, W1) in a thermostated cell, at 37 °C for kinetics
studies or 20 °C for competition experiments. For kinetics studies, flu-
orescein-labeled DNA duplexes (4 nM) (wild-type substrate or modified
oligonucleotides) were added to a 200-ul buffered solution containing
20 mmM HEPES (pH 7.2), 1 mM DT'T, and 7.5 mm MgCl,. IN-DNA com-
plex formation was then triggered by adding IN (200 nMm final concen-
tration). A constant level of 20 mm NaCl was maintained in all reaction
mixtures. Fluorescence anisotropy values were then recorded, and the
binding curves were used to determine the pseudo first-order binding
rate constant, k,, = k; X [IN] (where k, is the second-order binding rate
constant). A single-exponential model was fitted to the data for
DNA-IN complex formation.

For competition experiments, fluorescein-labeled DNA duplexes (2
nM) were first incubated with various concentrations of unlabeled DNA
duplexes (either unmodified or modified oligonucleotides) in a buffered
solution containing 20 mm HEPES (pH 7.2), 1 mM DTT, 20 mM NaCl,
and 5 mm MgCl,. IN (120 nM final concentration) was then added, and
steady-state anisotropy values (r) were recorded after equilibrium was
reached. The r value corresponding to free fluorescein-labeled DNA
was subtracted from the measured r value to give Ar. Finally, Ar
values were plotted against competitor concentration to determine
apparent K (concentration of unlabeled DNA decreasing the initial
Ar value by 50%).

RESULTS

This study aimed to identify the elements of viral DNA structure
determining the sequence specificity of interactions with HIV-1IN. We
synthesized 21-mer DNA duplexes containing modifications inducing
local distortions in the DNA double helix (27, 28, 30 —32) and, therefore,
DNA destabilization (supplemental Table S1). Oligonucleotides mim-
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icking the HIV-1 U5 viral DNA end were synthesized with single mod-
ifications at a particular residue (Fig. 1). Modified substrate analogs
contained only one modification in the processed (U5B) strand, the
unprocessed (U5A) strand, or both. The native nucleosides in the U5
substrate were replaced by non-nucleoside insertions (1,3-propanediol
residues), 2’-aminonucleosides, or 2’'-O-methyluridine. It has been
reported that the most important nucleosides for integration are those
at positions 3-9 of the processed strand (17, 20, 21, 24, 26). However,
nucleoside mutations distal to the LTR end (positions 10—13) have also
been found to affect 3'-end processing, but only in the presence of Mg?"
ions (1). We assessed the importance of various nucleosides within the
LTR sequence, by making modifications at positions 3, 5-9, and 12 of
the U5 substrate (Fig. 1). Position 4 was not modified because the mod-
ification of this base pair has been shown to inhibit 3’-end processing
(20, 21, 24, 26).

Modifications at Position 12—W'e investigated the influence of U5
substrate modifications on the ability of IN to mediate 3’-end process-
ing. We found that replacement of the nucleosides at position 12 by the
non-nucleoside insertion P did not affect IN activity in presence of
Mg** or Mn** ions (supplemental Table S$2). These nucleosides there-
fore do not form contacts with IN that are important for catalytic activ-
ity. By contrast, modifications at other sites on the U5 substrate signif-
icantly influenced the processing rate.

Modifications at Positions 7-9—Both non-nucleoside insertions and
nucleoside modifications at position 9 decreased the 3’-end processing
rate (Table 1). Similar effects were observed for modifications of the pro-
cessed and unprocessed strands. Non-nucleoside insertions decreased
the reaction rate more strongly than the insertion of a modified nucle-
oside. The 3’-end processing rate was lower if both substrate strands
were modified. Therefore, nucleosides at position 9 in both strands of
the DNA are involved in interactions with IN.

For positions 7 and 8, we found that all nucleoside modifications on
the unprocessed strand, U5A, decreased the reaction rate (Table 1). By
contrast, non-nucleoside insertions in the processed strand, U5B, had
no effect on 3'-end processing rate (Table 1). Similar results were
obtained if the thymidine at position 7 was replaced by 2'-O-methyl-
uridine. Therefore, IN interacts principally with the nonprocessed
strand of the U5 substrate at positions 7 and 8.

It should be especially noted that replacing position 7 of the U5B
strand with 2’-aminouridine increased 3’-end processing rate (T'able 1).
This can be explained by the formation of an additional contact between
the amino group of 2’-aminouridine and an amino acid inside IN. It may
be an extra hydrogen bond or an electrostatic interaction that occurs if
this amino group is at least partially protonated (pK, = 6.2 (33, 34)).
We verified this by treating an oligonucleotide containing 2’-amino-
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TABLE 1

The relative initial rates of 3’-end processing of the duplexes containing modifications at positions 7-9

The U5 substrate initial rate is considered to be equal to 1.

Initial processing rate
Position Cofactor U5B strand U5A strand Both strands
P uN uM P aAN P UN/aAN
7 Mg** 1.10 = 0.09 1.81 +0.21 0.91 £0.11 0.43 = 0.06 0.73 £ 0.09 0.69 = 0.08 1.58 +0.12
Mn?* 0.83 = 0.07 142 *0.12 0.82 +0.10 0.41 * 0.05 0.57 = 0.08 0.44 + 0.06 1.24 + 0.10
8 Mg?*‘ 092 *+ 0.09 — —_ 0.44 * 0.06 - 0.79 + 0.09 -
Mn?* 0.93 = 0.09 — — 0.68 = 0.08 — 0.81 £ 0.11 —
9 Mg+ 0.62 + 0.08 0.94 + 0.08 — 0.61 = 0.07 0.79 £0.08 0.53 * 0.07 0.67 = 0.08
Mn?** 0.59 = 0.07 0.92 = 0.10 — 0.62 = 0.08 0.83 = 0.10 0.48 = 0.07 0.54 £ 0.07
# — indicates 3'-end processing assay was not carried out.
TABLE 2
The relative initial rates of 3’-end processing of the duplexes containing modifications at positions 5-6
The U5 substrate initial rate is considered to be equal to 1.
Initial processing rate
Position Cofactor U5B strand U5A strand Both strands
P aA~ P uN uM P aAN/UN
5 Mg+ 0.10 = 0.02 — 0 — — 0 —
Mn?* 0.31 = 0.04 — 0.11 = 0.03 — — 0.09 £ 0.01 —
6 Mg** 021 * 0.03 0.29 * 0.04 0 0.10 £ 0.02 0 0
Mn?* 0.34 = 0.05 0.46 = 0.07 0.18 £ 0.03 0.27 £ 0.04 0.18 £0.02 0.21 = 0.04 0.19 £ 0.02
“ — indicates 3’-end processing assay was not carried out.
uridine at position 7 (B-N7) with succinic anhydride, to give an A B-AGIUSA
oligonucleotide containing a carboxyl group (B-N7-ac) (Fig. 24). We 5 GTGTGOABRETCTCTAGCGET 3
found that the 3’-processing rates of the duplex with this carboxyl 3¢ CACACCTTTTAGAGATCGTCA 57
group (B-N7-ac/U5A) and nonmodified U5 substrate were the same US-substrate B-3T/USA
(Fig. 2B). Therefore, the increase in the 3’-processing rate of the - GIGTGGAARRTCTUTAGCAGT 3° 5" GTGTGGRARARTCTCTAGCTGT 27
3 CRCACCTTTTAGAGATCGTCA 57 3* CACACCTTTTAGAGATIGTCA &7

substrate containing 2’-aminonucleoside at the processed strand
position 7 is because of the presence of the 2'-amino group. This
processing rate increase was also observed when the seventh nucleo-
sides in both strands were modified. However, the effect was less,
probably because of the opposition of two different effects: an
increase in processing rate caused by the modification of the pro-
cessed strand, and a decrease caused by the modification of the non-
processed strand. Finally, for all modifications at positions 7-9, an
equal effect on processing rate was observed in the presence of either
Mn?* or Mg* ions (Table 1).

Modifications of Positions 5 and 6—By contrast with the positions 7
and 8, modifications of the nucleosides in either strand at positions 5
and 6 affected the 3’-processing rate (Table 2). However, the rate
decrease was much greater when the nonprocessed strand was modi-
fied. Replacement of native nucleosides by both the non-nucleoside
insertion (P) and the modified nucleosides, 2’-aminonucleosides or
2’-O-methylnucleosides, resulted in a similar effect (Table 2). There-
fore, IN was sensitive to any distortion of the double helix in this DNA
region and not especially affected by heterocyclic base removing. The
inhibition effect of the nucleoside modification was much greater in the
presence of Mg>" than in the presence Mn>* ions (Table 2).

Processing of Substrates Containing Modifications at Position 3—Many
studies have shown that adenine at position 3 is important for the efficient
processing of HIV-1 DNA (1, 17, 20, 21, 24, 26). However, some modi-
fications of the third nucleoside do not inhibit processing (25, 35). We
investigated the interaction between IN and the adenine at position 3 by
studying the 3’-end processing of U5 substrate analogs in which this
adenine was replaced by guanine, thymine, or cytosine (Fig. 44). All
these duplexes had noncomplementary base pairs instead of A/T at
position 3, because the wild-type oligonucleotide U5A was used as the
unprocessed strand in all cases. In the presence of Mg”* ions, replace-
ment of the conserved adenine by any other base decreased the proc-
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FIGURE 4. Repl of the adenine at position 3 by ather heterocydic bases. 4,

structures of U5 substrate analogs in which the adenine at position 3 was replaced by gua-
nine, thymine, and cytosine. B, initial 3’-processing rates. The initial rate of U5 substrate
3’-end processing was setat 1.

essing rate by a factor of 3—4 (Fig. 4B). In the presence of Mn>" ions IN
cleaved the mismaiched duplexes (B-3G/U5A, B-3T/U5A, and B-3C/
U5A) more efficiently than in presence of Mg?*, and 3’-end processing
rates depended on the base replacing the adenine (Fig. 4B). The proc-
essing rate of the T-containing analog was similar to that of the wild-
type substrate, whereas replacement of the A by a C or a G approxi-
mately halved the processing rate.

Replacing 2’-deoxyadenosine by 2’-aminonucleoside (aA™) at posi-
tion 3 had no significant effect on processing rate in the presence of
Mn** ions (Table 3). In contrast, processing was almost completely
inhibited in the presence of Mg®* ions (Fig. 3 and Table 3). Although
2’-aminonucleoside (aA™) contains adenine, it is not in the same posi-
tion as within the wild-type substrate. IN may therefore recognize the
adenine in the modified substrate only if it has a flexible structure. The
active site of IN is thought to be more rigid in the presence of Mg>* than
in the presence of Mn>* (1). Therefore, changing the position of ade-
nine inhibits 3’-end processing only in the presence of Mg>* ions,
because IN may adopt a new conformation in the presence of Mn>*
ions, providing greater access to the modified substrate structure.
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TABLE3

The relative initial rates of 3’-end processing of the duplexes containing modifications at the 3rd position

The U5 substrate initial rate is considered to be equal to 1.

Initial processing rate
Position Cofactor U5B strand U5A strand Both strands
P aAN P uN uM P aAN/UN
3 Mg+ 0 0.10 = 0.02 1.31 +0.14 1.25 +0.12 1.80 +0.19 0 4]
Mn?* 0 0.86 *+ 0.08 1.28 = 0.07 1.27 = 0.09 1.27 = 0.12 0 214 *+0.11
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Replacement of the 2’-deoxyadenosine at position 3 by 1,3-pro-
panediol (P), resulting in the elimination of all functional groups of the
adenine, completely inhibited 3’-end processing, regardless of the
cofactor used (Table 3).

Replacement of the thymidine at position 3 in the unprocessed strand
by 1,3-propanediol (P) or any modified nucleoside (U™ or UM) increased
the 3’-end processing rate (Table 3 and Fig. 3), regardless of the cofactor
used. All these modifications at position 3 destabilized the DNA double
helix (supplemental Table S1). This destabilization may stimulate
3’-end processing, consistent with previous data demonstrating an
increase in 3’-processing activity because of destabilization of the 3rd bp
(26, 35, 36).

The duplex with non-nucleoside insertions in both strands was not
processed, regardless of the cofactor used (Table 3). In the presence of
Mg** ions, no 3’-processing was also observed for the duplex contain-
ing 2’ -aminonucleosides in both strands, because of the inhibitory effect
of the processed strand modification (Fig. 3 and Table 3). As replacing
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the native A by aA™ did not affect 3’-end processing in the presence of
Mn?" ions, we observed an increase in reaction rate for the substrate
analog containing two 2’-aminonucleosides in presence of this ion
(Table 3). This effect may be due to the modification of both strands,
further destabilizing the duplex.

As destabilization of the A/T base pair at position 3 stimulated 3-end
processing, we hypothesized that the stabilization of this base pair
would decrease the processing rate. We tested this hypothesis by study-
ing 3'-end processing of U5 substrate analogs containing 2,6-diamin-
opurine (DAP) instead of the adenine at position 3 of the U5B strand
(Fig. 54). The DAP base stabilizes the DNA structure by forming three
hydrogen bonds with the complementary thymine, instead of two bonds
for the normal Watson-Crick pair A/T (Fig. 5B) (37). Processing was
strongly inhibited in the presence of either metallic cofactor following
the incorporation of DAP into the U5B strand (duplex B-DAP/U5A)
(Fig. 5, C and D). However, the 3’-end processing rate was increased by
elimination of the hydrogen bonding between DAP and T because of
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replacement of the T residue by 1,3-propanediol (duplex B-DAP/A-P3).
Processing was as rapid as for the wild-type substrate in the presence of
Mn?* ions (Fig. 5C). A smaller increase in processing rate was observed
in presence of Mg®" ions (Fig. 5D).

We also studied interactions between IN and two 26-mer duplexes,
because we assumed that A/T pair destabilization would enable IN to
mediate cleavage of the U5 sequence in a more extended DNA duplex
(Fig. 6). One duplex contained the sequence of the U5 substrate with 5
additional base pairs (26B/A). In the second duplex (26B/Amut), we
replaced the thymine preceding the conserved adenine by an adenine,
resulting in the noncomplementary pair A/A (Fig. 64). The 3'-end proc-

A.

26B/A
43 +1 43 +5
B-strand > 57 GTGTGG}\AAQTCTCTRG@GTCCGTC 3
A-strand > 37 CACACCTTTTAGAGATCGTCAGGCAG 5
26B/Amut
43 4143 +5
B-strand >  5° GTGTGGAAAATCTCTAGCAGTCCGTC 3
A-strand > 37 CACACCTTTTAGAGATCGACAGGCAG 5'
US-substrate 26B/A 26B/Amut
26, o o 1
21-mer.
19-mer- s il WP
g’r:;e —» 015 20 304560 0 1520 304560 0 1520 30 45 60
C. US-substrate 26B/A 26B/Amut
26-mer. —P
21-mer. —p
[9-mer. —»
fime,
min —> 0 10 30 80120 © 10 30 60120 O 10 30 60 120

FIGURE 6. 3’-End pr g of sub ! g additional base pairs.
A, structure of substrate analogs containing addltlonal base palrs Analysis of the proc-
essing products in the presence of Mn** ions (B) and Mg?™ ions (C) is shown.

TABLE 4
Study of the IN binding with U5 substrate and its modified analogs

essing efficiency of the 26B/A duplex was very low in the presence of Mn**
ions (Fig. 6B), and no processing was observed in the presence of Mg”™ ions
(Fig. 6C). In the case of the duplex containing the noncomplementary pair
(26B/Amut), the 3’-processing efficiency increased in the presence of
Mn?*" ions (Fig. 6B). Moreover, IN was able to cleave the mutated substrate
even in presence of Mg>" ions (Fig, 6C). Thus, A/T pair destabilization is
essential for DNA cleavage by IN.

Integrase Binding to Modified Substrate Analogs—DNA substrate
modification may influence the overall enzymatic reaction, either by
affecting the substrate binding step or by influencing the catalytic activ-
ity of the enzyme. We therefore carried out electrophoretic mobility
shift assays and steady-state fluorescence anisotropy experiments to test
the effect of U5 substrate modifications on DNA binding by IN. We
showed previously that the anisotropy parameter (r) is particularly use-
ful for studies of IN/DNA interactions using fluorescein-labeled DNA,
with monitoring of the difference in r value between the IN-free and the
IN-bound DNA (38). We studied IN binding to substrate analogs con-
taining the modifications with the most pronounced effect (inhibition
or stimulation) on 3’-end processing rate (Table 4). All experiments
were carried out in the presence of Mg”" ions.

We first studied the binding isotherms for DNA/IN interactions, for
the modified U5 substrate analogs, by means of electrophoretic mobility
shift assays (supplemental Fig. $1). IN bound equally well to all the
modified duplexes tested. The binding curves for the modified sub-
strates were similar to that for the control wild-type U5 substrate (Fig.
7). Thus, substrate modifications with major effects on 3’-end process-
ing seemed to have no effect on substrate-IN affinity.

We then investigated IN/DNA interactions by steady-state fluores-
cence anisotropy (Table 4). The fluorescein-labeled wild-type DNA
substrate was incubated in the presence of various concentrations of
unlabeled modified DNA duplexes (Table 4) before the addition of IN.
We calculated apparent K, values from the competition curves for the
modified DNA duplexes (Table 4). Consistent with the results of elec-
trophoretic mobility shift assays, the apparent affinities of IN for the
various modified duplexes were comparable with the one for wild-type
substrate. A slight affinity increase was obtained for substrates contain-
ing the abasic site, which display no activity under magnesium condi-
tions (U5B/A-P5 and B-P3/U5A K; ~ 8.5 nM, as compared with U5B/
U5A K, ~ 21 nm). Moreover, other DNA substrates (U5B/A-N6 and
B-N3/U5A) that display no 3’-processing activity have an apparent
affinity for IN comparable with the wild-type substrate. Finally, proc-
essing of the modified duplex B-N7/U5A, which is characterized by the
weakest affinity (K; ~ 36 nM), was stimulated (Table 1). Therefore, no

The type of the strand (A or B) modification is noted by N for 2"-aminonucleosides and P for 1,3-propanediol insertion; position of the modified nucleoside in the strand

is noted by a corresponding figure.

DNA duplex Sequence K k3,
nM min~t

U5 substrate 5'-GTGTGGAAAATCTCTAGCAGT-3’ U5B strand 210 £35 0.74 = 0.04

U5B/U5A 3’'-CACACCTTTTAGAGATCGTCA-5" U5SA strand

U5B/A-N3 GTGTGGAAAATCTCTAGCAGT 26+3 0.89 = 0.04
CACACCTTTTAGAGATCGU"CA

U5B/A-P5 GTGTGGAAAATCTCTAGCAGT 86 +0.4 1.07 = 0.05
CACACCTTTTAGAGATEGTCA

U5B/A-N6 GTGTGGAAAATCTCTAGCAGT 20+2 1.07 = 0.05
CACACCTTTTAGAGAUYCGTCA

B-P3/U5A GTGTGGAAAATCTCTAGCRPGT 82+08 1.00 = 0.05
CACACCTTTTAGAGATCGTCA

B-N3/U5A GTGTGGAAAATCTCTAGCAANGT 20+3 0.71 = 0.04
CACACCTTTTAGAGATCGTCA

B-N7/U5A GTGTGGAAAATCTCUNAGCAGT 36*+5 113 £ 0.06
CACACCTTTTAGAGATCGTCA

“kon and K (apparent K,;) values were obtained from steady-state anisotropy measurements as indicated under “Experimental Procedures.”
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FIGURE 7. Binding of modified DNA substrates
to IN (5 nm duplex, 10-300 nmintegrase) in the
presence of Mg?* ions. Curves corresponding to
the accumulation of IN-bound substrates were
calculated using electrophoretic mobility shift
assays data (supplemental Fig. S1). Structures of
the modified substrates containing 2’-amino-
nucleotides {N) or 1,3-propanediol insertion (P)
are shown in the Table 4.

Binding efficiency, %
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correlation between the apparent affinity and the specific activity was
detected.

As we showed previously that IN-DNA complexes form fairly slowly
(38, 39), this step might be differentially affected by DNA modifications,
with effects on subsequent IN activity. We therefore investigated the
effects of substrate modifications on the kinetics of DNA binding to IN
(Table 4). Fluorescein was attached to the 5'-end of the U5B strand of
the duplexes when the U5A strand was modified and was attached to the
3’-end of the U5A strand when the U5B strand was modified. The
pseudo first-order rate constants (k,,) were calculated for the various
modified DNA duplexes (Table 4). Again, no significant difference was
observed between modified and unmodified substrates, and no correla-
tion between the effect of a given modification on DNA-binding rate
and 3’-end processing rate was observed. Thus, the catalytic step is
more sensitive to DNA modifications than the binding step. IN is known
to have the intrinsic ability to bind target DNA in a nonspecific manner.
This nonspecific binding may lead to underestimation, at least in vitro,
of specific binding, minimizing the structural effects of DNA modifica-
tions on IN/DNA recognition. In the 3’-end processing assay, a smaller
population of IN-DNA complexes is observed, the subpopulation cor-
responding to the correct and specific positioning of IN on its DNA
substrate. Structural effects of DNA on this subpopulation may be more
pronounced and easier to detect in activity assays than in DNA binding
assays.

DISCUSSION

In the absence of crystallographic or NMR structures for IN-DNA
complexes, most of what is known about interactions between IN and
its substrates is based on functional studies using modified DNA ana-
logs. We tried to identify the elements of viral DNA structure important
for IN binding and 3’-end processing. We first used a novel type of U5
substrate analog containing sugar-phosphate backbone modifications
at various positions in one or both strands (Fig. 1). We investigated two
different types of DNA modification: removal of the nucleoside by
replacement with a 1,3-propanediol residue (P) or modification of the
sugar conformation, changing the furanose 2'-position. It has been
shown that the replacement of thymidines in the U5 substrate by 2'-de-
oxyuridines has no major influence on 3’-end processing (25), indicat-
ing that the methyl groups of the thymine residues in the U5 substrate
are not involved in interactions with IN. The effect on the 3’-end proc-
essing rate of replacing T residues by 2’-modified uridines as demon-
strated here therefore results from the unusual furanose structure
rather than the elimination of methyl groups from heterocyclic bases.

It is important that all our modifications introduced a local dis-
tortion in the DNA double helix structure, decreasing T, (supple-
mental Table S1). The instability caused by 2'-amino modification
probably results from heterocyclic base destacking (27), causing base
displacement in the double helix structure. In the case of UM, the
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destabilization may result from its C-3’-endo sugar puckering typical
of the A-form geometry of RNA (32, 40). However, 2'-modified
nucleosides retain their heterocyclic bases and may maintain at least
some contacts with IN, whereas the incorporation of 1,3-pro-
panediol results in the complete elimination of all functional groups
that might interact with IN.

Most of the substrate positions involved in the specific activity of IN
are located upstream from the 9th bp (20, 22, 25). However, nucleotides
at positions 10—13 have also been shown to be important (1). We found
that modifications at position 12 did not alter IN activity. We therefore
focused on positions 3—9. We found that their modifications altered the
3’-end processing rate. As the conflicting results reported in previous
publications may arise from the differential use of Mn>" or Mg>" ions,
we also compared, for each modification, the 3’-end processing rate in
the presence of these two cations.

We found that the catalytic step was sensitive to modifications to
DNA -substrate structure but that the modifications had no effect on
substrate binding to IN. In our hands, it was not possible to distinguish
between specific and unspecific binding of IN to DNA. The K, value
derived from binding to the U5 sequence was very close to the one
obtained with nonspecific double-stranded DNA (25 nMm; data not
shown). Under our enzymatic conditions (E > S), IN activity was cor-
related to the amount of IN-DNA complexes. It was therefore crucial to
verify whether the substrate modifications did not alter the quantity of
complexes formed iz vitro. No modification of IN binding was observed,
thus indicating that the alteration of the catalysis was related to a post-
binding event, most likely a modification of the DNA conformation,
which prevented the cleavage to occur.

Integrase Interacts with the DNA Sugar-Phosphate Backbone at Posi-
tions 5-9—We identified three different sites, between nucleosides 5
and 9 inclusive, where modification affected 3’-end processing rate in
different ways.

All modifications at position 9 affected processing rate, but this effect
was moderate in all cases (Table 1). The strongest effect was obtained by
replacing the base pair by 1,3-propanediol (P). However, despite the P
insertion causing the largest DNA distortion (the T, shift was 8.3 °C)
because of the disruption of both hydrogen bonding and heterocyclic
base stacking, the processing rate was no more than halved. This sug-
gests that IN interacts with the sugar-phosphate backbone, without
making specific contacts with the bases. Moreover, single modifications
on either strand affected IN activity equally, suggesting that this inter-
action likely involves both strands.

At positions 7 and 8, the total removal of heterocyclic bases from the
processed strand had no significant effect on 3’-end processing rate (Table
1, modification P), ruling out the possibility of specific contact with heter-
ocyclic bases. By contrast, similar modifications of the unprocessed strand
decreased IN activity (Table 1, modification P) thus allowing specific
interactions with IN for heterocyclic bases from this strand. It has been
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shown, however, that substitutions at positions 7 and 8 with other com-
plementary base pairs, which do not disturb the DNA double helix
structure but change the pattern of putative bases contacts with IN, do
not affect 3'-end processing (1). Thus, the inhibitory effect of P insertion
results from the loss of IN contacts with the sugar-phosphate backbone
because of its local distortion rather than a loss of contacts with heter-
ocyclic bases.

Any modification of the fifth and sixth native nucleosides, either by P
insertion or by replacement with 2’-modified nucleosides, led to a large
decrease in the 3’-end processing rate (Table 2). Similar levels of inhibition
were observed with all substrate modifications at position 6, suggesting that
IN recognizes the conformation of the DNA backbone rather than nucle-
oside bases. Previous studies have shown that replacing the guanine at posi-
tion 5 with O°-methylguanine decreases substrate cleavage (26). It has been
suggested that IN interacts with this heterocyclic base via the major groove
of the DNA. However, the 5th and 6th bp are inverted in the U5 and U3
extremities (5'-A(G/C)T-3’ in U5 and 5'-T(C/G)A-3’ in U3), although
both sequences are substrates of the enzyme. This observation is not con-
sistent with the direct recognition of the bases at these positions by IN.
Moreover, the effect of O°-methylguanine may also result from the DNA
structure distortion, because guanine O°-methylation modifies the confor-
mation of the phosphodiester backbone at the modification site (41). It
therefore seems more likely that IN recognizes a DNA fine structure gen-
erated by the G/C and A/T pairs at positions 5 and 6, respectively. Defor-
mation of the double helix by either base replacement or nucleoside mod-
ification prevents DNA recognition, thereby strongly inhibiting 3’-end
processing (Table 2).

We conclude that IN recognition involves only interactions with the
DNA sugar-phosphate backbone at positions 5-9. Both nucleosides of
the 9th bp participate in these interactions. For positions 58, modifi-
cations of the unprocessed strand decrease 3’-end processing rate more
strongly than modifications of the processed strand (Tables 1 and 2),
indicating that active IN-DNA complex formation primarily requires
interactions with the unprocessed strand. Nevertheless, at positions 5
and 6, contact between IN and both strands is important for specific
DNA recognition (Table 2).

Destabilization of the A/T Pair at Position 3 Is Necessary for 3'-End
Processing—Modification of the thymidine at position 3 in the unproc-
essed strand, by P insertion or 2’-modified nucleosides (U™ and UM),
increased 3’-end processing rate (Table 3) probably because of local
destabilization of the A/T base pair, as suggested previously (36). The
processing stimulation following the thymidine replacement likely
points to an absence of specific contact between IN and this base. Alter-
natively, one could consider that mispairing may result in a loss of a
specific contact otherwise required for the unpairing step. However it
must be noted that according to Ref. 42, binding of the avian homolog of
HIV integrase to its DNA substrate enhances the accessibility and the
subsequent modification of the third thymidine by KMnO,. Thus,
although integrase disrupts the A/T base pair, it does not protect the
heterocyclic base from the modification, thereby ruling out a close con-
tact between the base and the enzyme. The stimulation caused by A/T
base pair destabilization is also consistent with the inhibition elicited by
replacing the adenine at position 3 with DAP, a base known to stabilize the
double helix as a result of the formation of three hydrogen bonds (Fig. 5B)
(37). Accordingly, the disruption of these hydrogen bonds by replacing
thymidine in the DAP/T base pair by 1,3-propanediol (duplex B-DAP/A-
P3) led to an increase in 3’-end processing rate (Fig. 5, C and D).

The negative effect of DAP substitution on 3’-processing has been
reported before, and it has been suggested that DAP disrupts a specific
contact between IN and the C-2 position of the adenine at position 3

11538 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

(26). However, such a contact is not consistent with the efficient cleav-
age of the mismatched substrate B-3T/U5A (Fig. 4) or the stimulation
observed if the thymidine complementary to DAP is replaced by 1,3-
propanediol (Fig. 5C). We therefore suggest that DAP prevents the local
A/T pair destabilization that is essential for efficient processing. The
necessity of this destabilization also found for avian sarcoma virus inte-
grase (42) may account for the strict conservation of the CA/TG
sequence in integrase substrates, as intrinsic conformational mobility is
known to favor DNA flexibility (43—47). Such a local destabilization
allows IN activity, even at an internal position, as seen in the internal
processing of a 26-mer duplex (26B/A). As predicted, processing effi-
ciency increased considerably when the A/T base pair was replaced by a
noncomplementary A/A pair (duplex 26B/Amut) (Fig. 6).

Specific and Metal-dependent Interactions with the Adenosine at
Position 3 in the Processed Strand—TIt has been reported that replace-
ment of the A/T base pair at position 3 by other complementary pairs (1,
35) or replacement of the adenine in this position with N”-deaza-ade-
nine (26) decreases 3'-end processing efficiency, suggesting that specific
contacts with this adenine are required. However, other studies have
shown that replacement of the A/T pair by either noncomplementary
base pairs (35) or an abasic site (AP-site) (25) does not affect 3'-end
processing efficiency. Our study reconciles these contradictory data by
demonstrating the important role played by the metal cofactor. Indeed,
we observed that the replacement of 2'-deoxyadenosine by P insertion
completely inhibited 3’-processing in the presence of both Mg®>* and
Mn?" (Table 3). By contrast, the modification of this residue by 2’-ami-
nonucleoside, aAN, yielded a metal-dependent effect; 3’-end processing
was completely inhibited in the presence of Mg>* ions, whereas no inhi-
bition was observed in the presence of Mn>* (Table 3). It has been sug-
gested that Mg®>™ coordination makes the active site of IN more rigid,
whereas Mn>" coordination does not (1,4). The loss of flexibility caused by
Mg?* coordination may prevent IN from establishing specific contacts with
the adenine within aA™, as the sugar modification changes the location of
the adenine. As a result, 3’-processing of the aA™-containing substrate is
inhibited in the presence of Mg”* but unaffected in the presence of Mn*,
which maintains structural flexibility of IN.

We investigated possible specific contacts between IN and the ade-
nine at position 3 by studying the processing of substrates in which this
adenosine was replaced by other nucleosides (Fig. 4). Adenine, which is
simultaneously involved in Watson-Crick base pairing, can form hydro-
gen bonds with IN via its N-7 atom (proton acceptor) and the exo-cyclic
amino group (proton donor) in the major groove and via the N-3 atom
(proton acceptor) in the minor groove. A specific contact between IN
and the N-7 atom has been suggested, based on the decrease in proc-
essing efficiency by a factor of 3 caused by replacing the adenine at
position 3 with N”-deaza-adenine, which cannot maintain this contact
(26). The low processing rate observed for the C-containing duplex
(B-3C/U5A) (Fig. 4B), for which a contact similar to that formed by N-7
is impossible, confirmed the necessity of this contact. However, the
strong decrease in processing rate for the B-3G/U5A duplex (Fig. 4B),
despite the presence of the same proton acceptors in guanine and ade-
nine (N-3 and N-7 atoms), indicates that the NH,, group of adenine is
also involved in an interaction with IN. The suggestion that two con-
tacts are formed between the adenine and IN is supported by the finding
that the T-containing duplex (B-3T/U5A) was processed almost as effi-
ciently as the wild-type substrate (Fig. 4B). Indeed, thymine, which is not
involved in Watson-Crick base pairing in this duplex, may form two
hydrogen bonds with IN, involving O-4 as the proton acceptor (similar
to N-7 of adenine) and the NH group as the proton donor. As the geometry
of the bonds formed by thymine is not identical to that of the bonds

e

VOLUME 281-NUMBER 17-APRIL 28, 2006

170



These Sophie BARBE — RESULTATS ET DISCUSSION —PARTIE 11

New HIV DNA Analogs for Studying Interactions with Integrase

Metal-dependent
interactions

Metal-independent
interactions

FIGURE 8. Scheme of contacts formed between
HIV-1 IN and the U5 substrate proposed in this
study (A) and EcoRV restriction endonuclease
and its DNA substrate described in Ref. 51 (B).
Contacts of IN with heterocyclic bases at position
4 of the U5 substrate have been described else-
where (1, 20, 21). The size of the arrows corre-
sponds to the importance of contacts for 3"-end
processing rate.

phosphate group

formed by adenine, these bonds can be generated only if the structure of
IN structure is flexible enough to accept T-containing duplexes as a
substrate, ie. in presence of Mn>" ions. Clearly, these contacts cannot
be formed if the thymine participates in base pairing, and as result, the
3'-end processing of a substrate analog containing the T/A pair instead
of A/T is inefficient (35).

Metal-dependent sensitivity of IN to substrate structure was also
observed when positions 5 and 6 were modified (Table 2), although this
sensitivity was less marked than for modifications at position 3. As the
cation present primarily affects the conformation of the core domain
(4-6), metal-dependent sensitivity indicates possible interactions
with this domain. We therefore suggest that nucleosides at positions
3—6 within the DNA substrate interact with the catalytic core. By
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contrast, the C-terminal domain is not directly involved in metal ion
binding, and the structure of this domain therefore depends less on the
metal present than does that of the catalytic core. Consequently, mod-
ifications of nucleosides interacting with the C-terminal domain should
affect 3'-end processing regardless of the cofactor used. This was indeed
found to be the case for nucleosides at positions 7—9 (Tables 1), consist-
ent with known interaction of the C-terminal domain with the thymi-
dine at position 7 (1).

Summary of IN/DNA Interactions—The interactions between IN and
DNA substrate identified in this study are summarized in Fig, 8A. This
scheme provides new insight into mechanistic similarities between IN
and restriction endonucleases. Retroviral integrases and type Il restric-
tion enzymes have been reported to share conserved structural features
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(48). Thus, in the archetypal EcoRV/DNA interaction model, the pro-
tein contacts the base just upstream from the scissile bond but does not
contact the complementary base in the opposite strand (Fig. 8B). Simi-
larly, IN interacts with the adenine at position 3, but not its complemen-
tary thymine (Fig. 84). Position —2 in the EcoRV recognition sequence,
which is similar position 4 in the HIV-1 DNA, displays the highest level
of contact within the EcoRV-DNA complex, with contacts established
on both strands. It has been suggested that heterocyclic bases from the
4th bp interact with IN (1, 20, 21). Moreover, in addition to base-specific
contacts, numerous contacts of EcoRV with the DNA backbone allow
recognition of the cognate site through a sequence-dependent back-
bone conformation (49, 50). Regarding HIV-1 IN, it was found that
specific protein mutations altering ionic interactions or hydrogen bond-
ing result in a change of DNA recognition specificity when the mutated
amino acids are located close to DNA positions 5-11 (51). These data
support our conclusion that IN recognizes the fine conformation of
DNA backbone at positions 5-9 rather than nucleoside bases.

Finally, EcoRV endonuclease initially binds DNA nonspecifically,
subsequently forming a specific complex as a result of conformational
changes in both the DNA and the enzyme (49). The DNA is locally
distorted from a regular B form to a highly strained kinked conforma-
tion, leading to unwinding of the DNA, unstacking of the two central
base pairs of the recognition site, and bending of the DNA (50). For IN,
this bending and unstacking may be favored by the conformational
mobility of the CA/TG fragment (43—44) and a loss of regular base
stacking (45).
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Modifications de I’ADN viral en position 3 : conséquences sur sa

conformation locale

Les modifications étudiées font décroitre la température de fusion de I’oligonucléotide : elles
déstabilisent donc la double hélice d’ADN. Mais il n’y pas de relation entre le Tm et le taux

initial de la réaction de 3’-processing (figure 2). Il est donc nécessaire de faire une étude plus

fine. 9
N M
1,8
: P USA KUSA
2 16 (U5SA) ( 3 (USA4)
N\
§ 12 ‘.\% I \ WT
T N
T N N
E 0,8 aA /U
:E 06 - P
fos WD "
02, PP (U5B)
0 \5 -0 ‘ ‘ ‘
62 63 64 65 66 67

Température de fusion (Tm en °)

Figure 2- Le taux initial de 3’-processing (Mg”") d’analogues de I’ADN viral (modifiés en position 3)
en fonction de la température de fusion de ces analogues. WT : oligonucléotide sauvage ; P/P : A3 et
T3 remplacés par P ; P (USB) : A3 remplacé par P ; P (USA) : T3 remplacé par P ; aA™ (U5B) : A3
remplacé par aA" ; U™ (USA) : T3 remplacé par P ; UM (U5SA) : T3 remplacé par U ; aA™/U" : A3 et
T3 remplacés par aA™ et U,

Conformation d’aA™

Nous avons réalis¢ une étude structurale d’aA™ (NX-ARA-A). Nous avons tout d’abord
déterminé la conformation de la chaine NX (le 2’-(3-amino-propionyl)amino) lorsque
I’analogue de nucléotide est introduit a la place de la désoxyadenosine en position 3, dans un
oligonucléotide de 12 paires de bases mimant I’extrémité LTR U5 de I’ADN viral et selon
que son plissement soit Nord ou Sud. On a attribué 6 valeurs également espacées de 0° a 360°
a chacun des trois angles di¢dres libres de la chaine NX. Par contre, la liaison peptidique a été
conservée rigide en trans. Les 216 structures ont alors été optimisées avec un minimiseur
quasi-newtonien et en utilisant le champ de force AMBER. Dans la meilleure conformation
Nord obtenue (figure 3-b), la chaine NX se trouve au-dessus de la liaison phosphodiester

03’-P et forme une liaison hydrogéne avec le phosphate en 2. Une liaison hydrogeéne intra-

173



These Sophie BARBE — RESULTATS ET DISCUSSION —PARTIE 11

chaine entre le CO et le NH3+ stabilise la conformation de la chaine NX. Dans la
conformation Sud la plus favorable (figure 3-a), la chaine recouvre la liaison P-O5’ et forme

une liaison hydrogene avec le phosphate en 3.

a- Py b- P
NX- 3 NX- B
B B

Figure 3- Conformations Sud (a) et Nord (b) les plus favorables d’aA™ (NX-ARA-A) inséré a la place
d’A3 dans un dodécanuléotide mimant 1’extrémité LTR U5 de I’ADN viral. Conformations obtenues
par optimisation géométrique avec le minimiseur AMBER.

Nous avons ensuite effectué des calculs de mécanique quantique comme décrit dans le
chapitre I afin de déterminer le plissement du sucre le plus favorable. Dans les plissements
Sud et Nord, la chaine NX a été positionnée et maintenue comme dans les conformations Sud
et Nord obtenues lors des minimisations avec AMBER. Dans le vide, une conformation ayant
un plissement Nord en C2’ exo (au lieu de C3’ endo) et un angle glycosidique y en highsyn
(au lieu d’anti) est tres favorisée (figure 4-a). Ces déformations sont dues a la trés forte
attraction du proton du NH de la chaine par le N3 de ’adénine. De plus, cette conformation
est stabilisée par une liaison intra-chaine (entre le CO et le NH3+) absente dans les
conformations Sud. Nous avons donc refait les calculs en solvant implicite pour atténuer
I’effet de ces liaisons. Dans ce cas, une conformation Nord normale (forme A) est favorisée
(figure 4-b) (tableau 2). Le NH de la chaine n’interagit plus avec le N3 de la base. La liaison
hydrogene intra-chalne est toujours présente dans cette conformation mais elle est plus faible.
Pour vérifier si la conformation Sud n’est pas seulement défavorisée en raison de I’absence de

la liaison intra-chaine, nous avons refait des calculs avec des plissements Sud initiaux dans
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lesquels la conformation de la chaine NX est stabilisée par la liaison hydrogeéne intra-chaine.
Malgré la présence de cette liaison, les plissements Sud sont toujours défavorisés in vacuo et
en solvant implicite (tableau 3). L’analogue de nucléoside, aA™, est en Nord et il est rigide ;

il ne peut pas adopter une conformation Sud.

Tableau 2- Angles (P, €, et x en degré) et écarts d’énergie potentielle (en kcal/mol) des
conformations d’aA" obtenues par minimisations d’énergie avec Gaussian 03, en solvant
implicite (niveau théorique B3LYP/CPCM /6-31G(d)).

P € X AE  Formes

9.10 -91.46  -142.05 -1.95 Ay

8.20 57.88  -142.81 -2.08 A

746  -148.50  -14437 -2.60 A
163.41 -60.06  -129.45 0.33 B
155.83 48.61  -129.74 1.78 Bm
15536  -178.51  -130.81 0.00 B

Dans les plissements Nord et Sud initiaux, la chaine NX a été mise comme dans les conformations Sud et Nord
obtenues lors des minimisations avec AMBER. La conformation de la chaine NX a été maintenue fixe durant ces
optimisations géométriques avec Gaussian 03.

Figure 4- a- Conformation « Ay » d’aA™ obtenue par minimisation d’énergie avec Gaussian 03 dans
le vide. b- Conformation « A » d’aA™ obtenue par minimisation d’énergie avec Gaussian 03 en solvant
implicite.
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Tableau 3- Angles (P, €, et y en degré) et écarts d’énergie potentielle (en kcal/mol) des
conformations d’aA™ obtenues par minimisations d’énergie avec Gaussian 03 in vacuo et en
solvant implicite.

Méthode P € X AE  Formes

B3LYP/6-31G(d) -26.32 -75.08 117.93  -548 “Ay”
0.99 53.78  -158.46  -0.65 A

157.32 -58.84  -164.44 0.67 B

155.87 5042  -161.57 1.17 Bm

142.71 179.46  -171.71 0.00 B

B3LYP/CPCM /6-31G(d) 9.10 9146  -142.05 -0.79 Aq
8.20 57.88  -142.81 -1.07 Am

746  -148.50  -14437 -1.30 A

174.40 -64.83  -121.00 0.58 Bn

175.72 44.03  -121.06 1.80 Bm

17249  -179.87  -123.09 0.00 B

Dans les plissements Nord et Sud initiaux, la chaine NX a été mise comme dans la conformation Nord obtenue
lors des minimisations avec AMBER. La conformation de la chaine NX a ét¢ maintenue fixe durant ces
optimisations géométriques avec Gaussian 03.

Conformation d’U" et UV
Nous avons déterminé, lors des études structurales ab initio, présentées dans les chapitres I et

IT que les analogues de nucléosides UN et UM ont un plissement Nord et sont flexibles.

Conséquences de ’insertion des analogues de nucléotides en position 3

Les remplacements de la thymidine, en position 3 (T3) par UM et UM entrainent une
augmentation du taux initial de 3’-processing quel que soit le cofacteur métallique présent.
Ainsi, si UN et UM ont un plissement Nord lorsqu’ils remplacent T3 de I’ADN viral, cette
conformation est favorable a la réaction de 3’-processing.

Lorsqu’A3 est remplacé par aA™ en Nord, la chaine NX est au dessus de la liaison scissible
par 'IN et le 3’-processing est inhibé en présence de Mg”". Par contre cette modification est
sans effet significatif sur le taux de 3’-processing, en présence de Mn”". En présence de Mn*",
I’IN est flexible et un de ses groupes négatifs peut attirer la chaine, rendant la liaison scissible
accessible. La conformation Nord d’aAN n’affecte pas le taux de 3’-processing en présence de
Mn*".

De plus, la modification en position 3 des nucléotides des deux brins par aAN et UY, stimule
considérablement le 3’ processing en présence de Mn®". La chaine NX d’aA™ en Nord est
certainement attirée par un groupe négatif de I'IN flexible en présence de Mn”". La liaison
scissible est accessible et I'IN peut avoir toute son activité. Si UM a un plissement Nord

lorsqu’il remplace T3, des conformations Nord au niveau de T3 et d’A3 sont alors trés

176



These Sophie BARBE — RESULTATS ET DISCUSSION —PARTIE 11

N , . . , + ~ . .
favorables a la réaction de 3’-processing, en présence de Mn®". Ces mémes modifications
. . . , + A A
inhibent le 3’-processing en présence de Mg®" comme la chaine NX d’aA™ en Nord empéche

I’acces a la liaison scissible par I’IN.

Ainsi, si les analogues de nucléotides ont un plissement Nord lorsqu’ils remplacent A3 et T3
dans I’ADN viral, ces conformations n’affectent pas ou méme stimulent le 3’-processing. Une
transformation conformationelle B — A au niveau de la 3™ paire de bases pourrait étre
nécessaire pour la formation du complexe IN/ADN actif. Une telle déformation locale est tres
observée dans les complexes protéines/ADN (Berman et al., 1992), en particulier dans ceux
formés entre I’ADN et des enzymes catalysant des réactions de formation ou de clivage des
liaisons phosphodiesters O3’-P telles que des polymérases, des endonucléases et des
transposases (Lu et al., 2000). La transformation B — A expose sé€lectivement les atomes du
squelette sucre-phosphate qui sont habituellement enfouis a I’intérieur de la double hélice.
Les interactions de la protéine avec le petit sillon sont favorisées. Or, les modifications au
niveau du petit sillon de ’ADN viral affectent davantage la réaction de 3’-processing que
celles ayant lieu dans le grand sillon (Wang et al., 1999).

Par ailleurs, le colt énergétique de ce type de transition est séquence dépendante
(Minchenkova et al., 1986; Tolstorukov et al., 2001) et pourrait donc augmenter la sélectivité
de la liaison IN/ADN.

Ce genre de déformation peut étre induite par la liaison de la protéine ou bien, étre
préexistante dans la structure de I’ADN libre et accentuée par la liaison de la protéine.

Afin d’évaluer I’hypothése qu’une transformation B — A soit impliquée dans la formation du
complexe IN/ADN actif pour le 3’-processing, de nouvelles modifications des
oligonucléotides vont étre testées expérimentalement : le remplacement d’A3 et/ou de T3 par
des ribonucléotides et arabinonucléotides qui sont normalement stabilisés en Nord. Les

répercutions de ces modifications sur I’extrémité LTR U5 de I’ADN viral ont été étudiées par

des simulations de dynamique moléculaire et sont présentées dans la partie III.
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PARTIE 11T

Structure fine d’analogues de ’extrémité LTR
US de PADN viral
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Nous avons mis en évidence, dans la partie précédente, I’importance de la structure
fine de I’extrémité LTR U5 de I’ADN viral dans son interaction avec I'IN afin que le
complexe actif puisse se former et que la réaction de 3’-processing se produise. Nos données,
en particulier, nous ont permis d’émettre I’hypothése qu’une conformation de type A, au
niveau de la troisiéme paire de bases de I’extrémit¢ LTR U5 de I’ADN viral pourrait étre
impliquée dans la formation du complexe IN/ADN actif. Une transformation
conformationnelle B — A pourrait €tre induite ou accentuée par la liaison de la protéine et
serait déterminante dans 1’interaction séquence-spécifique.

Cette hypothése nous a amenés a étudier la structure d’analogues de I’extrémité LTR U5 de
I’ADN viral modifiés a la position 3 par des ribonucléotides ou un arabinonucléotide. Nous
avons voulu déterminer 1’effet de I’introduction, en position 3, de composés nucléotidiques
ayant un plissement Nord sur la structure fine de ’ADN viral au niveau et au voisinage du
site de clivage de I’IN. Pour réaliser cette étude, nous avons simulé des dynamiques
moléculaires de 2,5 ns d’oligonucléotides dont la séquence correspond a celle des 21
derniéres paires de bases de I’extrémité LTR U5 de I’ADN viral mais dont les nucléotides A3
et, ou T3 ont été remplacés par un ribonucléotide ou un arabinonucléotide (figure 1). Nous
avons ¢également simulé¢ la trajectoire de 1’oligonucléotide sauvage WT et de deux
oligonucléotides dont les bases ont été modifiées en position 3 (figure 1) :
- [A/U] avec lequel le taux initial de 3’-processing est similaire a celui de WT
(Mazumder and Pommier, 1995)
- [T/A] avec lequel le taux initial de 3’-procesing est considérablement diminué
(Scottoline et al., 1997)
A partir de ces trajectoires de simulation, ont été¢ déterminés :
- les parametres moyens de bases et de pas et leur fluctuation,

- les pourcentages de plissements Nord (N), Sud (S) et Est (E) adoptés par chaque nucléotide,
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- les valeurs moyennes des angles diedres du squelette sucre-phosphate et des angles
glycosidiques ainsi que leur fluctuation.

- les distances moyennes des liaisons hydrogenes impliquées dans les paires de bases et leur
fluctuation.

- la distribution de I’orientation du HO’2 des ribonucléotides (I’hydrogéne du groupe
hydroxyl en 2’ des ribonucléotides) qui joue un role important pour leur conformation et leur
interaction avec I’environnement (Auffinger and Westhof, 1997), ainsi que celle du HO’2 de
I’arabinonucléotide.

La structure de chacun des 7 oligonucléotides étudiés a ainsi été caractérisée.

WT 5" Gy1 T20 Gig Tig G17 Gis Ars A1g Ayz Ay T11 Cio To Cg Ty A Gs C4 A3z G, T 37
37 Cy1 Ao Cig A1g C17 Ci6 Tis T1s Tiz T12 A1y Gio Ag Gg Ay T Cs Gy T3 Cy Ay 57

[A/U] 5" Gy1 To0 Gig Tig Gi17 Gis Ars Ay Ayz Ay T1y Ci9 To Cg Ty Ag Gs C4, A3 G, T, 37
37 Cz1 Ao Cig A1g C19 Cis Tis Tig Tiz Tip Ayy Gio Ag Gg Ay Tg Cs G4 U3 C, A 57

[T/A] 5" Gz1 Tz0 Gig Tig G17 Gie Ars Arg Arz Ajp T1p Cig To Cg Ty Ag Gs C4 T3 G, Ty 37
37 Cz1 Ao Cig A1g C17 Ci6 T1s T1a Tiz T12 A1g Gio Ag Gg Ay T Cs Gs Az Cy Ay 5’

[RA/T] 5" Gz1 T20 Gig Tig G17 Gis Ars Arg Az Ay T1g Cio Tg Cg Ty Ag Gs C4 RA3 G, T; 37
37 Cz1 Ao Cig A1g C17 Ci6 Tis T1a Tiz Tiz A1y Gio Ag Gg A7 Tg Cs G4 Tz Cy A; 57

[A/RU] 5" Gz1 To0 Gig Tig G17 Gis Ars Ay Ayz Ay Tiy Ci9 To Cg Ty Ag Gs C4 Az G, Ty 37
37 Cz1 Ao Cig A1g C17 Ci6 Tis Tig Tiz Tip Ayy Gio Ag Gg Ay T Cs G4 RU3 C; Ay 57

[RA/RU] 5’ Gz1 T20 Gis Tig Gi7 Gis Ars Arg A1z Agp Tig Cio Ty Cg Ty Ag Gs Cy RA3 G, Ty 3
3" Cz1 Ao Cig A1g C17 Ci6 T1s T1a Tiz T12 A1g Gio Ag Gg Ay T Cs G4 RU3 Cy A, 57

[ARA/T] 5'G21 T20 Gio Tig Gi7 Gig Ars Arg Arz Ay T1g Cio Ty Cg Ty Ag Gs C4; ARA3 G, Ty 37
37 Cu1 Ao Cig A1g C17 Cig Tis Tag T13 Tio Ay Gio A9 Gg A7 Tg C5 Gy Tz C A 57

B.

-0 o. U —0 o_ A —0 o _u —0 O A

H
U= _w RA= i |; RU = Q ARA = i ;
? o por

Figure 1- A. Séquence des oligonucléotides doubles brins étudiés (1' brin : brin b, clivé par I'IN lors
du 3’-processing, 2™ brin : brin a). WT : oligonucléotide sauvage correspondant aux 21 derniéres
paires de bases de I’extrémité LTR U5 de I’ADN viral ; A/U : remplacement du nucléotide T3 par U ;
T/A : remplacement de la paire de bases A3/T3 par T/A ; RA/T : remplacement du nucléotide A3 par
RA ; A/RU : remplacement du nucléotide T3 par RU. ARA/T : remplacement du nucléotide A3 par
ARA.
B. Structure des nucléotides insérés en position 3.
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Méthode

Le plissement du sucre des nucléotides

Deux parametres, I’angle de pseudorotation P et I’amplitude maximale du plissement 7,
suffisent pour définir les cinq angles diedres endocycliques du sucre t; et donc pour
caractériser le plissement (Rao et al., 1981) :

7, =rcos[P+4x(j—2)/5] (1)

A partir de la mesure des angles t; dans une conformation, A et B sont calculés ainsi :

A=2/524:rj cos[4z(j —2)/5] )
B= —2/524: 7, sin[4z(j —2)/5] (3)

L’amplitude maximale 7 et I’angle de pseudorotation P sont alors donnés par :

(4248 )" @
P=tan"'B/ A4 (5)
L’espace de pseudorotation est divisé en quatre cadrans de tailles égales, centrés autour de
P=0,0°, P=90,0°, P=180,0° et P=-90,0° qui correspondent aux plissements Nord (N), Sud (S),
Est (E) et Ouest (W) des sucres. Dans Morcad (Le Bret et al., 1991), les plissements sont
séparés en Nord de -20° a +54°, en Est de +54° a4 +126° et en Sud de +126° a +160°.

Les dynamiques moléculaires

Les dynamiques moléculaires des 7 oligonucléotides de 21 paires de bases (figure 1) ont été
simulées avec le module SANDER d’AMBER 8 (Case et al., 2004) et le champ de force
parm99 ; 40 ions sodium ont été ajoutés pour neutraliser le systéme. Le soluté (I’ADN et ses
contre-ions) a ét¢ mis dans une boite octaédrique tronquée ayant une dimension face a face
d’environ 100 A. Cette boite permet a la couche d’hydratation de s’étendre d’au moins 10 A
autour de I’ADN. Le soluté a été hydraté avec des molécules d’eau TIP3P (Jorgensen, 1981).
Les simulations ont été réalisées, dans des conditions périodiques, aux limites avec la cellule
centrale contenant environ 14200 molécules d’eau.

Dans la conformation de départ, les oligonucléotides ont été mis dans une forme B canonique
d’Arnott. Un plissement Nord canonique a ¢ét¢ donné aux ribonucléotides RA et RU et a
I’arabinonucléotide ARA. Les angles diédres ¢ (C4’-C3°-O3’-P) et y (04’-C1°-N1-C2 des
pyrimidines et O4’-C1°-N9-C4 des purines) des nucléotides RA, RU et ARA ont été mis a
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leur valeur modale observée dans les doubles hélices de forme A : ¢ = -155° et y = 161°

(Berman et al., 1992).

Phase de préparation des oligonucléotides WT, A/U et T/A

La préparation a débuté par une minimisation de 1000 pas avec des contraintes harmoniques
de 50 kcal mol™ A sur les atomes du soluté. Un chauffage lent jusqu’a 310 K a ensuite été
réalisé a pression constante (1 bar) et avec des contraintes harmoniques de 20 kcal mol™ A=,
Ces contraintes ont été relachées de 10 & 1 kcal mol™ A™ durant une série de 4 équilibrations
de 50 ps, réalisées dans des conditions de température (310 K) et de pression (1 bar)
constantes, en utilisant I’algorithme de Berendsen (avec une constante de 0,2 ps pour les deux
parametres) (Berendsen et al., 1984). Une dernicre équilibration de 50 ps a été effectuée sans

contrainte.

Phase de préparation des oligonucléotides RA/T, A/RU, RA/RU et ARA/T
La préparation a débuté par une minimisation de 1000 pas avec des contraintes harmoniques
de 0.5 kcal mol™" A~ sur les atomes du soluté et des contraintes de 80 kcal mol™ A~ sur les
angles diédres :
- Tpa1s dusucre de tous les nucléotides afin que RA, RU et ARA soient en Nord et que
les autres nucléotides soient en Sud
- gety des nucléotides RA, RU et ARA afin qu’ils soient a leur valeur modale observée
dans les doubles hélices de forme A
- A (HO’2-02’-C2’-H2’) des nucléotides RA et RU afin que I’hydroxyl en 2’ soit
orienté vers 1’03’ (Auffinger et al., 1997).
Une deuxiéme minimisation de 1000 pas, suivie d’un chauffage jusqu’a 310 K a pression
constante (1 bar) ont été réalisés avec uniquement les contraintes de 80 kcal mol” A” sur les
diedres. Ensuite, ces contraintes ont été progressivement relachées :
- de 80 a 10 kcal mol™" A durant une série de 15 minimisations de 1000 pas
- de 10 a 1 kcal mol™ A durant une série de 6 équilibrations de 50 ps réalisées dans
des conditions de température (310 K) et de pression (1 bar) constantes, via
I’algorithme de Berendsen (avec une constante de 0,2 ps pour les deux paramétres)
(Berendsen H.J. et al., 1984).

Une derniere équilibration de 50 ps a été effectuée sans contrainte.
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Phase de production des 7 oligonucléotides

La phase de production a été simulée durant 2,5 ns avec un pas d’intégration de 2 fs et dans
des conditions de température (310 K) et de pression (1 bar) constantes, via 1’algorithme de
Berendsen (avec une constante de 5 ps pour les deux parameétres) (Berendsen H.J. et al.,
1984). Les interactions €lectrostatiques ont été traitées en utilisant 1’algorithme Particle Mesh
Ewald (PME) (Essman et al., 1995) avec un cutoff de 10 A et un espacement, entre les points
de la grille, d’environ 1 A. Les longueurs des liaisons impliquant des atomes d’hydrogéne
sont maintenues fixes (Ryckaert et al., 1977). Le centre de masse a été remis au centre de la
boite tous les 5000 pas, pour éviter les problémes méthodologiques décrits antérieurement
(Harvey et al., 1998). Les conformations du systéme ont été¢ sauvegardées toutes les 0,2 ps

pour réaliser les analyses.

Les paramétres de bases et de pas

Le programme OCL (Gabarro-Arpa et al., 1992) est congu pour donner les outils de base
permettant de générer des triedres de référence et de calculer 1’orientation de triedres les uns
par rapport aux autres. Le triedre de référence est calculé a partir des axes d’inertie des objets
qui, par définition, n’ont pas d’orientation. Pour tout de méme orienter le triedre, on a recours
au produit scalaire de I’axe avec des vecteurs liés aux atomes de 1’objet. C’est a ce niveau
qu’entre une condition qui rend 1’algorithme non différentiable : si le produit scalaire est
négatif, le sens de 1’axe doit étre inversé. Il est plus simple de calculer le triedre a partir de la
rotation, permettant d’ajuster au mieux une paire de bases idéale (Olson et al., 2001) a la
paire de bases réelle de I’ADN ¢étudié. Curieusement, 1’algorithme de Lu et Olson : 3DNA
comporte également une condition sur I’orientation du triédre calculée a partir d’un produit
scalaire. En fait, il est possible d’adapter la procédure de McLachlan (McLachlan, 1979) pour
que I’ajustement se fasse automatiquement, toujours de la méme fagon, sans condition. Pour
faire marcher cet algorithme dans Morcad (Le Bret M. ef al., 1991), il faut indiquer au
programme les résidus qui ont des appariements Watson-Crick par une instruction du type :

we 1-12: 17-28.
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Résultats

L’oligonucléotide sauvage WT

Aprés 2,5 ns de dynamique moléculaire, I’oligonucléotide WT présente une structure en
double hélice ayant toujours une forme générale d’'un ADN B; La plupart des paramétres de
bases (figure 2-A.) et de pas (figure 3-A.) moyens calculés sur les 1,5 derniéres ns restent
globalement dans leur gamme de valeurs modales observées dans I’ADN de forme B (Berman
et al., 1992). Cependant, certains de ces parametres ont des valeurs particuliéres, notamment
au niveau et au voisinage du site de clivage du 3’-processing par I’'IN :
- un buckle trés positif (= +8°) au niveau de la paire de bases A3/T3 et négatif au niveau
de la premicre paire de bases (= -8°) et des paires 7a 9 (= -6°) (figure 2-A).
- un propeller twist trés négatif au niveau des paires de bases 1 (= -20°) et 2 (= -17°)
(figure 2-A).
- un roll important au niveau des pas C4-A3/G4-T3 (= +9°) et T7-A6/A7-T6 (= +13°)
(figure 3-A).
- un twist élevé (=+38°) au niveau du pas A3-G2/T3-C2 et faible au niveau des pas C4-
A3/G4-T3 (=+29°) et T7-A6/A7-T6 (=+26°) (figure 3-A).
Les valeurs de roll et de twist, au niveau des pas C4-A3/G4-T3 et T7-A6/A7-T6,
appartiennent aux gammes de valeurs modales de ces paramétres des doubles hélices d’ADN
de forme A.
Les 21 paires de bases présentent des appariements stables de Watson-Crick comme le
montrent les valeurs et les fluctuations du Stretch et du Stagger (figure 2-A) ainsi que les
mesures des longueurs des liaisons hydrogenes impliquées dans ces appariements (données
non montrées ici).
La majorité des angles diedres du squelette sucre-phosphate (a, BB, v, € et {) et des angles
glycosidiques y restent durant toute la dynamique dans leur gamme de valeurs modales

observées dans les doubles hélices de forme By (Berman et al., 1992).
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Figure 2- Les paramétres de bases. A. Les paramétres de bases moyens (calculés avec Morcad) de
I’oligonucléotide WT durant les 1,5 derniéres ns de dynamique moléculaire. Les barres verticales
indiquent la fluctuation de ces parameétres. B. Les parametres de bases moyens (calculés avec Morcad) des
9 mode¢les RMN d’un oligonucléotide correspondant aux 17 dernicres paires de bases du LTR U5 de
I’ADN viral (code PDB: 1TQR) (Renisio et al., 2005). Les barres verticales indiquent 1’écart de ces
paramétres dans les 9 modeles. C. Les paramétres de bases calculés avec le serveur MDDNA (Dixit and
Beveridge, 2006) a partir de la séquence nucléotidique de WT. Les schémas des parametres de bases
représentent des valeurs positives.
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Figure 3- Les paramétres de pas. A. Les paramétres de pas moyens (calculés avec Morcad) de
I’oligonucléotide WT durant les 1,5 derniéres ns de dynamique moléculaire. Les barres verticales
indiquent la fluctuation de ces paramétres. B. Les paramétres de pas moyens (calculés avec Morcad)
des 9 modéles RMN d’un oligonucléotide correspondant aux 17 derniéres paires de bases du LTR U5
de I’ADN viral (code PDB : 1TQR) (Renisio et al., 2005). Les barres verticales indiquent I’écart de
ces parametres dans les 9 modeles. C. Les paramétres de pas calculés avec le serveur MDDNA (Dixit
et al., 2006) a partir de la séquence nucléotidique de WT. Les schémas des paramétres de bases
représentent des valeurs positives.
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La majorité des nucléotides de WT sont stabilisés dans un plissement Sud durant les 1,5
derni¢res ns de la dynamique moléculaire (tableau 1). Par contre, quelques nucléotides
adoptent plus souvent un plissement Nord. Il s’agit en particulier, des désoxythymidines T3 et
T6 du brin a et T7 du brin b. Ces plissements Nord plus fréquents pourraient étre liés au fait
que les valeurs de roll et de twist des pas C4-A3/G4-T3 et T7-A6/A7-T6 sont caractéristiques
de I’ADN de forme A.

Tableau 1- Les pourcentages des plissements Nord (N), Sud (S) et Est (E) adoptés par les 12
premiers nucléotides des brins a et b de WT au cours des 1,5 derniéres ns de la dynamique
moléculaire

Brinb % enN %enE %enS|Brina %enN %enE %enS$S
5 A12 0,1 8,9 91,013’ T12 1,1 10,3 88,6
T11 0,6 8,2 91,2 | A1 0,3 6,4 93,3
C10 1,1 16,0 82,9/ G10 0,1 5,6 94,3
T9 1,4 16,7 81,9 A9 0,5 9,5 90
C8 4,0 221 73,9 | G8 0,7 6,8 92,5
T7 9,4 33,5 57,1 | A7 2 8,8 89,2
A6 1,0 16,0 83,0 T6 8,6 21,7 69,7
G5 1,0 10,8 88,3|C5 2,5 22,7 74,8
Cc4 1,0 14,4 84,6 | G4 1,1 3,9 95,1
A3 0,4 3,0 96,5 | T3 10,3 41,7 47,9
G2 2,0 3,8 94,2|C2 0,5 12,4 87,2
3T 2,2 15,0 82,85 A1 2,5 4.3 93,2

L’oligonucléotide WT présente donc des déformations structurales au niveau et au voisinage
du site de clivage et en particulier, une tendance du pas C4-A3/G4-T3 a adopter une

conformation de type A qui pourrait étre significative pour la formation du complexe actif

IN/ADN.

Nous avons comparé¢ la structure fine de WT avec les parametres de bases et de pas fournis
par le serveur MDDNA, a partir de la séquence des 21 paires de bases de WT (Dixit et al.,
2006) (figures 2-C et 3-C) . Cet outil construit un modele atomique de 1’oligonucléotide a
partir de sa séquence sur la base d’informations structurales stockées dans une base de
données relationnelles. Cette base contient les détails conformationnels d’ADN obtenus a
partir de 39 trajectoires de dynamique moléculaire différentes, comprenant tous les 136 pas
des tétranucléotides uniques.

Les profils (courbes en rouge des figures 2-A, 2-C, 3-A et 3-C) de plusieurs parametres : le
stretch, le stagger, I’opening et le roll sont trés similaires dans les deux mode¢les. Certains

parametres ont des profils qui différent davantage mais les valeurs des parametres du modele
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prédit a partir de¢ MDDNA restent dans la barre de fluctuations de ceux de notre structure ;
ceci est le cas du shear, du buckle, du shift et du tilt. D’autres parametres de bases ou de pas
du modéle fourni par MDDNA ont des valeurs qui n’appartiennent pas a la gamme de
fluctuations des parameétres de notre structure, au niveau de certaines paires de bases ou pas :
ce sont les cas du propeller twit, du rise, du slide et du twist.
Des caractéristiques structurales observées dans notre structure au niveau ou au voisinage du
site de clivage se retrouvent dans ce mode¢le :
- le buckle tres positif au niveau d’A3/T3 (= +8°) et négatif au niveau de T7/A7 (= +9°)
(figure 2-C)
- le roll important au niveau des pas C4-A3/G4-T3 (= +7°) et T7-A6/A7-T6 (= +11°)
(figure 3-C).

Globalement, les deux modéles sont relativement proches.

Nous avons calculé avec Morcad les parametres moyens de bases et de pas des 9 mode¢les,
déterminés par RMN (code PDB : ITQR) (Renisio et al., 2005), d’un oligonucléotide de 17
pb correspondant a I’extrémité LTR U5 de I’ADN viral. Dans certaines régions de cette
structure, les parameétres de bases et de pas (figures 2-B et 3-B) sont trés €loignés de leur
gamme de valeurs modales observées dans des doubles hélices d’ADN (Berman et al., 1992).
Les écarts des parameétres entre les 9 modeles sont faibles. Les profils des paramétres (figures
2-B et 3-B) différent de ceux de notre structure (figures 2-A et 3-A). La seule caractéristique
structurale observée dans notre modele au niveau et au voisinage du site de clivage et présente
dans cette structure, consiste en un roll positif élevé au niveau des pas C4-A3/G4-T3 et T7-
A6/AT-T6.

La structure RMN de I’extrémité LTR U5 de I’ADN viral est donc trés particuliére ; elle n’est

pas retrouvée par dynamique moléculaire.

Les oligonucléotides [A/U] et [T/A]
L’oligonucléotide [A/U]

L’oligonucléotide [A/U] dans lequel le T3 du brin a, a été remplacé par U3, se présente,
comme 1’oligonucléotide WT, sous la forme générale d’'un ADN Bj aprés 2,5 ns de
dynamique moléculaire. Les profils des parameétres de bases et de pas de [A/U] (courbes en

rouge, figures 4-B et 5-B) sont similaires a ceux des parametres de WT (figures 4-A et 5-A).
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Dans tous les cas, les valeurs moyennes des parametres de [A/U] appartiennent aux gammes
de fluctuations de ceux de WT.
La plupart des particularités structurales observées dans WT au niveau et au voisinage du site

de clivage du 3’-processing, se retrouvent dans [A/U] :

un buckle négatif au niveau de la premiere paire de bases (= -12°) (figure 4-B).

un propeller twist trés négatif au niveau des paires de bases 1 (= -17°) et 2 (= -18°)
(figure 4-B).

- un roll important au niveau des pas C4-A3/G4-U3 (= +8°) et T7-A6/A7-T6 (= +9°)
(figure 5-B).

- un twist faible au niveau des pas C4-A3/G4-U3 (=+30°) et T7-A6/A7-T6 (=+27°)
(figure 5-B).

Les valeurs de roll et de twist, au niveau des pas C4-A3/G4-U3 et T7-A6/A7-T6

caractéristiques de I’ADN de forme A, sont donc observées dans [A/U]. Les nucléotides U3,

T6 et T7 sont plus fréquemment en Nord que la plupart des autres nucléotides de la double

hélice (tableau 2).

Tableau 2- Les pourcentages des plissements Nord (N), Sud (S) et Est (E) adoptés par les 12
premiers nucléotides des brins a et b de [A/U] au cours des 1,5 derniéres ns de la dynamique
moléculaire

Brinb %enN %enE %enS|Brina %enN %enE %en$S
5 A12 04 9.4 90.2 3 T12 3.4 6.1 90.5
T11 0.3 11.5 88.3 | A11 0.0 0.8 99.2
Cc10 0.1 1.6 98.3|G10 0.6 13.2 86.1
T9 2.3 5.2 92.5| A9 0.4 6.6 92.9
C8 0.6 16.5 82.9|G8 0.1 4.7 95.2
T7 6.8 28.8 64.4 | A7 3.6 11.3 85.1
A6 04 8.3 91.3|T6 5.8 25.2 69.0
G5 0.4 71 92.5|C5 3.3 17.8 78.9
Cc4 3.0 14.4 82.6 | G4 3.1 5.8 91.1
A3 0.3 5.2 94.5|U3 10.2 23.6 66.2
G2 0.1 6.5 93.4|C2 1.9 18.7 79.4
3T 2.4 20.2 77.5|5 A1 14 6.2 92.4

Les 21 paires de bases présentent des appariements stables de Watson-Crick pendant toute la
durée de la simulation. La majorité des angles di¢dres du squelette sucre-phosphate (a, B3, v, €
et €) et de I’angle glycosidique y des nucléotides sont dans leur gamme de valeurs modales
observées dans les doubles hélices de forme B; (Berman et al, 1992), durant toute la

simulation.
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La structure d’ensemble de 1’oligonucléotide [A/U] est similaire a celle de WT. Le
remplacement de la thymine par un uracile en position 3 n’a pas d’effet significatif, méme

localement, sur la structure de I’extrémité LTR de I’ADN viral.

L’oligonucléotide [T/A]

L’oligonucléotide [T/A] dans lequel A3 du brin b et T3 du brin a ont été respectivement
remplacés par T3 et A3, présente apres 2,5 ns de dynamique moléculaire une structure en
double hélice uniquement sur 20 paires de bases. La paire de bases T1/A1 est fondue (tableau
3) alors que les 20 autres sont stabilisées dans des appariements de Watson-Crick et elles sont

organisées en une double hélice ayant une forme générale d’un ADN B;.

Tableau 3- Les distances moyennes entre les hétéroatomes normalement impliqués dans les
deux liaisons hydrogénes de la paire T1/A1l, mesurées au cours des 1,5 derniéres ns de la
dynamique moléculaire de [T/A].

Distances Distances Fluctuations Distances
mesurées moyennes (A) A attendues (A)
04 T1 —N6 Al 4.63 1.98 2.95
N3 T1-NI1 Al 4.54 1.94 2.82

La majorité des angles diedres du squelette sucre-phosphate et des angles glycosidiques sont
dans leur gamme de valeurs modales observées dans les doubles hélices de forme B; (Berman
et al., 1992) durant toute la simulation.
Les profils des parametres de bases, shear, stretch, stagger, et opening des nucléotides en
double hélice (2 a 21) de [T/A] (figures 4-C) sont semblables a ceux de WT (figure 4-A). Par
contre, le buckle et le propeller twist présentent des différences, en particulier au niveau ou
proche de la paire de bases qui a été inversée :
- le buckle est négatif (= -9°) au niveau de T3/A3 alors qu’il est positif (= +8°) au
niveau de la paire A3/T3 de WT
- le propeller twist est dans sa gamme de valeurs modales d’'un ADN B (Berman et al.,
1992) ; la valeur particulierement négative observée pour la paire de bases 2 dans WT
n’est pas retrouvée dans [T/A].
Les paramétres de pas des nucléotides en double hélice de [T/A] (figures 5-C) présentent
aussi des différences avec ceux de WT au niveau de la paire de bases inversée et donc du site

de clivage du 3’-processing. En particulier, les valeurs de roll et de twist caractéristiques de
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I’ADN A au niveau du pas C4-A3/G4-T3 dans WT ne sont pas retrouvées pour le pas C4-
T3/G4-A3 de [T/A]. Ces deux parametres sont dans leur gamme de valeurs modales d’un
ADN B (Berman et al., 1992) pour le pas C4-T3/G4-A3 de [T/A]. La tendance de T3 a
adopter plus fréquemment un plissement Nord dans WT n’est également pas observée dans
[T/A] (tableau 4).
Les seules particularités structurales observées dans WT qui se retrouvent dans [T/A] sont :

- un buckle trés négatif au niveau des paires de bases 8 et 9 (= 7°) (figures 4-C)

- un roll important au niveau du pas T7-A6/A7-T6 (= +8°) (figure 5-C).

- un twist faible au niveau du pas T7-A6/A7-T6 (=+28°) (figure 5-C).
Le roll et le twist caractéristiques d’un ADN A, au niveau du pas T7-A6/A7-T6 sont
certainement reliés a la plus grande tendance des désoxythymidines T6 et T7 a adopter un
plissement Nord par rapport a la majorit¢ des nucléotides qui sont stabilisés dans un
plissement Sud (tableau 4).
Des différences dans la structure fine de la double hélice, au niveau et au voisinage du site de

clivage, sont donc observées entre les deux oligonucléotides, WT et [T/A].

Tableau 4- Les pourcentages des plissements Nord (N), Sud (S) et Est (E) adoptés par les
nucléotides 2 a 12 des brins a et b de [T/A] au cours des 1,5 dernieres ns de la dynamique
moléculaire

Brinb %enN %enE %enS|Brina %enN %enE %en$S
5 A12 1.0 7.7 91.2|3’T12 1.6 14.0 84.3
T11 1.5 17.0 81.5| A11 2.3 14.6 83.1
Cc10 0.4 20.3 79.3|G10 0.2 9.2 90.6
T9 2.0 25.0 73.0| A9 1.6 9.1 89.4
C8 1.9 24.6 73.5|G8 1.5 114 87.1
T7 9.3 29.4 61.2 | A7 29 8.8 88.3
A6 0.7 7.2 92.0|T6 6.6 26.0 67.4
G5 0.0 5.0 95.0|C5 2.2 13.1 84.6
Cc4 0.4 9.4 90.3 | G4 0.1 4.8 95.2
T3 1.5 13.7 84.8 | A3 0.5 4.3 95.2
3’ G2 0.2 4.1 95.8|5°C2 4.4 20.6 74.9
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Figure 4- Les paramétres de bases moyens (calculés avec Morcad) des 1,5 derniéres ns de dynamique
moléculaire des oligonucléotides WT (A.), [A/U] (B.) et [T/A] (C.). Pour I’oligonucléotide [T/A], les
parameétres impliquant la paire de bases T1/A1 et le pas G2-T1/C2-Al ne sont pas représentés dans les
graphes. Les barres verticales indiquent la fluctuation de ces paramétres.
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Figure 5- Les paramétres de pas moyens (calculés avec Morcad) des 1,5 derniéres ns de dynamique
moléculaire des oligonucléotides WT (A.), [A/U] (B.) et [T/A] (C.). Pour I’oligonucléotide [T/A], les
parametres impliquant la paire de bases T1/A1 et le pas G2-T1/C2-A1 ne sont pas représentés dans les
graphes. Les barres verticales indiquent la fluctuation de ces paramétres.
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Les oligonucléotides [RA/T], [A/RU] et [RA/RU]
L’oligonucléotide [RA/T]

Dans D’oligonucléotide [RA/T], le ribonucléotide RA3 est stabilis¢ en Nord durant la
dynamique moléculaire (tableau 5). Il favorise un plissement Nord plus fréquent de C4.
Comme dans WT, les désoxythymidines T3, T6 et T7 sont plus souvent en Nord que la

plupart des autres nucléotides qui sont stabilisés en Sud.

Tableau 5- Les pourcentages des plissements Nord (N), Sud (S) et Est (E) adoptés par les 12
premiers nucléotides des brins a et b de [RA/T] au cours des 1,5 dernicres ns de la dynamique
moléculaire

Brinb % enN %enE %enS|Brina %enN %enE %enS$S
5 A12 2.5 8.0 82.5|3'T12 0.2 8.8 91.0
T11 0.3 8.2 91.5| A11 0.1 6.0 93.8
Cc10 1.1 15.7 83.2|G10 0.3 8.7 91.0
T9 0.2 16.4 83.4 | A9 04 9.9 89.7
C8 1.4 18.5 80.1|G8 0.2 7.8 92.0
T7 7.8 24.4 67.8 | A7 1.5 12.5 85.9
A6 1.5 12.3 86.2 | T6 7.7 19.2 73.1
G5 0.4 11.8 87.8|C5 2.0 16.3 81.7
Cc4 14.0 27.1 58.9 | G4 1.3 9.7 89.0
RA3 93.2 6.8 0.0|T3 8.3 26.0 65.7
G2 4.9 1.9 93.2C2 1.9 23.6 74.5
3T 4.4 14.7 80.8|5 A1 2.3 3.9 93.8

Les 21 paires de bases de [RA/T] présentent des appariements stables de Watson-Crick
pendant toute la durée de la simulation. Les valeurs moyennes des angles diedres du squelette
sucre-phosphate et de I’angle glycosidique de RA3 sont dans leur gamme de valeurs modales
de ’ADN A (Berman et al., 1992). Pour les autres nucléotides, la majorité des angles di¢dres
du squelette sucre-phosphate et les angles glycosidiques ont des valeurs moyennes
caractéristiques de ’ADN By (Berman et al., 1992).

Les profils des paramétres de bases et de pas (figures 8-A et 9-A) de [RA/T] sont
globalement proches de ceux de WT (figures 2-A et 3-A). Les différences majeures
observées se situent au niveau de la 3™ paire de bases. Dans [RA/T], au niveau de cette
paire de bases (figure 8-A) :

- le buckle est négatif (= -3°)
I’opening est important (= +7°)

- le propeller twist est treés négatif (= -17°)
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Cependant, des particularités structurales observées dans WT au niveau et au voisinage du site
de clivage, se retrouvent dans [RA/T] :
- un propeller twist trés négatif au niveau de la paire de bases 1 (= -16°) (figure 8-A).
- un roll important au niveau des pas C4-RA3/G4-T3 (= +10°) et T7-A6/A7-T6 (= +8°)
(figure 9-A).
- un twist faible au niveau des pas C4-RA3/G4-T3 (=+30°) et T7-A6/A7-T6 (=+28°)
(figure 9-A).
Les oligonucléotides WT et [RA/T] ont donc les mémes caractéristiques structurales de type
A du roll et du twist au niveau des pas C4-RA3/G4-T3 et T7-A6/A7-T6.
La présence d’un ribonucléotide en Nord, a la place d’A3 du WT, ne modifie pas
significativement la structure d’ensemble de 1’oligonucléotide mais seulement localement. En
particulier, la présence de RA3, accentue la transformation conformationnelle B — A au

niveau du pas C4-RA3/G4-T3.

A partir de la trajectoire simulée de [RA/T], nous avons calculé la distribution de ’angle
diedre A (HO’2-02’-C2’-H2’) de RA3. L’HO’2 de RA3 est orienté vers 1’O5’ de G2 ou vers
le N3 de la base de RA3 (figure 6).

00
H2’' RA3: 04’'G2
05’ G2
Base (N3 RA3)
~] HO’2
-90° 90°
03’ RA3
04’ RA3
180°

Figure 6- Orientations du HO’2 de RA3 qui est en Nord dans [RA/T].
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L’oligonucléotide [A/RU]

L’oligonucléotide [A/RU] dans lequel T3 du brin a de WT a été remplacé par RU3, présente
apres 2,5 ns de dynamique moléculaire une structure en double hélice uniquement sur 20
paires de bases. La paire de bases T1/A1 est fondue (tableau 6) alors que les 20 autres sont
stabilisées dans des appariements de Watson-Crick et elles forment une double hélice ayant
une forme générale d’un ADN B,. Le ribonucléotide RU3 est stabilisé en Sud durant les 1,5
dernieres ns de dynamique moléculaire (tableau 7). Comme dans WT, T6 et T7 ont tendance
a étre plus fréquemment en Nord que la plupart des autres nucléotides.

La majorité des angles diedres du squelette sucre-phosphate et des angles glycosidiques sont
dans leur gamme de valeurs modales observées dans les doubles hélices de forme B; (Berman

et al., 1992) durant toute la simulation.

Tableau 6- Les distances moyennes entre les hétéroatomes normalement impliqués dans les
deux liaisons hydrogénes de la paire T1/A1l, mesurées au cours des 1,5 derniéres ns de la
dynamique moléculaire de [A/RU].

Distances Distances Fluctuations Distances
mesurées moyennes (A) (A) attendues (A)
04 T1 - N6 Al 5.15 2.33 2.95
N3 T1-NI1 Al 4.95 1.70 2.82

Tableau 7- Les pourcentages des plissements Nord (N), Sud (S) et Est (E) adoptés par chaque
nucléotide de [A/RU] au cours des 1,5 dernicres ns de la dynamique moléculaire.

Brinb %enN %enE %enS|Brina %enN %enE %en$S
5 A12 14 9.5 89.13' T12 0.2 11.0 88.8
T11 1.8 9.5 88.7 | A11 0.1 8.7 91.2
Cc10 29 14.5 82.6 | G10 0.2 6.3 93.4
T9 0.8 17.7 81.5| A9 59 104 83.8
C8 1.5 19.2 79.3| G8 0.9 6.7 92.4
T7 8.5 33.5 58.0 | A7 0.9 6.7 92.4
A6 1.8 7.0 91.2|T6 6.9 22.0 71.1
G5 0.0 3.2 96.7 | C5 1.1 13.1 85.9
Cc4 0.7 17.0 82.3| G4 0.0 6.1 93.8
A3 0.4 13.5 86.0 | RU3 3.2 0.0 96.7
3 G2 0.0 2.2 97.7|5 C2 0.0 0.5 99.2

Les profils des paramétres de bases et de pas (figures 8-B et 9-B) des nucléotides en double
hélice (2 a 21) de [A/RU] sont globalement proches de ceux de WT (figures 2-A et 3-A).
Plusieurs particularités structurales observées dans WT au niveau et au voisinage du site de

clivage se retrouvent dans [A/RU] :
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- un buckle négatif au niveau des paires de bases 7 a 9 (= -8°) (figure 8-B).
- un roll important au niveau des pas C4-A3/G4-RU3 (= +9°) et T7-A6/A7-T6 (= +9°)
(figure 9-B).
- un twist faible au niveau du pas T7-A6/A7-T6 (=+26°) (figure 9-B).
Le pas T7-A6/A7-T6 a donc un roll et un twist caractéristiques d’une conformation de type A
comme dans WT. Par contre, au niveau du pas C4-A3/G4-RU3, seul le roll est caractéristique
de ’ADN A. Deux autres différences entre [A/RU] et WT peuvent étre notées:
- le buckle qui est 1égérement négatif (= -3°) au niveau d’A3/RU3 alors qu’il est positif
(= +8°) au niveau de la paire A3/T3 de WT.
- le propeller twist de la paire de bases 2 qui est dans sa gamme de valeurs modales

d’un ADN B (Berman et al., 1992). alors qu’il est trés négatif (= -17°) dans WT

A partir de la trajectoire simulée de [A/RU], nous avons calculé la distribution de I’angle

diedre A (HO’2-02’-C2’-H2’) de RU3. L’HO’2 de RU3 est orienté vers 1’03’ (figure 7).

00
H2’ RU3 ;

04’ G2

-90° 90°

Base (02 RU3)

04’ RU3 — 03’ RU3

180°

Figure 7- Orientation du HO’2 de RU qui est en Sud dans [A/RU].
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L’olignucléotide [RA/RU]

L’oligonucléotide [RA/RU] dans lequel A3 et T3 de WT ont été remplacés par les
ribonucléotides RA3 et RU3, présente apres 2,5 ns de dynamique moléculaire une structure en
double hélice uniquement sur 20 paires de bases. La paire de bases RA3/RU3 est fondue
(tableau 8) alors que les 20 autres sont stabilisées dans des appariements de Watson-Crick et
elles sont organisées en une double hélice ayant une forme générale d’'un ADN By. Les
ribonucléotides RA3 et RU3 sont stabilisés en Nord durant la dynamique moléculaire
(tableau 9). Comme dans WT, T6 et T7 ont tendance a étre plus fréquemment en Nord que la

plupart des autres nucléotides.

Tableau 8- Les distances moyennes entre les hétéroatomes normalement impliqués dans les
deux liaisons hydrogenes de la troisieme paire de bases, mesurées au cours des 1,5 dernieres
ns de la dynamique moléculaire de [RA/RU].

Distances Distances Fluctuations Distances
mesurées moyennes A) A attendues (A)
N6 RA3 - 04 RU3 6.50 1.45 2.95
N1 RA3 - N3 RU3 4.29 0.77 2.82

Tableau 9- Les pourcentages des plissements Nord (N), Sud (S) et Est (E) adoptés par les 12
premiers nucléotides des brins a et b de [RA/RU] au cours des 1,5 derniéres ns de la
dynamique moléculaire.

Brinb % enN %enE %enS|Brina %enN %enE %en$S
5 A12 1.3 7.5 91213 T12 0.1 10.7 89.2
T11 1.3 11.9 86.8 | A11 0.2 9.5 90.2
C10 0.3 13.9 85.8| G10 0.1 7.0 92.9
T9 1.0 19.2 79.8 | A9 0.8 8.7 90.5
C8 6.8 33.5 59.8 | G8 0.0 2.7 97.3
T7 9.7 30.0 61.3 | A7 0.9 74 91.7
A6 3.6 8.9 87.5|T6 6.0 26.4 67.6
G5 0.4 7.7 91.9|C5 1.5 13.7 84.9
Cc4 1.6 12.9 85.5| G4 1.5 2.2 96.2
RA3 94.2 5.7 0.0 |RU3 90.6 9.4 0.0
G2 0.0 1.6 98.3|C2 0.8 9.6 89.7
3T 4.7 21.6 73.715 A1 4.0 4.4 91.5

La majorité¢ des angles diedres de squelette sucre-phosphate et les angles glycosidiques des
nucléotides en double hélice sont dans leur gamme de valeurs modales observées dans les

doubles hélices de forme By (Berman ef al., 1992) durant toute la simulation.
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Les parametres de bases et de pas des nucléotides en double hélice (nucléotides 1 a 2 et 4 a
21) ont des profils globalement proches de ceux de WT (figures 8-C et 9-C). Des
particularités structurales observées au voisinage du site de clivage dans WT sont retrouvées
dans [RA/RU]:

un buckle trés négatif au niveau des paires de bases 1 (= -11°), 8 (= -8°) et 9 (= -9°)

(figure 8-C).

- un propeller twist trés négatif au niveau des paires de bases 1 et 2 (= -20°) (figure 8-
O).

- un roll important au niveau du pas T7-A6/A7-T6 (= +8°) (figure 9-C).

un twist faible au niveau du pas T7-A6/A7-T6 (=+28°) (figure 9-C).

Le roll et le twist au niveau du pas T7-A6/A7-T6 sont donc caractéristiques de ’ADN de
forme A comme dans WT et sont associés a un plissement Nord plus fréquent de T6 et T7

(tableau 9).
A partir de la trajectoire simulée de [RA/RU], nous avons calculé la distribution de I’angle

diedre A de RA3 et de RU3 qui sont en Nord. L’HO’2 de RA3 est orienté vers I’O5” de G2 ou
vers le N3 de RA3. L’HO’2 de RU est orienté vers 1’05’ de G4 ou vers ’O2 de RU3.
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Figure 9- Les paramétres de pas moyens (calculés avec Morcad) des 1,5 derni¢res ns de dynamique
moléculaire des oligonucléotides [RA/T] (A.), [A/RU] (B.) et [RA/RU] (C.). Pour I’oligonucléotide
[A/RU], la paire de bases T1/Al étant fondue, les paramétres impliquant T1 et Al ne sont pas
représentés. Pour 1’oligonucléotide [RA/RU], la paire de bases RA3/RU3 étant fondue, les parameétres
impliquant RA3 et RU3 ne sont pas représentés. Les barres verticales indiquent la fluctuation de ces
parameétres.
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L’oligonucléotide [ARA/T]

L’oligonucléotide [ARA/T] dans lequel A3 du brin a de WT a été remplacé par ARA3,
présente apres 2,5 ns de dynamique moléculaire une structure en double hélice, uniquement
sur 19 paires de bases. Les paires de bases T1/Al et G2/C2 sont fondues (tableau 10) alors
que les 19 autres sont stabilisées dans des appariements de Watson-Crick ; elles forment une
double hélice ayant une forme générale d’un ADN B;. L’arabinonucléotide ARA3 est stabilisé
en Sud durant les 1,5 derniéres ns de dynamique moléculaire (tableau 11). Comme dans WT,
T6 et T7 ont tendance a étre plus fréquemment en Nord que la plupart des autres nucléotides.
Par contre, T3 est stabilisé en Sud.

Les angles diedres du squelette sucre-phosphate et 1’angle glycosidique  sont dans leur
gamme de valeurs modales observées dans les doubles hélices de forme B; (Berman et al.,

1992) durant toute la simulation.

Tableau 10- Les distances moyennes, entre les hétéroatomes normalement impliqués dans les
liaisons hydrogénes des paires de bases 1 et 2, mesurées au cours des 1,5 dernieres ns de la
dynamique moléculaire de [ARA/T].

Paires de bases Distances Distances Fluctuations Distances
mesurées moyennes (A) A) attendues (A)
T1/A1 04 T1 —N6 Al 9.16 2.58 2.95
N3 T1-N1 Al 6.76 1.91 2.82
G2/C2 06 G2 -N4 C2 8.03 0.98 291
N1G2-N3C2 7.90 0.97 2.95
N2G2-02C2 7.90 1.07 2.86

Tableau 11- Les pourcentages des plissements Nord (N), Sud (S) et Est (E) adoptés par les
nucléotides 3 a 12 des brins a et b de [ARA/T] au cours des 1,5 derniéres ns de la dynamique
moléculaire.

Brinb %enN %enE %enS|Brina %enN %enE %en$S
5 A12 1.8 11.6 86.7 |3 T12 2.8 14.2 83.0
T11 1.5 16.3 82.2| A11 0.7 8.9 90.5
Cc10 1.8 15.5 82.7|G10 0.2 8.2 91.6
T9 0.7 14.9 84.4 | A9 0.1 3.9 96.0
C8 0.7 11.6 87.7 | G8 0.3 4.4 95.1
T7 9.7 16.7 73.6 | A7 2.5 17.0 80.5
A6 0.0 0.2 99.8 | T6 1.1 34.8 54.1
G5 54 54 89.0|C5 0.0 1.3 98.7
C4 0.2 4.2 95.6 | G4 0.7 104 88.9
3’ ARA3 0.0 2.2 97.8|5 T3 0.0 0.2 99.8
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Les profils des parametres de bases et de pas (figure 11) des nucléotides en double hélice (3 a
22) de [ARA/T] sont globalement proches de ceux de WT (figures 2-A et 3-A). Certaines
particularités structurales observées dans WT au niveau et au voisinage du site de clivage se
retrouvent dans [ARA/T] :

- un buckle négatif au niveau des paires de bases 7 a 8 (= -8°)

- un roll important au niveau des pas C4-ARA3/G4-T3 (= +7°) et T7-A6/A7-T6 (= +8°)

- un twist faible au niveau du pas T7-A6/A7-T6 (=+23°).
Le pas T7-A6/A7-T6 a donc un roll et un twist, caractéristiques d’une conformation de type
A, comme dans WT. Par contre, au niveau du pas C4-ARA3/G4-T3, seul le roll est
caractéristique de I’ADN A.

A partir de la trajectoire simulée de [ARA/T], nous avons calculé la distribution de I’angle
diedre A (HO’2-02°-C2°-H2’) d’ARA3. L’HO’2 d’ARA3 est orienté¢ vers I’O5’ d’ARA3 ou
vers ’O2P de G2 (figure 10).

no
H2’ ARA3 04’ G2

90°

-90°

Base (N3 ARA3)

03’ ARA3

05’ ARA3 180°

04 ARA3

Figure 10- Orientations du HO’2 d’ARA3 qui est en Sud dans [ARA/T].
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Figure 11- Les parameétres de bases (A.) et de pas (B.) moyens (calculés avec Morcad) des 1,5
derniéres ns de dynamique moléculaire de I’oligonucléotide [ARA/T]. Les paires de bases T1/A1 et
G2/C2 étant fondues, les parametres impliquant T1, A1, G2 et C2 ne sont pas représentés. Les barres
verticales indiquent la fluctuation des parametres.
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Discussion

L’oligonucléotide WT a une forme générale d’'un ADN B; mais avec des déformations
structurales au niveau et au voisinage du site de clivage de I’IN. En particulier, les pas C4-
A3/G4-T3 et T7-A6/A7-T6 ont des roll et twist caractéristiques d’un ADN A.

Notre structure de WT est relativement proche de celle prédite a partir de MDDNA, méme au
niveau des bases terminales alors que 1’on se serait attendu a avoir un effet de bord. La
structure RMN est plus éloignée de notre modele et elle présente davantage de particularités
structurales. Il serait intéressant de faire une dynamique moléculaire a partir de cette structure
afin d’évaluer sa stabilité. La tendance du pas C4-A3/G4-T3 a adopter une conformation de

type A est retrouvée dans la structure RMN, comme dans notre modele.

Le remplacement de T3 de WT par U3 dans [A/U] n’entraine pas de modifications
structurales significatives entre les deux oligonucléotides. Ceci explique pourquoi le taux
initial de 3’-processing est similaire avec les deux substrats, WT et [A/U] (Mazumder et al.,
1995). Les particularités structurales mises en évidence dans WT et qui ne sont pas retrouvées
dans [A/U] ne sont donc pas importantes pour la formation du complexe actif. 1l s’agit :

- du buckle tres positif au niveau de la paire de bases 3 et négatif au niveau des paires

de bases 7a 9
- du twist élevé au niveau du pas A3-G2/T3-C2

Des différences dans la structure fine de la double hélice au niveau et au voisinage du site de
clivage sont observées entre les deux oligonucléotides, WT et [T/A].
Le taux initial de 3’-processing diminue énormément avec le substrat [T/A], en présence de
Mn** (Scottoline et al., 1997). Cette inhibition a été initialement attribuée a I’absence de
I’adénine en position 3 et donc des contacts spécifiques impliquant N7 et 6-NH2 qu’elle
formerait avec I'IN. Cependant, le remplacement d’A3/T3 par T3/T3 n’a pas d’effet
significatif sur le 3’-processing en présence de Mn®" (Agapkina et al., 2006). Nous avons
réalisé une dynamique moléculaire avec la paire de bases T/T en position 3 (données non
présentées ici). Nous avons ainsi pu montrer que cette paire de bases est stabilisée par deux
liaisons hydrogénes durant toute la simulation. Ces liaisons se forment entre :

1’04 de T3 du brin b et ’'H3 de T3 du brin a

I’H3 de T3 du brin b et I’O2 de T3 du brin a.
La paire de bases T/T a donc une structure en Wobble, Wi (Gervais et al., 1995; Trotta and
Paci, 1998).
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Un contact similaire a celui du 6-NH2 d’A3 et I’'IN ne peut donc pas avoir lieu avec le T3 du
brin b La seule liaison hydrogéne que I'IN flexible en présence de Mn®* pourrait former avec
le T3 se situe au niveau du O4. La géométrie de la liaison formée serait tout de méme trés
différente de celle entre le N7 d’A3 et I’IN.
Il apparait donc que le 3’-processing peut se produire en 1’absence d’un contact impliquant le
6-NH2 d’A3. Ceci a été confirmé par de récents travaux réalisés en présence de Mn*"
(Johnson et al., 2006b). Dans ce cas, I’inhibition du 3’-processing mesurée avec [T/A] ne peut
pas étre expliquée par I’absence de 1’adénine en 3 du brin b; elle pourrait plutot étre
engendrée par des différences conformationnelles. Les particularités structurales absentes
dans [T/A] et présentes dans WT et [A/U] sont donc a noter. Il s’agit :

- de la tendance du pas C4-A3/G4-T3 a adopter une conformation de type A (roll et

twist caractéristiques de I’ADN A et plissement Nord plus fréquent de T3)

- du propeller twist trés négatif au niveau des paires de bases 1 et 2.
Ces déformations de I’extrémité LTR U5 de ’ADN viral semblent donc critiques pour la
formation d’un complexe IN/ADN actif. Les caractéristiques structurales de type A du pas
C4-A3/G4-T3 paraissent donc jouer un rdle important dans 1’interaction, contrairement a

celles du pas T7-A6/A7-T6.

Il a été observé que, dans de nombreux cas de liaison d’ADN séquence-spécifique, les
perturbations de la double hélice préexistent dans I’ADN non lié mais sont accentuées par la
liaison de la protéine. Un des meilleurs exemples de structures pré-organisées dans les acides
nucléiques qui aident a la formation des interactions séquence-spécifique, est fourni par le site
de liaison ADN de CAP (catabolite activator protein) (Dixit and Beveridge, 2005). Des études
de dynamique moléculaire révelent que 40% de la courbure de I’ADN li¢ a la protéine sont
préexistants dans I’ADN libre et que 60% sont induits par la liaison de la protéine.

Les caractéristiques structurales de type A, au niveau du pas C4-A3/G4-T3, observées dans
I’ADN viral non li¢ pourraient étre accentuées par la liaison de la protéine : la liaison

phosphodiester O3’-P serait davantage exposée a I’attaque par I’IN dans le petit sillon.

Le remplacement d’A3 par RA3 accentue la transformation B — A du pas C4-A3/G4-T3. Des
tests expérimentaux de 3’-processing avec le substrat [RA3/T] devraient permettre d’évaluer

I’importance de la conformation du pas C4-A3/G4-T3 pour la formation du complexe

IN/ADN actif
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Les modifications d’A3 et T3 par RA3 et RU3 entrainent un désappariement de la paire de
bases. Des études ont suggéré qu’une déstabilisation des appariements de la 3™ paire de
bases pourrait étre importante pour le 3’-processing (Scottoline et al., 1997;Agapkina et al.,
2006). Pour évaluer cette hypothése, la mesure du taux initial de 3’-processing avec
I’oligonucléotide [RA3/RU3] sera donc intéressante.

Le résultat de la dynamique de [A3/RU3] nécessite un examen plus approfondi en raison de la
conformation Sud de RU3.

Dans I’oligonucléotide [ARA3/T], ARA3 est stabilisé en Sud et ’'HO’2 est préférentiellement
orienté vers I’O5’. Un plissement Nord d’un arabinonucléotide, I’araC introduit dans un ADN
est stabilisé par une liaison hydrogéne entre ’HO’2 et 1’04’ du nucléotide en 3’ (Chrencik et
al., 2003). I1 faudrait donc relancer une simulation de dynamique moléculaire en imposant une
liaison entre I’HO’2 d’ARA3 et ’O4’ de G2 durant les premiéres phases de préparation puis

en relachant progressivement la contrainte.
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Au cours de cette thése, nous avons utilisé¢ des méthodes variées et complémentaires
de modé¢lisation moléculaire et de chimie computationnelle afin de prédire des modeles
structuraux permettant de corroborer ou d’interpréter des phénomenes expérimentaux et de
suggérer de nouvelles expériences. Nous ne disposions pas de données structurales
expérimentales se rapportant a la plupart des systémes étudiés. Afin de réaliser des modeles
cohérents et fiables, nous avons utilis¢ des informations structurales expérimentales et/ou
théoriques se rapportant a des systémes analogues. Tout au long de ce travail, notre approche

théorique est restée étroitement liée aux études expérimentales.

Nos ¢études de docking et de dynamique moléculaire ont corroboré le mode d’inhibition des
SQ montré expérimentalement. Nous avons déterminé trois clusters de localisation favorable
des SQ sur le domaine central de I’'IN. Le cluster 1 est le premier site de liaison des SQ qui
empéche la liaison de I’ADN viral et inhibe le 3’-processing. Nous avons montré que ses
interactions sont stables sur 2 ns de simulation moléculaire. Les deux autres clusters sont des
candidats pour le deuxieme site de liaison des SQ qui empécherait la liaison de I’ADN cible et
inhiberait ainsi le transfert de brins. Cependant, il n’est pas exclu que le deuxiéme site des SQ
soit créé par la liaison de ’ADN viral, de mani¢re semblable a ce qui a été décrit pour les
DKA. La détermination du deuxiéme site de liaison nécessiterait dans ce cas la connaissance
de la structure du complexe IN/ADN viral afin de pouvoir réaliser des docking des SQ sur ce
complexe. Les SQ inhibant moins efficacement le transfert de brins que le 3’-processing, on

s’attendrait alors a ce qu’ils se lient moins bien au complexe IN/ADN viral qu’a I’IN nue.

La prédiction de la conformation adoptée par des analogues de nucléosides dans une double
hélice a nécessité beaucoup de précision dans la préparation des conformations initiales. En
utilisant une approche de mécanique ab initio, on aurait pu s’attendre a trouver la structure
adoptée par le composé en déterminant la conformation du minimum absolu. Mais, en réalité,

il existe de nombreux états d’énergie trés semblables. Les unités nucléosidiques des doubles
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hélices d’acides nucléiques ne sont ni dans leur conformation d’énergie minimale ni
contraintes ; elles se trouvent au niveau de minima secondaires. Le choix des conformations
secondaires a di €tre guidé par des données expérimentales ou théoriques se rapportant a des
systémes voisins. Tout d’abord, les angles di¢dres du squelette ont du étre orientés dans une
conformation compatible avec celle observée dans les désoxynucléotides ou ribonucléotides
des acides nucléiques doubles brins. L’hydratation et I’orientation du groupe en 2’ se sont
¢galement avérées critiques. La prédiction de la structure des analogues de nucléosides
substitués en 2’ par un groupe positionné en ribose a été réalisée par analogie avec
I’orientation et I’hydratation du groupe 2’-hydroxyl des ribonucléotides. Les modéles prédits
ont ét¢ confrontés aux données de Tm de fragments d’ADN et/ou d’ARN contenant ces

analogues de nucléosides.

L’étude structurale réalisée sur les analogues de nucléotides nous a permis d’interpréter les
résultats expérimentaux des taux initiaux de 3’-processing de maniere plus critique. En
confrontant les données structurales et expérimentales, nous avons pu émettre 1’hypothese
qu’une conformation de type A au niveau de la 3™ paire de bases pouvait étre nécessaire a la
formation du complexe IN/ADN actif. Ceci nous a amenés a proposer de nouveaux analogues

de I’ADN viral, a tester expérimentalement.

Les dynamiques moléculaires d’analogues oligonucléotidiques de I’extrémité LTR US de
I’ADN viral ont nécessité, comme pour les études ab initio, 1’apport d’informations
expérimentales ou théoriques dans la préparation des conformations initiales. Pour les
ribonucléotides, nous avons tenu compte de [’orientation préférentielle du 2’-hydroxyle.
Concernant I’arabinonucléotide, nous avons relancé une simulation, en orientant le groupe 2’-

hydroxyle comme observé pour I’araC du substrat ADN de la topoisomérase 1.

En confrontant les analyses structurales des oligonucléotides WT, [A3/U3] et [T3/A3] et les
données des taux initiaux de 3’-processing associés a ces substrats, nous avons pu mettre en
¢vidence des déformations structurales intrinseques a I’extrémité LTR U5 de I’ADN viral qui
paraissent déterminantes pour que le complexe IN/ADN actif se forme et que la réaction de
3’-processing se produise. Ainsi, des caractéristiques structurales de type A du pas C4-
A3/G4-T3 sont apparues importantes pour la spécificité de I’interaction IN/ADN viral. Ces

résultats ont conforté notre hypothése initialement émise a partir du regroupement des
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données structurales des analogues de nucléosides et des taux initiaux de 3’-processing

mesurés avec les substrats contenant ces analogues.

Ainsi, nous avons pu proposer qu’une reconnaissance indirecte soit impliquée dans
I’interaction IN/ADN viral. Pour consolider ce mod¢le, il faudrait réaliser des études
supplémentaires.
Des tests de 3’-processing avec les analogues contenant les ribonucléotides, [RA3/T3] et
[A3/RU3] devraient permettre d’évaluer les effets d’une accentuation et d’une atténuation
des caractéristiques structurales de type A du pas C4-A3/G4-T3.
Il serait également intéressant de réaliser des simulations moléculaires d’autres analogues de
I’ADN viral dans lesquels la paire de bases A3/T3 serait remplacée par :

- C/T ou G/T, ce qui entraine une inhibition de la réaction de 3’-processing en présence

de Mn”" et de Mg*"

- C/A ou T/G, ce qui n’affecte pas la réaction de 3’-processing en présence de Mn*"

- A/UN ou A/UM, ce qui stimule le 3’-processing en présence des deux cofacteurs.
Ces simulations permettraient ¢galement d’évaluer si des contacts spécifiques avec 1’adénine

en 3, sont réellement nécessaires pour que la réaction se produise.

La modélisation moléculaire et la chimie computationnelle ne prétendent pas apporter des
solutions a tous les problémes structuraux, surtout s’ils sont noyés dans des systémes de plus
grande importance. Mais, ce sont des outils puissants capables de mettre en évidence des
phénomenes de taille atomique et de suggérer des explications aux problémes posés. La
biologie moléculaire n’est pas @ méme d’expliquer les phénomenes complexes survenant a
I’échelle cellulaire mais elle apporte des réponses sur le matériel isolé dont elle se sert. Il en
est de méme des études in silico par rapport a la biologie moléculaire. Le rassemblement des
briques ¢lémentaires d’informations participe a I’¢lucidation des phénomeénes survenant a

I’échelle supérieure.
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Figure 1- Les cinq bases usuelles des acides nucléiques partagées en deux groupes: les bases
pyrimidiques et les bases puriques. Les noms courants des différentes bases n’ont aucun lien avec la
nomenclature classique de chimie organique, certains font référence a leurs conditions de découverte.
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STRUCTURE ET CONFORMATIONS DES DOUBLES HELICES
D’ACIDES NUCLEIQUES

Depuis le modele structural de I’ADN proposé par J. D. Watson et F. Crick (Watson
and Crick, 1953), I’'importance accordée aux acides nucléiques dans le monde du vivant s’est
accrue et parallelement, notre connaissance a leur sujet s’est considérablement enrichie. Il est
désormais clair que la structure, la conformation et la flexibilité des acides nucléiques jouent
un role clé dans la vie cellulaire.

L’ADN a une structure en double hélice formée par I’enroulement autour d’'un méme axe de
deux chaines polynucléotides antiparalléles et complémentaires. Chaque chaine
polynucléotidique est un enchainement régulier de nucléotides. Un nucléotide résulte de :

- la condensation d’un sucre (furanose) avec une base qui produit un nucléoside

- P’estérification du sucre d’un nucléoside par un phosphate.

L’ARN se distingue de ’ADN par sa composition en bases et par son sucre. Sa structure
secondaire se compose de « tiges » ou zones apparié¢es formant une structure en double hélice
et de « boucles » ou zones non appariées entre deux « tiges ».

L’ADN est polymorphe et existe dans diverses familles structurales, incluant les formes A, B

et Z alors que les doubles hélices d’ARN se trouvent uniquement en forme A (Saenger, 1984).

I- Les bases

Trois bases pyrimidiques majeures dérivant de la pyrimidine (un cycle aromatique a 6
atomes) sont trouvées dans les acides nucléiques : la Cytosine (C), la Thymine (T) et
I’Uracile (U) (figure 1). Deux bases puriques majeures dérivant du noyau purine (un premier
cycle a six atomes et un second cycle a cinq atomes) que 1’on peut considérer lui-méme
comme résultant de ’association d’un noyau pyrimidine avec un noyau imidazole, sont
trouvées dans les acides nucléiques : 1’Adénine (A) et la Guanine (G) (figure 1). L’ADN
comme I’ARN ne comportent que quatre de ces bases :

- deux bases puriques communes aux deux types d’acides nucléiques, 1’adénine et la

guanine
- une base pyrimidique commune, la cytosine
- une base pyrimidique spécifique, 1’uracile pour I’ARN et son dérivé méthyl¢, la

thymine pour I’ADN.
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Figure 2- Les formes tautomériques de différentes bases. Les formes lactame (cétone) et amine sont a
gauche. Les formes lactime (énol) et imine sont a droite.
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Figure 3- La température de fusion (Tm) d’un ADN (ou ARN en double hélice). Les bases puriques
et pyrimidiques absorbent a 260 nm. Leurs moments de transition sont dans le plan des bases. Lorsque
les bases sont paralléles, le moment de transition d’une base induit un dip6le qui diminue le moment
de transition des autres bases : ¢’est I’effet hypochromique. Lorsque la température augmente, les
bases ne sont plus paralleles, I’hypochromicité diminue et I’absorption augmente. La température de
fusion ou Tm est la température ou la moitié¢ des paires de bases est dissociée.
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A coté de ces bases principales, on rencontre dans certains acides nucléiques, en faible

quantité, des dérivés de ces bases (en particulier des dérivés méthylés).

Quelle que soit I’origine de I’ADN, les rapports [A]/[T] et [G]/[C] sont approximativement
égaux a 1 (Chargaff, 1951) . Le nombre de purines est donc approximativement égal au
nombre de pyrimidines : ([Pur]=[Pyr] ou encore [A]+[G] = [T]+[C]). Les bases A et T (ou U)
sont dites complémentaires, il en est de méme pour G et C. Les proportions ([A]+[T]) et

([G]+[C])) sont différentes et varient dans la plupart des organismes.

En raison de leur caractére aromatique, les bases :

- sont des molécules planes.

- existent sous différentes formes tautoméres (figure 2). Les formes lactame (cétone) et
amine sont prépondérantes au pH physiologique. La population des formes lactime (énol)
et imine est de 10™,

- présentent des spectres d’absorption caractéristiques dans 1’ultraviolet. Ceci est utilisé par
exemple pour déterminer la température de fusion, Tm, d’un acide nucléique en double

hélice afin de juger de sa stabilité (figure 3).

Les bases sont empilées les unes sur les autres le long de chacune des deux chaines de la
double hélice. Les interactions entre les systémes conjugués des cycles aromatiques des bases
d’une méme chaine stabilisent la structure hélicoidale des acides nucléiques. L’énergie
d’empilement provient essentiellement des interactions de type Van der Waals. Dans la
double hélice, I’enthalpie d’empilement entre deux paires adjacentes est estimée entre -5 et -
12 kcal/mol (Marky and Breslauer, 1982).

Les bases présentent des groupes accepteurs et donneurs de liaisons hydrogénes. Ces groupes
permettent aux bases d’interagir entre elles par des liaisons hydrogéne pour former des paires
de bases. Ces interactions contribuent également a stabiliser les doubles hélices d’acides
nucléiques. Des interactions entre des bases identiques (homo) et différentes (hétéro) ont été
observées dans les analyses de structure cristallographique de bases, de nucléosides, de
nucléotides et dans des complexes formés par plusieurs composés de ce type (Voet and Rich,

1970). Vingt huit arrangements possibles de paires de bases impliquant aux moins deux
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Figure 4- Les 28 paires de bases possibles pour A, G, U(T) et C impliquant au moins deux liaisons
hydrogénes (Saenger W., 1984). Les atomes d’hydrogéne et d’azote sont montrés par de petits et
grands cercles remplis. Les atomes d’oxygéne sont représentés par des cercles vides. La liaison
glycosidique entre la base (N1 des pyrimidines et N9 des purines et le sucre R(C1°) est représentée par
un trait épais. Les paires de bases sont rassemblées selon leur composition: homo purine (deux purines
identiques), hétéro purine (deux purines différentes), homo pyrimidine (deux pyrimidines identiques),
hétéro pyrimidine (deux pyrimidines différentes) et purine-pyrimidine (une purine et une pyrimidine).
Les paires de bases sont ¢galement regroupées selon qu’elles soient symétriques ou asymétriques. Les
éléments de symétrie T et o sont des axes de rotation d’ordre 2 verticaux et a ’intérieur du plan des
paires de bases. Une pseudosymétrie reliant seulement les liens glycosidiques mais pas les atomes des
bases individuelles est observée dans les paires de bases de Watson-Crick (XIX et XX) et dans les
paires de bases VIII, XVII et XVIII.
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liaisons hydrogeénes sont montrés en figure 4. Ces paires de bases sont nommées selon la
classification de Saenger (Saenger, 1984). Les doubles hélices d’ADN et d’ARN sont
essentiellement formées par des paires de bases de Watson-Crick (XIX et XX selon Saenger).
Ce sont les seules, parmi les paires hétéro, a pouvoir former des structures en double hélice
régulicre car elles sont isomorphes (leur forme globale et leurs dimensions sont comparables)
(figure 5). Ces paires de bases, A/T (ou A/U dans les doubles hélices d’ARN) et G/C sont
pseudosymétriques : un axe de rotation d’ordre 2 relie les liens glycosidiques (lien entre la
base (N1 des pyrimidines et N9 des purines) et le C1’ du sucre (R dans la figure 4)) mais pas
les atomes des bases individuelles. Les bases, dans ces paires de Watson-Crick, ne sont pas
coplanaires. Elles sont reliées par des liaisons hydrogene entre les groupes donneurs (N6 de
I’adénine, N3 de la thymine (ou de 1’uracile), N1 et N2 de la guanine et N4 de la cytosine) et
les groupes accepteurs (N1 de 1’adénine, O4 de la thymine (ou de 1’uracile), O6 de la guanine
et N3 et O2 de la cytosine). La paire de bases A/T (ou A/U) implique deux liaisons
hydrogeénes alors que trois liaisons sont présentes dans la paire de bases G/C qui est donc plus
stable. Ainsi, plus une double hélice est riche en G/C, plus elle est stable et plus son Tm est
élevé.

I1 faut noter que dans les solvants polaires, les molécules d’eau rentrent en compétition avec
les bases pour la formation des liaisons hydrogenes avec les bases complémentaires, réduisant
ainsi I’énergie libre d’appariement entre les paires de bases. Les expériences
thermodynamiques effectuées dans le chloroforme et dans le diméthyl-sulfoxide estiment aux
alentours de -2 a -5 kcal/mol I’enthalpie d’appariement entre deux bases (Newmark and
Cantor, 1968; Uesugi et al., 1979). De récents calculs d’énergie libre estiment I’énergie libre
d’appariement des paires A/T vers -4.3 kcal/mol et vers -5.8 kcal/mol pour les paires G/C
(Arora and Schlick, 2003; Stofer et al., 1999). Ces calculs montrent que les interactions entre

les bases complémentaires sont certainement plus faibles que celles de I’empilement.
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Figure 5- Les paires de bases de Watson-Crick observées dans les structures cristallographiques
de GpC (A) et d’ApU (B) (Saenger, 1984). Les atomes d’hydrogénes n’ont pas été localisés
expérimentalement mais ont été calculés a partir des positions des autres atomes.
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II- Les sucres

Les sucres sont des furanoses, un 3-D-ribose pour I’ARN et un 2’-désoxy-f-D-ribose dans le
cas de ’ADN (figure 6). IIs présentent donc les caractéristiques suivantes :

- I’énantiomere est de la série D

- le sucre est sous forme hémiacétalique (furanose)

- I’anomére est en conformation 3

Les cinq angles di¢dres endocycliques du sucre sont notés 1o a 14 (figure 7).

Le cycle furanose n’est pas plan. Dans une premiere approximation, il peut étre plissé sous la

forme:

- d’une enveloppe (ou forme E) avec un atome hors du plan

- d’un twist (ou forme T) avec deux atomes adjacents hors du plan, I’un au-dessus et 1’autre
au-dessous du plan.

Les conformations sont généralement définies selon la direction et le numéro du ou des

atomes déplacés hors du plan. Le terme endo (respectivement exo) est employé pour désigner

la direction d’un atome déplacé vers le groupe exocyclique 5’ (respectivement a 1’opposé du

groupe exocyclique 5°) (figure 8). Comme le cycle furanose est composé de cinq atomes, on

obtient un ensemble de 20 conformations : 10 formes E et 10 formes T.

Deux paramétres, 1’angle de pseudorotation (P) et ’amplitude maximale du plissement T,
définissent les cinq angles diedres endocycliques et donc caractérisent le plissement. Selon
Rao et al. (Rao et al., 1981):

7, =z‘cos[P+47z(j—2)/5] (1)

A partir de la mesure des angles t; dans une conformation, A et B sont calculés ainsi :

Azz/sirj cos[4z(j—2)/5] )
B= —2/524: 7, sin[4z(j—2)/5] (3)

L’amplitude maximale t et ’angle de pseudorotation P sont alors donnés par :
(474 57)" @

P=tan"'B/ A (5)
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Les formes T et E sont représentées dans 1’espace de pseudorotation (t, P) sur la figure 9.

La figure 10 indique les changements théoriques des cinq angles diedres endocycliques
durant un cycle complet de pseudorotation (Levitt and Warshel, 1978). Pour chaque angle de

pseudorotation, la somme des angles di¢dres positifs est égale a la somme des angles

Dans les structures de nucléosides, de nucléotides (Altona and Sundralingam, 1973; Davies
and Danyluk, 1974; Davies and Danyluk, 1975; Gelbin et al., 1996) et d’oligonucléotides
(Berman et al., 1992; Dickerson et al., 1982), le sucre a été trouvé essentiellement dans deux
types de plissement : C3’ endo (Nord) et C2’ endo (Sud). Le plissement Nord est associé a
I’ARN et a ’ADN de forme A tandis que la conformation Sud est associ¢e a la forme B de
I’ADN. Dans la forme Z de ’ADN, le sucre des nucléotides puriques est en Sud et celui des
nucléotides pyrimidiques est en Nord (Berman et al., 1992; Dickerson et al., 1982). En
solution, les sucres de I’ADN sont donc en équilibre dynamique entre les deux plissements
Nord et Sud. Des transitions Sud—Nord de certains nucléotides de ’ADN B sont observées
dans les complexes ADN-protéine (Lu et al., 2000; Tolstorukov et al., 2001; Tolstorukov et
al., 2004). Par ailleurs, dans les structures d’oligonucléotides d’ADN B, 1’angle de
pseudorotation a été trouvé plus élevé lorsque le sucre (en conformation Sud) est lié a une
purine (Berman et al., 1992). Dans I’ARN, le plissement du sucre apparait plus rigide que
dans ’ADN (Auffinger and Westhof, 2000; Cheatham and Kollman, 1997; Pan and
MacKerell, 2003).

Plusieurs théories ont été utilisées pour prédire le plissement des sucres a partir de la formule
du nucléoside isolé : I’effet gauche, 1’effet anomérique et 1’électronégativité du substituant en
2’

Selon la théorie de l'effet gauche un diedre de type X-C-C-Y ou X et Y sont des atomes
¢lectronégatifs, O ou N, évite la conformation trans et préfeére étre gauche. Le diedre O4'-C4'-
C3'-03' (= 13 — 120°) tire donc le sucre vers le Sud (t3 = 40°). Dans un arabinonucléoside, le
diedre O4’-C1°-C2’-02’ (= 1; — 120°) a le méme effet. Dans un ribonucléoside, le diedre O4’-
C1°-C2’-02’ (= t; +120°) tire le sucre vers le Nord.

L’effet anomérique favorise la forme Nord. Il provient de I’interaction d’un doublet libre de
04’ avec ’orbitale antiliante de la liaison glycosidique.

Plus le substituant en 2’ est ¢lectronégatif, plus le sucre est en Nord.
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III- Les nucléosides et les nucléotides

Les nucléosides résultent de 1’association d’une base et d’un sucre par formation d’une liaison
N-osidique (glycosidique) entre le C1° (carbone anomérique) du furanose en conformation J3,

et le N1 des bases pyrimidiques ou le N9 des bases puriques (figure 11).

Par rapport au sucre, la base peut adopter deux orientations principales, appelées syn et anti.
Ces orientations sont définies par I’angle diedre glycosidique y :

- % (04 —Cp>— Ng—Cy) pour les purines

- % (Og = Cp> = Ny —Cy) pour les pyrimidines.

La gamme de valeurs de y qui est associée a une orientation syn est centrée autour de 0° et

celle définissant une orientation anti, autour de 180° (figure 12).

Dans une orientation syn, le cycle a 6 atomes des purines et 1’O2 des pyrimidines sont placés
au-dessus du sucre. Par contre, dans une orientation anti, ils sont placés a 1’opposé du sucre

(figures 12 et 13).

Dans les acides nucléiques hélicoidaux, la conformation anti est dominante car elle minimise
I’encombrement stérique entre les atomes de la base et ceux du sucre. La conformation syn est
observée dans des structures particulieres comme I’ADN Z, généralement pour des purines ou

les génes stériques sont moins importantes.

Les nucléotides sont des esters-phosphates des nucléosides. Un ou plusieurs phosphates
peuvent étre liés en un ou plusieurs sites hydroxylés du sucre des nucléosides. Le site le plus
habituel d’estérification dans les nucléotides naturels est le groupe hydroxyl en C5” du sucre.
Un composé phosphaté au niveau du C5’ d’un sucre nucléosidique est appelé nucléoside 5’-
phosphate ou 5’-nucléotide. Les nucléosides 5’-monophosphates sont les monomeres
constituant les acides nucléiques (tableau 1). Avant que ces nucléotides soient intégrés dans
les acides nucléiques, ils sont sous forme triphosphatés (5’-dATP, 5°-ATP, 5°’-dGTP, 5’-GTP,
5’-dCTP, 5°-CTP, 5’-UTP, 5°-dTTP). Le premier phosphate fix¢é en C5° du sucre

nucléosidique est nommé a., le second 3 et le troisieéme vy (figure 14).
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Figure 14- Un exemple de nucléoside 5’-triphosphate : I’adénosine 5’-triphosphate

Tableau 1- Les principaux nucléotides constituants les unités monomériques des acides
nucléiques

Bases Sucres 5’-nucléotides
cytosine  f-D-ribose Cytidine 5’-monomphosphate 0 5 ;“}/NH&
=acide cytidylique o —OAQAYN
o F % 0O
= 5°-CMP e
cytosine 2’-désoxy-B-D-ribose  Désoxycytidine 5’-monophosphate @NHE
IR
= acide désoxycytidylique ’O—E_—OAQINEJ’
=5°-dCMP "
uracile  B-D-ribose Uridine 5’-monophosphate 0 . EYO
= acide uridylique 'D—Pl_—oj\_(_ZINYNH
—5' - UMP O hg on©
thymine 2’-désoxy-B-D-ribose  Désoxythymine 5’-monophosphate J/ji;;
= 8]
= acide désoxythymidylique _‘O_’%ﬁ_o ,\G,NTNH
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IV- Les chaines polynucléotidiques

Toutes les macromolécules d’acides nucléiques sont formées par I’enchainement de
nucléosides 5’-monophosphates (figure 15). Cet assemblage est réalisé par des liaisons
phosphodiesters 3°-5°. Ces liaisons se forment par attaque nucléophile du 3’-OH du sucre
d’un nucléotide sur le phosphate o d’un nucléoside 5’-triphosphate.

La chaine polynucléotidique ou structure primaire des acides nucléiques s’écrit
conventionnellement dans la direction 5°—3’. C’est le sens dans lequel les séquences d’acides
nucléiques sont utilisées comme molécules informationnelles (transcription, traduction).

Alors qu’un nucléotide libre peut comporter deux charges négatives sur le phosphate (avec
des pK d’environ 1 et 6), il ne reste qu’une charge par nucléotide dans les acides nucléiques.

Les acides nucléiques sont donc des polyélectrolytes fortement anioniques.

H- ~H
-
| 1
0 /}'“ e ?‘"“‘l‘ﬁ A
H H=C I I
| L S G ~
O==P—0—C-H, N~ N7 H

LA
( \1-\)’7‘

nucléotide @

Figure 15- Exemple d’une chaine polynucléotidique : un fragment d’ARN simple brin. La
direction de la chalne est montrée : de I’extrémité 5° vers 1’extrémité 3’. Les numéros des atomes
sont indiqués pour une unité nucléotidique, le 5’~-GMP. Seulement pour le nucléotide n-1, tous les
atomes d’hydrogeéne sont représentés. Ce fragment peut étre noté : pApGpUpCp ou pAGUCp.
Dans une chaine polynucléotidique d’ADN, le groupe hydroxyl attaché au C2’ est remplacé par un
hydrogéne et 1’uracile par la thymine.
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o (03"-P-05'-C5")
B (P-05'-C5'-C4)
y (05'-C5'-C4’-C3)
8 (C5'-C4’-C3-03")
¢ (C4'-C3-03"-P)
¢ (C3'-03'-P-05)

Figure 16- Définition des angles diédres du squelette sucre-phosphate d’une chaine polynucléotidique.

Figure 17- Nomenclatures des gammes de valeurs des angles diedres du squelette sucre-
phosphate : celle de Klyne et Prelog (Klyne W. and Prelog V., 1960) est montrée en rouge et celle
utilisée en spectroscopie et cristallographie, en vert.



These Sophie BARBE — ANNEXE

La conformation du squelette sucre-phosphate est caractérisée par six angles diedres (figure
16). 1l existe deux nomenclatures pour décrire les gammes de valeurs de ces angles : celle
définie par Klyne et Prelog (Klyne and Prelog, 1960) et celle utilisée en spectroscopie et
cristallographie (figure 17). Dans la nomenclature de Klyne et Prelog, I’espace
conformationnel est divisé en deux régions synpériplanaires (+sp et —sp), deux régions
synclinales (+sc et —sc), deux régions anticlinales (+ac et —ac) et deux régions
antipériplanaires (+ap et —ap) (figure 17, en rouge). La seconde nomenclature définit quatre

régions : cis (¢), trans (t), gauche+ (g+) et gauche- (g-) (figure 17, en vert).

Ces six parametres angulaires laissent supposer un grand polymorphisme du squelette sucre-
phosphate des acides nucléiques. En réalité, les contraintes stériques et les barriéres de
potentiel de rotation limitent partiellement les gammes de valeurs accessibles de chacun des

angles. Globalement, trois gammes de valeurs sont observées : t, g+ et g-.

V- Corrélation entre les différents parameétres angulaires

Les variations des angles di¢dres s’effectuent souvent de maniéres corrélées.

Dans I’ADN B, la modification du couple €/ de t/g- vers g-/t entraine une rotation du groupe
phosphate de sa conformation préférentielle By a une seconde conformation By, en équilibre
dynamique avec la premiere (Gupta et al., 1980; Prive et al., 1987). Dans la conformation By,
le phosphate se trouve dans une position rigoureusement symétrique par rapport aux deux
sillons alors que la conformation By déplace le phosphate dans le petit sillon (figure 18). Des
interconversions B;—By, de certains nucléotides interviennent dans les interactions

ADN/protéine (Tisne et al., 1998; Winger et al., 1998).

o3’

Figure 18- Conformations B; (a gauche) et By (a droite) du squelette phosphodiester de I’ADN.
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Toute variation de & s’accompagne d’une déformation du cycle du sucre et donc d’une
variation du couple de valeur t et P (ces variations étant plus perceptibles en terme de phase
qu’en terme d’amplitude). La contrainte de fermeture du cycle furanose impose des valeurs de
0 comprises entre 70° et 170°.

Les angles 0 et x sont corrélés. En anti, les valeurs de y sont en —ac pour un sucre en Sud et
en —ap pour un sucre en Nord.

Les angles 0 et £ sont également corrélés : C est en —ac pour un sucre en Sud et en —sc pour un
sucre en Nord.

Les angles a et y sont généralement corrélés et 1I’on peut observer des transitions
conformationnelles de g-/g+ a t/t (Prive et al., 1987; Venkateswarlu et al., 1999). a et y sont

aussi couplés, dans un degré moindre, a I’angle B qui, dans ce cas varie de t vers g+.

VI- Les doubles hélices

Dans le mod¢le structural de J. D. Watson et F. Crick (Watson and Crick, 1953), la molécule
d’ADN est composée de deux chaines polynucléotidiques enroulées autour d’un axe commun
pour former une double hélice. L’enroulement des chaines a lieu dans le sens des aiguilles
d’une montre : I’hélice est dite droite. Les liaisons phosphodiesters 3’-5’des deux chaines sont
orientées en sens inverse si bien que les chaines se déroulent dans des directions opposées :
elles sont antiparalleles. Les enchainements sucres-phosphates forment les squelettes
hélicoidaux extérieurs, paralleles. Les bases appariées complémentaires (A/T ou A/U et G/C)
se trouvent a I’intérieur du cylindre central de 1’hélice.

Depuis le modele de Watson et Crick, la double hélice d’ADN a suscité de nombreux travaux.
L’ADN en double hélice peut adopter différentes conformations selon son environnement :
force ionique, degré d’hydratation, température, nature du solvant mais aussi selon sa
composition en bases. A partir de nombreuses études expérimentales, les formes allomorphes
de I’ADN ont pu étre classées en plusieurs familles ; les trois principales sont A, B et Z. Les
structures des formes A et B ont été déterminées par diffraction aux rayons X de fibres
d’ADN naturelles. La forme B de I’ADN est la plus stable en solution aqueuse fortement
hydratée et apparait comme la conformation typique de I’ADN in vivo. Dans des conditions
d’hydratation plus faible comme dans le cas d’un mélange éthanol-eau, la forme B de I’ADN

fait place a la forme A. Les doubles hélices d’ARN en solution ont également une forme A.
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Par la suite, I’étude de cristaux de fragments d’ADN a permis de distinguer la troisieme
famille principale, la forme Z qui n’a pu étre stabilisée que par une forte concentration en sel,
en présence d’ions multivalents et pour des séquences particulieres telles que des poly(dG-

dC). Nous ne présentons pas en détail cette derniére conformation.

Du fait que les deux liaisons glycosidiques des paires de bases sont du méme c6té, deux
sillons de largeurs et de profondeurs différentes s’alternent sur les flancs de la double hélice
(figure 19). La géométrie des sillons a une grande importance pour les interactions entre
I’acide nucléique et les molécules qui I’entourent (eau, contre-ions, protéines) : chaque sillon
forme un environnement local différent du point de vue électrostatique et stérique. Entre les
différentes formes de doubles hélices, la géométrie des sillons varie de manic¢re importante.
La séquence joue aussi un réle dans I’aspect des sillons. Par exemple, les suites d’adénine (A-
tracts) entrainent un rétrécissement du petit sillon dans la direction 5’—3’ (Bostock-Smith et

al., 1999).

WD i

Petit sillon =——>

Grand sillon —> . =

Figure 19- Représentation schématique des sillons d’un ADN.
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Shear (5x) Buckle ()

Shift (Dx)
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Stretch (Sy) Prapeller (w) e
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Figure 20- Représentation schématique : des parameétres hélicoidaux (A), des paramétres de bases (B)
et des paramétres de pas (C). Les schémas représentent des valeurs positives des parametres. Le
systéme d’axe de référence est montré (D). Nomenclature établie lors du colloque de Cambridge 1988
(Dickerson, 1989).
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Les parameétres angulaires (plissements du sucre, angles diedres du squelette sucre-phosphate
et angles glycosidiques) permettent de caractériser la structure interne de chaque chaine d’un
acide nucléique. Cependant, pour avoir un meilleur apercu de la structure des acides
nucléiques, un certain nombre de parametres ont été définis de fagon a caractériser le
positionnement et I’orientation des bases (ou paires de bases) entre elles ou par rapport a I’axe
hélicoidal. L’ensemble de ces parameétres est réparti en trois groupes :

1. Quatre parametres hélicoidaux qui décrivent le positionnement et 1’orientation d’une
paire de bases par rapport a 1’axe hélicoidal (deux rotations et deux translations)
(figure 20-A).

2. Six paramétres de bases qui décrivent le positionnement et 1’orientation des deux
bases d’une paire, ’'une par rapport a ’autre (trois translations et trois rotations)
(figure 20-B).

3. Six paramétres de pas qui décrivent le positionnement et I’orientation des deux paires
de bases successives, ['une par rapport a ’autre (trois translations et trois rotations)
(figure 20-C).

Les noms et abréviations de chaque parameétre, la définition du systeme d’axe de référence
(figure 20-D) et les signes des translations et rotations ont été standardisés lors du colloque de
Cambridge en 1988 (Dickerson, 1989). Le sens positif des angles de rotation est donné par la
« régle de la main droite » autour des axes associés. Les translations sont positives si elles ont
lieu dans les directions positives des axes X, y et z. x est positif dans la direction du grand
sillon ; y est positif dans la direction allant du brin II vers le brin I; z est positif dans la
direction 5°— 3’ du brin I. Les schémas de la figure 20 représentent des valeurs positives des

parametres.

A- La double hélice de forme B

La forme B est une hélice droite. Elle comporte en moyenne dix paires de bases par tour,
espacées d’environ 3,3 A (tableau 2). Les paires de bases sont quasi perpendiculaires a 1’axe
hélicoidal et ce dernier passe pres du centre de chaque paire de bases. Les sucres sont en Sud,
les angles glycosidiques en anti et les groupements phosphate en conformation B;. Les
groupements phosphates sont diamétralement opposés et leurs oxygenes anioniques pointent
vers I’extérieur de I’hélice. Ces derniers sont stabilisés par des interactions avec les molécules

d’eau et les contre-ions positifs, réduisant ainsi la répulsion électrostatique entre les deux

222



Figure 21- Deux vues de I’ADN B canonique (A et B) et deux vues de I’ADN A canonique (C et D)
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brins. La forme générale de la double hélice se caractérise par un grand sillon large et un petit
sillon étroit de profondeur comparable (figure 21). Les valeurs modales des parametres

structuraux de la forme B sont regroupées dans le tableau 2.

Tableau 2- Caractéristiques structurales des doubles hélices de formes B et A

| Forme B | Forme A
Description
Sens de I’hélice Droit Droit
Nombre de paires de 10-10,5 11
bases/tour d’hélice
Diamétre de I’hélice ~20A ~26A
Plissement du sucre Sud Nord
Grand sillon Large (= 12 A) Etroit (= 2,7 A)

Profond (~ 8,5 A) Profond (~ 13,5 A)
Petit sillon Etroit (= -5,7 A) Large (~ 11 A)
Profond (= 7,5 A) Peu profond (= 2,8 A)

Paramétres angulaires )
o -62 (19) -69 (14)
B 168 (25) 175 (15)
Y 51 (16) 57 (10)
€ -173 (20) -155 (14)
¢ -98 (23) =73 (9)
Y -108 (23) -161 (11)
Paramétres de bases’
Shear (A) 0,00 (0,21) 0,01 (0,23)
Stretch (A) -0,15 (0,12) -0,18 (0,10)
Stagger (A) 0,09 (0,19) 0,02 (0,25)
Buckle (°) 0,53 (6,74) -0,13 (7,77)
Propeller (°) -11,35 (5,26) -11,79 (4,14)
Opening (°) 0,63 (3,05) 0,57 (2,80)
Paramétres de pas*
Shift (A) -0,02 (0,45) -0,00 (0,54)
Slide (A) 0,23 (0,81) -1,53 (0,34)
Rise (A) 3,32 (0,19) 3,31 (0,20)
Tilt (°) -0,05 (2,52) 0,06 (2,81)
Roll (°) 0,60 (5,21) 7,95 (3,87)
Twist (°) 35,99 (6,80) 31,11 (4,01)
Paramétres hélicoidaux”
X-disp (A) 0,05 (1,28) -4,17 (1,22)
Y-disp (A) 0,02 (0,87) 0,01 (0,89)
Inclination (°) 2,10 (9,15) 14,66 (7,30)
Tip (°) 0,02 (4,33) -0,13 (5,16)

* Valeurs modales observées dans les structures cristallographiques a haute résolution (< 2 A) d’ADN de formes
A et B (Berman et al., 1992). Entre parenthéses est indiquée la dispersion.
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B- La double hélice de forme A

La forme A est une hélice droite dont le diamétre et le nombre de résidus par tour d’hélice est
plus grand que celui de la forme B (tableau 2). Les angles glycosidiques restent en anti mais
ils sont en —ap alors qu’ils sont en —ac dans la forme B. Les angles ¢ et { sont légérement plus
¢levés. Le roll est beaucoup plus éleve et le twist est réduit. Les paires de bases sont inclinées
d’environ 15° par rapport a I’axe de 1’hélice. Elles sont également décalées vers 1’extérieur de
I’hélice et I’axe principal passe par le grand sillon. Le déplacement des paires de bases a une
conséquence sur 1’aspect des sillons : le petit sillon est large et peu profond et le grand sillon
est étroit et profond (figure 21). Contrairement a la forme B, les sucres sont en Nord. Ces
changements structuraux induisent le rapprochement des groupements phosphates vers le
grand sillon : le potentiel ¢lectronégatif aux abords de ce dernier est ainsi augmenté, ce qui
favorise I’insertion de cations dans le grand sillon. Les oxygeénes anioniques se retrouvent
face a face et sont fortement hydratés. Ils peuvent ainsi former entre eux, du fait de leur
proximité, des liaisons inter et intra-brin par I’intermédiaire des molécules d’eau (Saenger et

al., 1986).

Les données structurales dont la qualité ne cesse de s’améliorer montrent que la conformation
de I’ADN est en réalité trés complexe. L’ADN est une molécule relativement flexible qui
présente des conformations locales diverses, dépendantes de la séquence en bases et de son
environnement. Les trois formes canoniques, A, B et Z, doivent donc étre vues comme trois
familles de structures et non comme des structures uniques.

Il est généralement considéré par la communauté scientifique que la double hélice d’ARN est
plus rigide que celle d’ADN. Cela est soutenu par des études expérimentales (Hagerman,
1988; Hagerman, 1997; Shindo et al., 1985) et théoriques (Auffinger and Westhof, 2000;
Auffinger and Westhof, 2001b; Cheatham and Kollman, 1997). Les analyses des angles
diedres o, y et y et du plissement des sucres durant des simulations de dynamique
moléculaire de 2 ns ont amen¢ les auteurs a conclure que I’ARN-A est plus rigide que I’ADN-
B (Cheatham and Kollman, 1997). Les auteurs ont suggéré que les molécules d’eau tres
ordonnées autour de I’ARN réduisent sa flexibilité. Des calculs similaires réalisés par
Auffinger et Whesthof (Auffinger and Westhof, 2000; Auffinger and Westhof, 2001b) ont
conduit a la méme conclusion. Toutefois, des dynamiques moléculaires réalisées récemment

(Noy et al.,, 2004; Pan and MacKerell, 2003) ainsi qu’une comparaison des structures
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cristallographiques d’ADN-B et d’ARN-A (Pan and MacKerell, 2003) soulignent que la
flexibilité relative de I’ADN et de I’ARN peut dépendre des déformations considérées. Ainsi,
on pourrait plutdt dire que ’ADN et I’ARN ont des propriétés de flexibilité différentes.
Concernant le plissement du sucre, I’ARN apparait toujours plus rigide que I’ADN (Auffinger
and Westhof, 2000; Auffinger and Westhof, 2001b; Cheatham and Kollman, 1997; Pan and
MacKerell, 2003).
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