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Titre de la thése: Etudes structurales de nouvelles cibles thérapeutiques du
CMVH révélées par les dérivés benzimidazolés ribonucléosides

Résumé :

Le Cytomégalovirus Humain est un virus touchant toutes les populations quelque
soit leur milieu socioprofessionnel. Inoffensif chez des sujets sains, les dégats causés
par le virus chez DI’hote se révelent désastreux dés que celui-ci devient
immunodéprimé. Ainsi, les porteurs de VIH, les personnes ayant subi une greffe
d’organe ou les nourrissons sont particulierement exposés a CMVH. Les premiers
inhibiteurs formulés visant la polymérase virale se sont avérés inefficaces suite a
I’observation de multiples mutations de résistance. Une nouvelle classe de molécule,
les dérivés benzimidazolés ribonucléosides, visant les étapes de maturation et
d’encapsidation, a donc émergé visant les protéines du complexe terminase, pUL89
et pULS6, et la phosphotransférase pUL97 ainsi que sa protéine accessoire, pUL27.

Grace a Dutilisation de la résonance magnétique nucléaire, des spectroscopies
UV/Visible et de dichroisme circulaire, et de la modélisation par homologie, nous
avons collecté des informations structurales relatives aux cibles des dérivés
ribobenzimidazolés. Nous avons pu proposer des hypothéses sur le mode d’action de
ces molécules. Par ailleurs, la découverte d’un domaine capable d’interagir avec
I’ADN viral double brin de CMVH a été décrite.

Title: Structural studies of new therapeutic targets of HCMYV revealed by
benzimidazoles derivatives ribonucleoside

Summary :

The Human Cytomegalovirus is a virus affecting all populations regardless of their
socio-professional environment. Harmless in healthy subjects, the damage caused by
the virus in the host proved disastrous when it becomes immunocompromised. Thus,
people with HIV, people who have undergone organ transplants or infants are
particularly susceptible to HCMYV. The first inhibitors formulated for the viral
polymerase have been ineffective due to the observation of multiple resistance
mutations. A new class of molecule, benzimidazoles ribonucleoside derivatives, for
stages of maturation and encapsidation, has emerged for the terminase complex
proteins, pUL89 and pULS56, and the phosphotransferase pUL97 and its accessory
protein, pUL27. Through the use of nuclear magnetic resonance, UV / Visible
spectroscopy and circular dichroism, and homology modelling, we collected
structural information on target of derivatives ribobenzimidazoles. We have
proposed hypotheses about the mode of action of these molecules. Moreover, the
discovery of a domain capable of interacting with the viral double-stranded DNA of
HCMY has been described.
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|. INTRODUCTION GENERALE

Le cytomégalovirus humain est un virus de la famille des herpesvirus découvert en 1904
par Jesionek et Kielemenoglou aprés I’observation de cellules volumineuses a inclusions
intranucléaires et cytoplasmiques dans les poumons, le foie et les reins d’enfants mort-nés
(Jesionek and Kielemenoglou 1904). En 1921, Goodpasture et Talbot proposent le nom de
cytomégalie pour désigner cette pathologie. Cinq ans plus tard, Cole et Kuttner proposent le
terme de maladie a inclusions cytomégaliques (Cole and Kuttner 1926). Il a fallu attendre
1956 pour identifier 1’agent pathogéne dans des fibroblastes humains (Rowe, Hartley et al.
1956; Smith 1956). C’est finalement en 1960 que le terme cytomégalovirus est proposé par
Weller et adopté par la communauté scientifique (Weller, Hanshaw et al. 1960).
Le cytomégalovirus humain (CMVH) est un pathogeéne majeur apres transplantation et la
premicre cause d’infections congénitales virales. Comme les autres formes d’herpesvirus,
CMVH est sans conséquence pour 1’organisme tant que celui-ci reste immunocompétent.
Cependant, apres des greffes d’organes ou de moelle osseuse, ou chez des sujets atteints par le
VIH (80% des cas) celui-ci peut entrainer des complications considérables (pneumopathie,
rétinite, hépatite, ulcération des muqueuses gastro-intestinales, conséquences neurologiques et
perte de ’audition chez le nourrisson). Du fait de sa faible résistance a I’air, les vecteurs
principaux de l’infection par CMVH sont principalement les secrétions génitales, le lait
maternel, la salive et le sang. Ainsi, la transmission du virus est principalement favorisée par

les rapports sexuels et 1’allaitement.

Face a I’é¢tendue de ce virus, des traitements dirigés contre I’ADN polymérase virale
pULS54 ont été développés. Ces traitements, Ganciclovir et sa prodrogue Valganciclovir, le
Cidofovir et le Foscarnet, ont généré un nombre important de résistances sur pUL54 et la
phosphotransférase de CMVH, pUL97, apres traitements isolés ou combinés sur des sujets
infectés. D’autres traitements ont donc émergé: les dérivés D-ribobenzimidazolés visant les
étapes de maturation et d’encapsidation assurées par les unités terminases pUL89 et pUL56
ainsi que la protéine portail pUL104, et leur analogues L-ribobenzimidazolés visant 1’étape
d’exportation extracellulaire de la capside impliquant pUL97 et sa protéine accessoire pUL27.
Jusqu’a présent peu d’informations structurales sont disponibles concernant ces diverses
cibles thérapeutiques. Par conséquent, le mode d’action des dérivés ribobenzimidazolés reste

peu clair et leur optimisation peu rationnelle.

Dans ce manuscrit, nous présentons les différents résultats issus d’études par

spectroscopies optiques, résonance magnétique nucléaire et modélisation moléculaire.
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Un premier axe de recherche a concerné I’étude de la petite sous-unité du complexe
terminase pUL&9. Les domaines hélicase, endonucléase et d’interaction avec son partenaire

pULS56 ont fait I’objet d’une recherche particuliere.

Puis, deux domaines de la grande sous-unité pUL56 présumés capables d’interagir avec
I’ADN ont été étudiés par spectroscopie UV/visible, dichroisme circulaire et résonance
magnétique nucléaire: un domaine de type doigt de zinc et un domaine pouvant permettre la
dimérisation de pULS56 et la constitution d’un cluster basique de type basic leucine zipper
(bZIP).

Finalement, des études préliminaires sur I’obtention d’un mode¢le de la phosphotransférase
pUL97 et une analyse d’alignement de séquence opéré entre pUL27 et ses homologues
herpesviraux ont constitu¢ deux axes de recherches supplémentaires qui resteront a
développer en profondeur pour 1’¢lucidation des modes d’actions des dérivés L-

ribobenzimidazolés.
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Il. BUT DE L’ETUDE

Le travail présenté ici a pour objectif premier de dégager de nouveaux axes
d’investigation a visées thérapeutiques concernant les différentes interactions impliquant les
terminases du cytomégalovirus humain. Comme nous 1’avons souligné pendant I’introduction,
de nombreux traitements sont disponibles mais quels que soit les cas, divers problémes sont
rencontrés. Dans 1’optique d’un traitement visant en premier lieu ’ADN polymérase de
CMVH, pUL54, plusieurs résistances sont apparues aprés un traitement prolongé aux
différents antiviraux a la fois sur les génes UL54 et UL97.Cet inconvénient majeur a ainsi
débouché sur le ciblage de nouvelles protéines par de nouvelles molécules.
Une des voies envisagées est I’inhibition du complexe terminase. On peut imaginer deux
types de voies d’inhibition de ce complexe: soit en abolissant sa formation, c'est-a-dire la
reconnaissance mutuelle des deux sous-unités pUL56 et pULS89; soit en interférant avec les
interactions que le complexe terminase peut établir avec ses partenaires et en particulier avec

I’ADN viral.

Les mutations de résistances au niveau des protéines pULS56 et pUL89 aprés traitement
par les dérivés benzimidazolés permettent d’établir un lien entre 1’étape d’encapsidation de
I’ADN au cours du cycle viral et ce nouveau type de molécules qui ont débouchés sur la

proposition de nombreuses autres molécules ayant notamment une meilleure biodisponibilité.

Contrairement aux DNA-polymérases qui constituent une classe de protéine retrouvée
chez tout type d’organisme, y compris I’homme, les terminases ne rencontrent d’équivalent

que chez un nombre limité de systemes vivants (entre autres les bactériophages).

Ceci entraine une difficulté supplémentaire et non négligeable pour la conception de
nouveaux inhibiteurs car trés peu d’informations structurales sont accessibles sur les

terminases et en particulier celles des herpesvirus.

L’enjeu de cette étude est donc de répertorier un maximum de données structurales afin de
pouvoir décrire a I’échelle atomique de nouvelles cibles thérapeutiques et ainsi, par les
méthode de drug design in silico, de concevoir des inhibiteurs hautement spécifiques des
interactions prenant place au sein du complexe terminase ou entre ce dernier et ses

partenaires.

La RMN étant limitée par la taille des systeémes étudiés a cause de la multiplication
croissante de signaux et de I’¢largissement de la largeur de raie due aux phénomeénes de

relaxation transversale en rapport avec la taille, il nous faut dans un premier temps définir les
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domaines accessibles par cette spectroscopie grace a des alignements de séquences entre un

maximum d’homologues.

Cette ¢tude théorique permettra ainsi de répertorier les régions ayant des roles structuraux
ou catalytiques indispensables au complexe terminase en partant du dogme selon lequel la
conservation implique la fonction. De cette manicre, cette étude préliminaire permettra
d’orienter les différents axes d’investigation telle que la formation du complexe terminase et
ses interactions avec ses partenaires telle que la protéine portail pUL104 par exemple, ses
substrats a savoir I’ADN viral, ou encore la compréhension de mécanisme d’action de
molécules inhibitrices de la maturation et de 1’encapsidation de ’ADN du cytomégalovirus

humain.
Nous développerons dans ce manuscrit deux axes principaux.

Le premier axe est I’interaction entre les deux sous-unités du complexe terminase. Du c6té
de pULS9Y, I’identification de la partie minimum requise pour la reconnaissance a pUL56 a été

découverte par 1’équipe de Bogner en 2006 (Thoma, Borst et al. 2006).

Cependant, la structure de ce fragment de 21 acides aminés identifié était encore
inconnue. Nous nous sommes donc proposé¢ d’en résoudre la structure par RMN, puis, par

homologie avec des RNase de type I, de reconstruire le domaine auquel il appartient.

Par ailleurs, la modélisation de son domaine hélicase a pu étre réalisée par homologie avec

son homologue, gp17, du bactériophage T4.

Le deuxieme axe a vis¢ I’étude des domaines potentiels d’interactions avec I’ADN via un
motif de type basic leucine zipper (Schumacher, Goodman et al. 2000) situ¢ au milieu de sa
séquence, et un motif en doigt de zinc localis¢ dans sa partie N-terminal et hautement

conservés chez tous les homologues herpesviraux de pULS56.

En dernier lieu, des études préliminaires ont été¢ engagées sur 1’étude des protéines pUL97
et pUL27, ciblées par le Maribavir. Ces travaux préliminaires sont décrits en Annexe A de ce

manuscrit.
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lll. HERPESVIRUS

A. Classification Et Phylogénie Des Herpesvirus

La classification des différents herpesvirus a travers le régne animal a été établie en
fonction des données de phylogénie moléculaire recueillies aprés séquencage des ADN
viraux. Ce qui a donné lieu a l'arbre phylogénétique des herpesvirus de la Figure 1 proposé

par Davison (Davison 2002).

Depuis leur ancétre commun, les herpesvirus se sont différenciés en 3 grands groupes (1,
2 et 3). Le premier comprend les virus associés aux mammiféres (humains, murins, équins,
bovins...), le second inclut le groupe des poissons (salmonidé SalHVs et poisson-chat CCV)
et des batraciens (grenouille RaHVs) et le troisieme est représenté, ici, par I'herpesvirus de
'huitre (OsHV-1).

Chez I'homme en particulier, huit formes différentes ont été identifiées. Les différentes
sous famille d’herpesvirus se distinguent, entre autre, par leurs modes d’infection récapitulés

dans le Tableau 1 (pour revue Weir 1998 (Weir 1998) et page internet (Conseil 2006)).

En plus des sous familles alpha-, béta- et gamma- herpesvirinae, 1'étude de Davison fait
apparaitre des genres différents a l'intérieur de ces sous-familles. Chez les alpha-
herpesvirinae, les simplexvirus constituent le genre al, les varicellovirus le genre a2 et les
"Marek's disease-like" virus le genre a3. La sous-famille béta-herpesvirinae est subdivisée en
deux genres prédominants (et un non attribué¢) que sont les cytomégalovirus/muromégalovirus
pour le genre Bl et les roseolovirus pour B2. Comme pour les béta-, les gamma- sont
principalement classés en deux genres yl pour les lymphocryptovirus et y2 pour les

rhadinovirus (Tableau 1).
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ccv
SalHV-1
SalHV-2

Figure 1: Arbre représentant I’évolution des herpesvirus. Les grandes branches

séparent la famille des mammiféres (1), poissons et batraciens (Walter, Ealick et al.) et

mollusques (Biron, Harvey et al.). La famille 1 est subdivisée en sous-familles a, 3 et v, elles

mémes contenant des genres différents (al-4, B1-2 et y1-2). HCMV appartient au genre B1.

D’apres Davison 2002.
) Spectre ) o Taille du )
Sous famille Virus Non usuel Abbréviation Site de latence
d'hote génome
HHy-1  Herpes Simplex HSV-1 152 kpb
Virus 1
a herpesvirinae large HHV-2 Herp\t/aisrusslr;plex HSV-2 152kpb Neurones
HHV-3 Varlcell'a-zooster VZV 125kpb
virus
Cytomégalovirus Cellules
HHV-5 ) CMVH 248kpb i o
Humain hématopoiétiques
B herpesvirinae restreint _HHV6-A Roseolovirus HHVG-A 159kpb Monocytes
HHV6-B Roseolovirus HHV6-B 162kpb
Lymphocytes T
HHV-7 HHV-7 HHV-7 145kpb (CD4+)
HHV-4 Epstein-Barr virus EBV 172kpb Lymphocytes B
[herpesvirinae  trés restreint ) Cellules
P HHV-8 Sarcome de Kaposi HHV-8 170kpb épithéliales

Tableau 1: Classification des herpesvirus humains.

16



B. Structure Des Herpesvirus.

Historiquement, plusieurs critéres physiques ont permis de classer des virus dans la
famille des herpesvirus. Ainsi, tous les herpesvirus sont constitués dun ADN double-brin
linéaire (dont la taille varie avec le type de virus) contenu dans une capside a symétrie
icosaédrique elle-méme baignant dans une substance amorphe appelée tégument contenant les
protéines utiles a la primoinfection. Le tout est enveloppé d'une enveloppe a bicouche

lipidique (Figure 2).

nucleocapsid
tegument

genome

membrone

glycoprotein complex I

glycoprotein complex IIT

Copyright 1994 - '07 Marks Reschke

Figure 2: Structure des herpesvirus. Le double-brin d’ADN viral est renfermé dans une
nucléocapside a symétrie icosaédrique baignant dans un tégument. Le virion est enveloppé

d’une bicouche lipidique portant les différents complexes glycoprotéiques.

B.1. Les protéines de I'enveloppe

Chaque herpesvirus porte a peu pres une douzaine de glycoprotéines différentes sur sa
membrane lipidique issue de la fusion du virion avec la membrane d'une cellule. Trois d'entre
elles sont trés conservées a travers les sous-familles: gB, gH et gl (gH et gL sont présentes
sous forme d'un hétérodimere et parfois d'hétérotrimere). Chez CMVH, trois complexes de
glycoprotéines liées par des ponts disulfures peuplent la plus grande partie de I’enveloppe du
virion (Gretch, Kari et al. 1988). Ils sont appelés gCI formé par un homodimére de la protéine
gB (Lopper and Compton 2002), gCII complexe des protéines gM et gN (Mach, Kropff et al.
2005), et enfin gCIII qui est I’association de gL, gH et gO. En plus de ces protéines, HSV-1
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et HSV-2 (mais pas VZV) ainsi que d'autres alpha herpesvirus possédent une protéine
supplémentaire, gD (Shukla and Spear 2001; Rey 2006). Cependant, de maniere spécifique a
CMVH d’autres glycoprotéines sont observées comme gpTRL10, gpTRL11 et gpUL132 dont

le role n’est pas encore avéré.

gB est une glycoprotéine N-glycosilée a hauteur de 50 a 60 kDa de chaine
polysaccharidique. De plus c’est une protéine phosphorylée sur sa sérine 900 qui la localise
dans le réseau trans golgien Elle est indispensable a une réplication virale efficace (Jarvis,

Jones et al. 2004).

gM et gN, produits des génes ULI00 et UL73 respectivement, forment le complexe gCII.
Contrairement au cas des alpha-herpesvirus la formation du complexe gM/gN est
indispensable a I’infection par le virus. La formation de ce complexe se fait grace au pont
disulfure impliquant la cystéine 44 de gM et la cystéine 90 de gN. Cependant, la formation de
ce complexe n’exige pas la formation de ce lien covalent puisqu’il fait intervenir une
interaction plus importante impliquant la partie C terminale de gM avec gN. L’importance de
ce complexe est multiple puisqu’on présume qu’il est a la fois impliqué dans 1’assemblage du
virion ou a la fixation et I’entrée du virus pendant le stade précoce de I'infection (Mach,
Kropff et al. 2005). Ce dernier point est suggéré par la longue chaine glycosidique portée par
gN qui équivaut a 200% de son poids moléculaire (Kari and Gehrz 1992).

Le complexe gCIII est un hétérotrimeére formé par l’association des protéines gH
(gpUL75), gL (gpUL115) et gO (gpUL74). Un premier hétérodimere gH/gL va étre constitué
via un pont disulfure indispensable a la stabilité du complexe. Celui-ci va s’associer avec gO
pour former le précurseur de gCIII. Aprés modification post-traductionnelle dans le reticulum
endoplasmique le complexe est mature (Huber and Compton 1999) (Figure 9). Il a été montré
par Paterson et al en 2002 que gO est tres impliquée dans 1’infection par son role dans la

fusion membranaire (Paterson, Dyer et al. 2002).
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Figure 3: Cycle de maturation du complexe gCIII. D’apres Huber et Compton, 1999

B.2. Les protéines du tégument
Le tégument est définit comme étant compris entre la membrane lipidique et la capside. 11
contient un grand nombre de protéines (environ une trentaine) qui vont étre larguées a
l'intérieur de la cellule aprés fusion des membranes cellulaire et virale. Ces protéines vont
encadrer toutes les étapes de I’infection virale. Leur dénombrement et leur description sont

résumés dans le Tableau 2, d’apres Kalejta, 2008.

Tout d’abord les protéines pUL47 (HMWP-Binding Protein) et pUL48 (Hight Molecular
Weight Protein) sont deux protéines intimement liées a la capside contenant I’ADN viral. Le
complexe formé va guider la capside le long des microtubules jusqu’au noyau. En plus de
cette fonction de guide, pUL48 (Wang, Loveland et al. 2006) est une protéase qui va veiller a
¢liminer les molécules d’ubiquitines afin que le systeme viral ne se fasse reconnaitre puis

dégrader par le systéme immunitaire de 1’hote.

Lors de I’infection, le virus apporte également au sein de son tégument les protéines qui
vont lancer la machinerie de traduction de I’ADN. Cette fonction est principalement
imputable a la phosphoprotéine pp71 (car de masse 71 kDa) produit du géne ULS2. C’est en
effet pp71 qui va activer la production des protéines tres précoces. La protéine ppUL35,
méme si son role est encore peu clair, semble faciliter I’expression des geénes précoces en

s’associant avec pp71. Cette interaction va mener a la dégradation de Daxx -qui est chargée
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de la répression de I’expression virale- par pp71. Quand le virus est au stade latent, pp71 reste
stockée dans le cytoplasme de 1’hdte attendant le moment adéquate pour pénétrer dans le
noyau. Enfin une troisi¢me protéine intervenant dans 1’expression et la traduction est une
autre phosphoprotéine, ppUL69, dont le rdle est de transporter des ARNm non-épissés (c’est
a dire correspondant aux geénes précoces et tardifs) du noyau vers le cytoplasme pour qu’ils
soient traduits en protéines (Toth and Stamminger 2008). Il semblerait également que cette

protéine soit responsable d’un blocage de la division cellulaire en phase G1.

Pour que I’infection se fasse sans pertes trop significatives pour le virus, celui-ci posséde
des protéines chargées de neutraliser la réponse immunitaire. L’une d’elle, la plus représentée
dans le tégument, est la phosphoprotéine ppUL83 (ou pp65). En complément de ppULS83 les

protéines pIRS1 et pTRS1 ont aussi un role dans la neutralisation de la réponse immunitaire.

pUL32 (ou ppl150) est la deuxieme protéine la plus représentée dans le tégument apres
ppULS3. Son rdle est clairement associé¢ a I’acquisition du tégument, en interagissant avec la
procapside néoformée apres la sortie du noyau. D’un autre co6té, la kinase pUL97 va faciliter
I’incorporation des protéines dans le tégument en les phosphorylant et pUL99 (pp28) va se

charger de terminer la formation des particules virales.

Tableau 2 (page suivante): Protéines du tégument du CMVH. Les phénotypes sont
listés selon que la protéine considérée soit essentielle (E), dispensable (D) ou augmente (A) la
réplication lytique dans les cellules de fibroblastes humain in vitro. La fonction de chacune de
ces protéines y est sommairement décrite. Les protéines dont la fonction n’est pas encore

¢lucidée sont réduites a un blanc dans la colonne « Fonction(s) » (d’aprés Kalejta, 2008).
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Gene Phenotype Fonction(s)

23 D

ULz4 D

UL25 D Colocalisée avec pp28

UL26 A Augmente la stabilité des protéines du vrion

UL32 (ppl50) E Dirige la capside vers le site d"enveloppement final

UL35 A Active 'expression des génes viraux

UL36 D Inhibe I"apoptose

UL3R A Inhibe I’apoptose

UL43 D

UL44 E Facteur de processivitéftranscnption de la DNA
polymérase ULS54

UL45 A Sous unité mactive ( 7)de la nhonucléotide réductase

UL47 A Libération de I’ ADN viral de la capside

LIL48 E Déubiquitine protéase
Libération de I’ ADN viral de la capside

UL50 E Sortie nucléaire de la capside

UL53 E Sortie nucléaire ou assemblage de la capside

UL54 E DNA polymérase virale

ULs?y E Protéine de liaison a 'ADN simple brin

UL&9 A Exportation du noyau des mRNA non-épissés
Arét du cycle cellulaire en phase Gl

UL71 A/E

UL?2 A dUTPase inactive { 7)

UL7& A/E Fonction nucléaire ?

ULy7 E Probable pymuvoyl décarboxy lase

UL79 E

ULS2 (ppT1) A Dégrade Daxx, facilite I’'expression des génes IE
Dégrade Rb, stimule la progression du cycle cellulaire
Empéche I'expression des MHC a la surface des cellules

ULS3 (pp635) D Activité kinase endogéne
Associée i "activ ité kinase
Neutralise les défenses immunitaires de I"hdte

UL=E4 E Facteur de la réplication/transcription de I"ADN viral

ULRS D

Ure3 E

ULo4 A/E Probable protéine de liaison 4 'ADN
Similaire 3 un autoantigéne dans des cas de sclérose
systémique

UL9% A/E

uLae7 A Kinase phosphorylant le Ganciclovir
Stimu le la rep lication de I'A DN viral
Assemblage/exportation
Fonctions analogues aux cyclin-dependent kinases
Perturbe les aggrésomes nucléaires

UL99 (pp2&) E Guide I'empaquetage des particules enveloppées

ULLO3 A

UL112 A Facteur de réplication de 1"ADN viral

IRSI/TRSI AJE Inhibe la réponse antiviral des PKR
Participe 4 1"assemblage du virion

us22 D

us23 A

Us24 A Active 'expression des génes viraux
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B.3. Les protéines de la capside

Cinq protéines essentielles et communes aux différents herpesvirus constituent la capside

(Chen, Jiang et al. 1999).

960 copies de la protéine majeure de capside (Major Capsid Protein, MCP 151kDa)
s’organisent en 150 hexameres et 12 pentons. Selon le type d’herpes leur masse moléculaire

est comprise entre 120 kDa et 155 kDa. pULS86 en est son représentant chez CMVH.

Deux copies de la protéine mineure d’encapsidation (minor Capsid Protein, mCP), vont
s’associer avec une copie de la protéine mC-BP (minor Capsid Binding Protein) pour former
un triplexe s’intercalant entre les hexameéres et pentones de MCP. pUL85 et pUL46 sont

respectivement la mCP et la mC-BP chez le cytomégalovirus humain.

pULA48.5 (ou pUL48/49) est le représentant chez CMVH de la plus petite protéine de

capside (SCP, Smallest Capsid Protein) qui a elle aussi une fonction de cohésion.

Enfin, le géne UL80 code pour une protéine (pUL80) qui aprés clivages successifs
engendrera trois protéines complémentaires: pUL80a qui constitue la partie N-terminal de
pULSO et clive la partie C-terminal pour délivrer pUL80.5 ou AP (Assembly protein) qui peut
étre inhibé par la derniere protéine dérivée de pULBO (Britt and Boppana 2004; Mettenleiter,
Klupp et al. 2006). Une image tirée d’études de microscopie électronique est représentée en

Figure 4 (Chen, Jiang et al. 1999).

¢ '&#ﬁ?@i ¢}
: 3*
%? 5% ﬁ )

Figure 4: Structure tridimensionnelle de la capside de HSV-1 obtenue par
Microscopie Electronique 2 une résolution de 20 A (d’aprés Chen et al., 1999). Chacune
des 16 unités asymétriques de la capside contient un penton (noté 5), 2 2 hexons (notés

P.E,C) et 5 1/3 triplexes (notés Ta-f). L’image est représentée suivant un axe d’ordre 3.
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B.4. L’ADN viral

L’ADN de CMVH est un ADN double-brin de 230 kpb environ, codant pour plus de 200
protéines, ce qui en fait le plus gros des herpesvirus. La topologie de I’ADN de CMVH est
organisée en deux grandes régions appelées unique longue (UL) et unique courte (US). Ces
deux régions sont encadrées par des séquences répétées inversées TRL et TRS pour Terminal
Repeat Long et Terminal Repeat Short, respectivement, localisées aux extrémités du génome
et IRL et IRS pour Internal Repeat Long et Internal Repeat Short situés a la jonction des deux
fragments. Le fragment UL code pour les produits de génes UL/ a 132 et le fragment court
pour les produits de génes USI a 34. A ses deux extrémités et a la jonction IRL/IRS, le
génome contient des séquences pac (cis-acting packaging motifs) essentielles pour la

reconnaissance et le clivage de I’ADN viral au moment de I’empaquetage (Figure 5).

Origine lytique de réplication
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Figure 5: Représentation schématique du génome de CMVH. Long de 230 kpb, il est
constitué de deux segments de génes, Unique Long (UL) et Unique court (US), codant
respectivement pour 132 et 34 protéines. UL est encadré par un segment terminal répété long
(TRL) et un segment interne répété long (IRL). US est quant a lui compris entre les segments
IRS et TRS (respectivement, segment interne et terminal répété court). La graduation en haut
est en kpb. L’origine lytique de réplication est désignée par une fleche rouge. Les séquences

pac sont représentées par des rectangles gris.

23



Fonction/Structure PhaselE PhaseE Phasel.

Inhibition de I'apopotose pUL36
vMIA
Régulation et transactivation
de "expression IE1-72, IE2-86 vIE2
des génes viraux IE2-55 ppULGY
pIRSI, pTRSI pp7l
gplIs3
Synthése de I’ ADN viral DN A-pol ppUL44
ssDNA-BP helicase primase
ULI12.113 ppULE4
UL114 pUL97
Enveloppe gpdB, =B gplUL33
gH, gL, =M
gN, g0
Capside mC-BP SCP, MCP
pULE0.a, AP
Tégument ppl50, pp65
pp28

Tableau 3: Classement et apparition chronologique de quelques protéines du CMVH.
L’axe horizontale représente un axe du temps jalonné par les phases IE (Immediately Early),
E (Early) et L (Late). Certaines protéines sont produites entre deux phases (Adapté de
Landolfo, 2003).

La traduction des genes répond a une chronologie bien définit se subdivisant en trois
¢tapes: immédiatement précoce (Immediatly early, IE), précoce (Early, E) et tardive (Late, L)

(Tableau 3). L’initiation de cette cascade est assurée par la protéine apportée par le tégument,

pp71.

La phase immédiatement précoce correspond a I’expression des génes /E/ et [E2. Ceux-ci
sont des transactivateurs des genes viraux et cellulaires. Ainsi, ils détournent la machinerie
cellulaire au profit de la production des particules virales préparant ainsi 1’entrée en phase

précoce.

La phase précoce est une production en plusieurs exemplaires des différentes protéines
indispensables a la synthése de I’ADN wviral. Cette synthése est dépendante de la
reconnaissance de 1’origine lytique de réplication par la phosphoprotéine ppUL84. L’ADN
viral se circularise pendant cette phase. Il en suit un déroulement de I’hélice d’ADN par le

complexe primase/hélicase constitué¢ par pUL70, pUL102 et pUL105. ppULS57 va empécher
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la réhybridation des brins d’ADN en se fixant sur les ADN simple-brin, d’ou son nom de
single-stranded DNA Binding protein (ssDNA-BP). C’est alors que la polymérase virale
pULS54 et sa protéine accessoire pUL44 initient la synthése de I’ADN selon le modéle du

cercle roulant. Il en résulte une succession d’unités virales sous forme de concatémere.

Enfin, la phase tardive correspond a la production des protéines de la capside et du
tégument, a la maturation de I’ADN viral assurée par le complexe terminase pUL89/pULS56, a
son encapsidation grace a la protéine portail pUL104, et finalement a son excrétion hors du

noyau.
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IV. CIBLES THERAPEUTIQUES ET ANTIVIRAUX DIRIGES CONTRE LE CYTOMEGALOVIRUS

HUMAIN

La Figure 6 résume les grandes étapes de 1’infection par le cytomégalovirus humain. On y
retrouve les différents éléments développés précédemment (entrée du virus, role des protéines
du tégument dans I’invasion nucléaire et la neutralisation des défenses cellulaires, expression

des protéines selon un ordre défini par leur role dans la formation du virus néoformé).

Afin de contrer I’infection de CMVH plusieurs mécanismes moléculaires du cycle viral
ont été 1’objet de cibles thérapeutiques. A ce jour trois stratégies ont été entreprises. Celles-ci
touchent I’inhibition de la polymérase virale UL54 (étape 4a), la traduction des génes (étape
3) par une approche oligonucléotidique antisens et enfin la maturation et I’encapsidation des

unités virales dans la procapside (étape 5).

+défenses immunitaires

<O> Daxx
+ubiquitine

Figure 6: Modéle simplifié du cycle d’infection du CMVH. 1. Entrée du virus par
endocytose par I'intermédiaire des complexes glycoprotéiques et largage des protéines du
tégument dans le noyau. 2. Exportation de la capside le long des microtubules (MT) et entrée
de ’ADN viral dans le noyau. 3. Expression des geénes IE et circularisation de I’ADN viral.

4a. Synthése de I’ADN selon le modéle du cercle roulant, clivage et exportation des unités
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virale vers la capside néoformée (4b). 5. Entrée de I’ADN viral dans la capside et deuxieme
coupure de I’ADN pour enlever ’excédant. 6. Excrétion du noyau de la capside (nuclear
egress) et acquisition du tégument. 7. Entrée dans le Golgi et acquisition de 1’enveloppe. 8.
Fusion et 9. Exportation du virus hors de la cellule. Les protéines dont le nom est précisé

remplissent une fonction importante pour I’étape considérée.

A. Inhibition De La Voie De Synthése De L’ADN Viral.

A.1. pULS54: polymérase de CMVH et sa protéine accessoire pUL44

L’ADN polymérase, pUL54 est une protéine de 1242 acides aminés trouvant des
homologues chez plusieurs bactériophages, archaebactéries, eucaryotes, polymérases
cellulaires humaines et herpesvirus (Larder, Kemp et al. 1987; Braithwaite and Ito 1993;
Wang, Sattar et al. 1997) constituant la famille des polymérases B. La séquence de pUL54 est
décrite selon sept domaines conservés numérotés par ordre décroissant d’homologie avec la
polymérase o humaine, et un domaine 6-C spécifique aux herpesvirus (Kouzarides, Bankier et
al. 1987; Larder, Kemp et al. 1987; Ye and Huang 1993) toujours présents dans le méme
ordre séquentiel IV-II-(6-c)-VI-III-I-VII-V. Les polymérases B possédent deux fonctions
distinctes: 5°-3” polymérase ADN-dépendante et 3°-5° exonucléase. Bien que la structure de
pULS54 demeure encore inconnue, les structures de la polymérase du bactériophage RB69
seule (PDB :1WAF) (Wang, Sattar et al. 1997) et en complexe avec ’ADN (PDB :11G9)
(Figure 13) (Franklin, Wang et al. 2001) ou de HSV-1 (PDB :2GV9) (Liu, Knafels et al.

2006) sont connues.

Le domaine polymérase de pUL54, comme de toutes les polymérases B, est constitué¢ de
trois domaines appelés fingers (doigts), thumb (pouce) et palm (paume) (représentés en bleu,
vert et rose, respectivement dans la Figure 7A. et C), tant leur arrangement spatiale est
analogue a une main. La polymérisation de ’ADN s’effectue dans la paume de la main. Le
nucléotide prét a étre accroché au brin d’ADN en élongation est capté par trois résidus
basiques contenus dans les régions conservées des doigts, puis les doigts se rabattent sur la
paume ou des interactions entre ses phosphates et des ions divalents coordonnés au niveau des
Motifs A (DxxSLYPS) et C (YGDTDS) (Delarue, Poch et al. 1990) vont maintenir la queue
polyphosphate. Le ribose est quant a lui maintenu par une tyrosine par empilement
hydrophobe. Le brin matriciel est calé dans un sillon dans lequel se loge un tour entier
d’hélice et est maintenu par de nombreuses interactions ¢lectrostatiques via des résidus non
conservés a travers les a- polymérases. Le primer en élongation est surtout maintenu par des

interactions de types liaisons hydrogenes.
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Figure 7: Structure et activité des polymérases. A. Structure complexée de Ia
polymérase du bactériophage RB69 cocristalisé avec le primer néosynthétisé (cyan) et le brin
matrice en orange (PDB :11G9). Sont représentés en rouge, jaune bleu, rose et vert, les
domaines 3’-5’ exonucléasique, N-terminal, doigts (fingers), paume (palm) et pouce (thumb),
respectivement. Les sphéres jaunes représentent les ions calcium. B. Mécanisme de fixation
d’un dTTP (sticks cyan) sur le primer (lignes cyan) grace aux résidus basiques du doigt, les
aspartates chélatant les ions Ca** et la tyrosine 416 de la paume qui va stabiliser le ribose. La
tyrosine 567 contrdle le bon appariement des bases. La fleche indique le mouvement du doigt
avant (gris, PDB 1WAF) et pendant la polymérisation (bleu, PDB :11G9) C. Structure de la
polymérase de Taqg (PDB: 1TAU) (Eom, Wang et al. 1996) dont le brin d’ADN (primer
orange, matrice jaune) a été superpos¢ avec celui de la structure PDB 1KLN (primer noir,
matrice grise) (Beese, Derbyshire et al. 1993). Les mésappariements impliquent un
basculement du primer du site de polymérisation au site exonucléasique par modification de
I’affinité¢ protéine ADN entrainant la fixation de D’extrémité 3’ du primer dans le site

catalytique exonucléasique.
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Le controle des appariements est assuré par une autre tyrosine trés conservée qui, se
logeant dans le petit sillon de ’ADN double-brin, est sensible a ’encombrement stérique
résultant de mésappariements (Franklin, Wang et al. 2001) générant une déstabilisation qui
s’accompagne d’un basculement de I’extrémité 3’ du brin d’ADN néosynthétisé vers le site
exonucléasique (Figure 7B). Un cluster constitu¢ de résidus de type carboxylate va ainsi
procéder a I’excision du nucléotide faisant défaut (Figure 7C) (Steitz 1999). Le site actif du
domaine 3°’-5° exonucléasique chez pULS54 est constitué des domaines Exol
(CVXEFXSEx;Lx,F*?), Exoll (**TGYNx;FD*?) et Exolll (***GxYCxQDx,LV>*) (Ducancelle
and Mazeron 2006).

Le rendement de polymérisation de telles enzymes est assuré par la fixation d’une protéine
accessoire, pUL44 dans le cas de CMVH, qui stabilise le complexe ADN-polymérase/ADN

matriciel lors de la catalyse.

Le complexe pUL44/pUL54 se forme par I’interaction du domaine C-terminal (1223-
1242) de pULS54 avec sa protéine accessoire (PDB :1YYP) (Appleton, Brooks et al. 2006)
tout comme pUL42, analogue de pUL44 chez HSV-1, se lie au domaine C-terminal de la
polymérase virale pUL30 (PDB :1DML) (Zuccola, Filman et al. 2000) (Figure 8).

Cette association requiert dans un premier temps la phosphorylation de pUL44 par la
phosphotransférase virale pUL97 (Krosky, Baek et al. 2003; Marschall, Freitag et al. 2003).
pUL44 ainsi phosphorylée formera le complexe avec pUL54 capable de maintenir ’ADN
matriciel pour une polymérisation efficace. La structure de pUL44 est constituée de deux

12l et Leu® jouent un

monomeres connectés par une boucle hydrophobe dont les résidus Phe
role prépondérant (Appleton, Loregian et al. 2004). Chaque monomere est constitué d’un
domaine N terminal (résidus 9-128) et C terminal (résidus 143-271) liés par une boucle de
connexion.  L’association avec pULS54 s’effectue au niveau de cette boucle par
I’établissement d’un feuillet béta. Il est suggéré que, du fait qu'une boucle sur deux soit le site
de liaison a pUL54, le deuxiéme site pourrait servir de plateforme pour d’autres interactions
tant il est avéré que cette protéine peut établir des interactions avec d’autres protéines (Park,
Kim et al. 2006). L’interaction avec I’ADN requiert cette dimérisation et la présence de

résidus basiques qui interagissent directement avec I’ADN (Komazin-Meredith, Petrella et al.

2008).
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Figure 8: pUL44. A. Dimere de pUL44. La sous-unité 1 est représentée en bleu et la 2 en
mauve. L’extrémité C terminale de pULS54 formant un feuillet béta avec la boucle de jonction
de pUL44 est représentée en jaune. Les chaines latérales des arginines et lysines peuplant
I’intérieur de la structure pour interagir avec I’ADN sont représentées en sphéres (les carbones
en rouge et les azotes en bleu). A partir de la superposition des structures PDB :1YYP
(Appleton, Brooks et al. 2006) et 1T6L (Appleton, Loregian et al. 2004). B. Interaction entre
pUL44 et pUL54 par la formation d’un feuillet antiparallele et stabilisée par un réseau
d’interactions hydrophobes. C. Interface hydrophobe homodimérique de pUL44 par formation

d’un feuillet antiparall¢le. Seuls les noms des résidus du monomere 1 sont précisés.

A.2. Les traitements visant la synthése de I’ADN viral et Formiversen

Ils impliquent des molécules analogues de nucléosides comme le Ganciclovir, (GCV), et
sa prodrogue le Valganciclovir (VGCV), de nucléotide a I’instar du Cidofovir (CDV), de
pyrophosphate dont le Foscarnet (ou PFA) est un représentant, ou encore un oligonucléotide
de 21mer, le Formivirsen (De Clercq 2004). Ces trois types de molécules ont un mode

d’action différent (Figure 9).
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Le GCV, 9-(1,3-hydroxy-2-propoxymethyl)guanine, analogue acyclique de la
désoxyguanosine, et le VGCV, valylester du GCV, doivent, pour étre efficaces, étre
monophosphorylés par la phosphotransférase virale pUL97 (Littler, Stuart et al. 1992) avant
d’étre phosphorylés deux fois par des kinases cellulaires (Matthews and Boehme 1988). Une
fois triphosphorylés, le GCV et le VGCV vont rentrer en compétition avec la
désoxyguanosine. Leur spectre d’activité s’applique au CMV, HSV-1 & 2 et d’autres
herpesvirus. Ils sont administrés en particulier chez les patients immunodéprimés atteints de
rétinite en traitement curatif ou préventif. L’efficacit¢ du GCV est discutable car son
administration par voie orale offre une biodisponibilit¢é de seulement 6%. Il doit étre
administré soit par intraveineuse soit par voie intraoculaire. Afin de pallier le manque de
biodisponibilité, le VGCV a alors été développé puisqu’il éleve cette valeur a 60% par voie
orale. Cependant, ces deux molécules ne constituent pas des terminateurs définitifs de la
réplication.

Contrairement aux GCV et VGCV, le Cidofovir, (S)-1-(3-hydroxy-2-phosphoryl-
methoxypropyl) cytosine, analogue de la désoxycitidine, est déja monophosphaté. De ce fait,
le mécanisme d’action du CDV est légerement différent de celui de GCV et VGCV puisqu’il
n’implique pas un passage par pUL97 mais simplement sa double phosphorylation par les
kinases cellulaires (Cihlar and Chen 1996). Le CDV a un spectre d’action extrémement large
qui s’applique aux herpesvirus en général, aux papilloma-, polyoma-, adeno- et poxvirus.
Cependant, cet avantage ne suffit pas a dépasser I’efficacit¢ du GCV puisque comme ce
dernier, le CDV ne constitue pas un terminateur définitif de la polymérisation de I’ADN viral.
Cet inconvénient a été par la suite levé par I’incorporation d’une deuxiéme molécule de CDV
qui va mettre fin a toute activité enzymatique résidulle (Xiong, Smith et al. 1997). Il est

administré par voie intraveineuse.
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Figure 9: Structures et mécanismes d’action d’inhibiteurs de la synthése d’ADN
viral. En rouge, le mécanisme d’action du Ganciclovir (et du Valganciclovir) commence par
leur primophosphorylation par la phosphotransférase virale pUL97, puis sont phosphorylés
deux fois supplémentaires par des kinases cellulaires. Ils sont finalement intégrés au génome
viral afin d’en bloquer la synthése aprés compétition avec la désoxyguanosine. En bleu, le
Cidofovir est déja un composé monophosphorylé (disque bleu plein sur sa structure
schématique) ce qui lui permet d’arriver plus vite vers pULS54 sans passer par pUL97 mais
toutefois en se faisant diphosphoryler par les kinases cellulaires. Deux molécules de
Cidofovir, compétiteur de désoxycytosine, sont indispensables pour une efficacité complete.
En vert, le Foscarnet agit directement en se liant au domaine de fixation des queues
polyphosphatées se situant sur le domaine finger de pULS54 (Figure 7B) empéchant toute
incorporation de nucléotide supplémentaire (représenté en plein noir) au brin d’ADN en cours
d’élongation. Les brins matriciels et néosynthétisés sont représentés en traits épais gris et noir,

respectivement).
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Le Foscarnet, trisodium phosphonoformate, inhibe la réaction dNTP -> dNDP +Pi. Lors
de ’incorporation du nouveau nucléotide dans le primer en se fixant sur le site de liaison de la
queue pyrophosphate sur la polymérase (Reusser 1996), il empéche ainsi le maintien et
I’incorporation de tout nucléotide supplémentaire. Le Foscarnet est administré par voie
intraveineuse aux patients infectés par les herpesvirus (HSV-1 & 2, VZV, CMVH) et/ou le
VIH principalement dans le cas de rétinites et dans le cas de patients portant des souches

résistantes a I’acyclovir (HSV et VZV).

D0 a une forte toxicité rénale, le PFA, bien qu’efficace, n’est prescrits qu’en cas

d’intolérance ou d’échec aux traitements aux GCV et VGCV (Gilbert and Boivin 2005).

Le Formivirsen est un oligonucléotide de 21 unités dont les liens phosphates sont
substitués par des groupements phosphorothioates ce qui limite sa dégradation par les
nucléases cellulaires: 5’-d-[G*C*G*T*T*T*G*C*T*C*T*T*C*T*T*C*T*T*G*C*G]-3
(* représentent les groupements phosphorothioates). Cette séquence vise, par
complémentarité, ’ARNm codant pour la protéine IE2 (Immediatly Early protein 2, protéine
codée par le gene UL123) qui, rappelons-le, est un transactivateur positif et négatif des genes
viraux et cellulaires, respectivement. IE2 détourne ainsi la machinerie cellulaire au profit du
cycle infectieux de CMVH. En bloquant sa synthése, le Formivirsen bloque toute la cascade
d’évenements qui en découle. Il est strictement réservé aux patients infectés par CMVH et

administré par voie intravitréenne uniquement.

A.3. Les résistances aux inhibiteurs de I’ADN polymérase virale

Les résistances croisées aux différents analogues nucléosidiques touchent aussi bien la
polymérase pUL54 que la phosphotransférasepUL97 (Erice 1999; Baldanti, Lilleri et al. 2004;
Ducancelle and Mazeron 2006; Marfori, Exner et al. 2007; Chou 2008).

Nous représentons dans la Figure 10 les différentes résistances observées sur pUL54

etpUL97 apres traitement avec les différents inhibiteurs présentés.
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Figure 10: Récapitulatif des domaines fonctionnels et mutations résistantes aux
inhibiteurs de la synthése virale localisés sur les séquences de pULS4 et pUL97. Les
domaines fonctionnels de pUL54 et pUL97 sont représentés au dessus et en dessous de leurs
séquences, respectivement. Les résistances observées sont annotées entre les séquences. En
rouge les résistance liés a GCV, en bleu a CDV, en vert a PFA, en violet 8 GCV+CDV, en
orange a GCV+PFA, en noir 8 GCV+CDV+PFA. A symbolise les délétions observées chez
les souches résistantes au GCV chez pUL97 (en cyan) et chez pUL54. * correspond aux
mutation croisée M460I (pUL97) et L5011 (pUL54); **M4061 (pUL97) et F412V (pULS54) ;
et ***A590-593 (pUL97) et A987G (pULS54).(Michel, Pavic et al. 1996; Erice 1999; Baldanti,
Lilleri et al. 2004; Ducancelle and Mazeron 2006; Chou 2008)

Les premicres mutations a apparaitre sont localisées sur pUL97, indispensable a la
phosphorylation du Ganciclovir. Toutes les études menées montrent une localisation trés
intense des mutations au GCV dans la partie 590-607 de pUL97 comprenant a la fois des
mutations ponctuelles ou des délétions allant de un a prés de 10 résidus. Ces souches
résistantes empéchent la fixation du GCV pour sa primophosphorylation. 60 a 80% des
souches résistantes au GCV se répartissent entre les mutants M460V/I, A594V et L595S et ne

représentent a ce stade qu’un faible niveau de résistance.

34



Par suite d’un traitement prolongé, les mutations touchent pUL54 sur I’ensemble de sa
séquence n’épargnant guere que les domaines I et VII. Celles-ci conférent une résistance
¢levée au Ganciclovir souvent doublée d’une résistance au Cidofovir, localisées dans les
domaines Exo I, II et III portant 1’activité exonuclésique et le domaine 6-C commun aux
herpesvirus (14 mutations dont 1 dans le domaine Exo III). Les mutations communes a GCV,
CDV et PFA sont elles aussi plutot concentrées entre les régions Exo I et 6-C. Des domaines
distincts de résistances au Foscarnet sont les domaines II a III. Celles-ci peuvent apparaitre a
long terme apres arrét de son traitement et perte d’une résistance a GCV (Iwasenko, Scott et
al. 2007). De maniére surprenante, des résistances communes uniquement au PFA et au GCV,
et non au CDV, sont observées dans ces mé€mes régions. L’apparition de cette diversité de

résistances peut étre due a la ceexistence simultanée de plusieurs souches résistantes.

La conséquence de ces résistances est variable. Pour pUL97, il semble que ces mutations
aient une faible répercution sur son activit¢ enzymatique alors que celles affectant le
domaines polymérasique de pUL54 pénalisent la vitesse de réplication virale (Alain, Mazeron

et al. 2004) .

L’accumulation de ces résistances a la fois sur pULS54 et pLU97 a la suite de ces
traitements a incit¢ a identifier de nouvelles cibles thérapeutiques. Celles-ci visent
préférentiellement le role central de pUL97 qui intervient dans plusieurs étapes de I’infection
virale, sa protéine accessoire pUL27 vraisemblablement impliquée dans [’exportation
nucléaire de la capside et un groupe de protéines impliquées dans la maturation et
I’encapsidation de ’ADN viral. Cette dernic¢re catégorie de cible thérapeutique est connue
sous le nom de «terminases» dont pULS56 et pUL89 sont les représentants chez le
cytomégalovirus humain et auxquelles s’ajoute la protéine portail, pUL104. Elles
interviennent dans un processus biochimique qui ne trouve pas d’équivalent dans 1’organisme
humain ce qui constitue un avantage thérapeutique. Ces nouvelles stratégies ont de fait
conduit au développement de nouvelles molécules spécifiques n’agissant pas sur le stade de
réplication de ’ADN viral et donc pouvant étre actives sur des souches résistantes aux

antiviraux actuellement disponible.
B. Les Autres Cibles Thérapeutiques En Développement

B.1. Maturation et encapsidation

Le mécanisme de maturation et d’encapsidation commun aux herpesvirus et aux

bactériophages prend place au centre de I’infection virale. Dans le CMVH, il fait intervenir
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sept protéines: pULS51, pULS52, pUL56, pUL77, pUL89 et pUL104. Grace aux études menées
a la fois sur les bactériophages et les herpesvirus il a été possible de décrire cette étape-clé de

la réplication virale (Visalli and van Zeijl 2003).

Le scénario qui va conduire a 1’encapsidation de I’ADN viral débute par la synthése en
cercle roulant de I’ADN via le complexe pUL54/pUL44. Ainsi, commence la synthése d’un

double-brin d’ADN concatémérique mettant bout a bout une multitude d’unités virales.

En parall¢le, les protéines de la capside sont exprimées dans le cytoplasme puis importées
dans le noyau ou elles vont s’assembler pour donner dans un premier temps une capside
sphérique (capside de type A), puis icosaédrique vide (capside de type B), préte a loger une
unité d’ADN viral. L’ADN concatémérique néosynthétisé¢ va étre reconnu, au niveau de ses
séquences pac (cis-acting packaging signal) spécifiques encadrant ces unités d’ADN viral,

puis débitée par le complexe terminase.

Le complexe terminase de CMVH est un hétérocomplexe formé par la grande sous-unité
pULS56 et la petite sous-unité pUL89 (Scheffczik, Savva et al. 2002). Le complexe terminase
va opérer un premier clivage de ’ADN (Bogner, Radsak et al. 1998) nécessitant la protéine
pULS52 dont le rdle est encore indéterminé (Borst, Wagner et al. 2008). Puis il va exporter
I’unité virale vers la protéine portail pUL104 (Dittmer, Drach et al. 2005) et transloquer
I’ADN dans la capside par le biais d’une machinerie ATPasique (Lebedev, Krause et al.
2007). Enfin, ’excédant d’ADN va étre excisé afin de terminer I’encapsidation. La capside

contenant I’ADN est appelé type C.

La capside est alors dirigée vers la membrane interne du noyau précédant sa sortie du
noyau. Le mécanisme analogue présenté dans le cas du bactériophage P22 est illustré a la

Figure 11.

36



oy gt (a) =
{a) E:r:.l + G 0o, -.-.H,\-.\.wn.,\ + -

- ’

apd ONA pao-site an2 s

subunita concatamar recognition CAEURE =
5 +
2 2
. 1
e ¢ {18} - / :
{0 EJ!’_ . ’ . iy ﬂ) + -. 2 activated
* - terminase empty

apd apd DHA Ao-glte

subunits ring concalamar m';wnmﬂn sugﬁ.:'znﬁ {pac-sita cut) procapsid

fn

5§

completion of

the filled oapsid )
J g
& 3
] g
t 4 ; s
-+ et &
FJ . DNA
-
packaging
% DNA fillad capsid
i (and-site cut)
¥
armply aotivated
procapeid terminase (5]

Figure 11: Maturation et Encapsidation de I'ADN viral. Exemple du bactériophage
P22. Des monomeres (a) de gp3 (petite sous-unité) ou une forme préassemblée en anneau (b)
vont reconnaitre I’ADN concatémérique (1a et 1b). Une ou plusieurs unités de gp2 (grande
sous-unité) sont recrutées par le complexe ADN/gp3 pour cliver I’ADN concatémérique en
unit¢ virale (Walter, Ealick et al.). Le complexe gp2/gp3/ADN se lie au complexe gpl
(protéine portail)/capside de type A (sphérique vide) et entame la procédure d’encapsidation
sous I’effet de mécanismes ATP-dépendant (Biron, Harvey et al.). La capside devient de type
B (icosaédrique vide) puis C (icosaédrique pleine) et remplie d’ADN compacté (104% de la
taille du génome) (4). L’excédant d’ADN est coupé (5) et le complexe terminase relargué

pour une nouvelle association avec une capside A (6 & 7) (Nemecek, Gilcrease et al. 2007).
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B.1.a. Le complexe Terminase: pUL89 et pULS56

Petite sous-unité Grande sous-unité

Phage/virus | Gene product taille Gene product taille ratio
A gpNu1 181|gpA 641| 3,541
T4 gp16 164|gp17 613| 3,738
T5 ? gp155 438

$29 gp3 266/gp16 332| 1,248
T3/T7 gp18 89/gp19 586| 6,584
P22 gp3 162|gp2 499| 3,08
SPP1 gp1 184 |gp2 422| 2,293
HSV1 pUL15 735|puUL28 785| 1,068
HSV2 pUL15 734|puUL28 785| 1,069
CeHV1 gp16 738|gp30 785| 1,064
CeHV2 guL15 735|guL28 784| 1,067
EHVA1 ORF44 734|ORF32 775| 1,056
BHV5 pUL15 737\? 0
HHV3 ORF42/gp44 747|ORF30/gp32 770| 1,031
MeHV1 gp22 738|gp36 787| 1,066
GaHV1 gp22 764|gp43 764 1
GaHv2 MD5V_027 737|MD5V_041 793| 1,076
GaHV3 gp28 748|gp43 811| 1,084
SuHV1 gpé1 735/gp13 724| 0,985
HCMV pUL89 674 |pUL56 850| 1,261
PoHV4 gp80 672|gp58 839| 1,249
RhCMV UL89 protein 671|pR56 893| 1,331
TuHVA1 T89 673|T56 782| 1,162
HHV6-A ue6/U60 667|7? 0
HHV6-B uee 666|? 0
HHV7 gp59 663|gp36 721| 1,087
PL_HV1 ORF 29 684|7? 0
PL_HV3 ORF29 683|? 0
HHV4 BGRF1/BDRF1 690 BALF3 685| 0,993
HHV8 687 ORF 7 695| 1,012

Tableau 4: Liste non exhaustive des sous-unités du complexe terminase chez quelques
bactériophages et herpesvirus d’origines humaine et animale. La taille des différentes
protéines est exprimée en acides aminés. Les points d’interrogation signifient que les

protéines n’ont pas €té identifiées.

Bien que les terminologies « grande » et « petite » sous-unités restent discutables (Tableau
4), des homologies flagrantes ont été mises en évidence entre les différents représentants des
terminases chez les bactériophages et les herpesvirus. Du fait méme d’une fonction commune,

clivage et empaquetage de I’ADN viral, des redondances structurales et fonctionnelles
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réparties sur 1’'une ou 1’autre des sous-unités restent hautement conservées quelle que soit la

distance phylogénique les séparant.

La caractérisation de la famille des terminases réside dans la reconnaissance, le clivage et
la translocation dans la procapside de I’ADN viral. Chez les bactériophages, la reconnaissance
de ’ADN est assurée par la petite sous-unité alors que son clivage (fonction nucléasique) et sa
translocation (fonction hélicase) sont accomplis par la grande sous-unité. Les deux
mécanismes que sont le clivage de ’ADN concatémérique et sa translocation sont ATP-
dépédendants. Ainsi, chez un grand nombre de bactériophages des motifs de type boite de
Walker sont systématiquement localisés proche des sites nucléase et hélicase (Rentas and Rao
2003; Mitchell and Rao 2006). Les terminases des bactériophages sont jusqu’a présent les
plus étudiées. Par conséquent, la description fonctionnelle des terminases d’une maniere

générale est largement basée sur la connaissance des représentants des phages T4, A et SPP1.

l.a.i. Reconnaissance de ’ADN

Le phénomene d’encapsidation de I’ADN viral débute tout d’abord par sa reconnaissance
alors qu’il est encore sous sa forme concatémérique apreés synthése en cercle roulant. La
structure du domaine N-terminal de gpNul, sous-unité du bactériophage A, a été résolue par
RMN en 2002 par deBeer et al. (de Beer, Fang et al. 2002) (Figure 12). Cette structure (PDB:
1J9I) révele des aspects intéressants tel qu’un repliement de type en hélice ailée (winged
helix protein) analogue a celui rencontré dans le domaine de liaison a ’ADN de MuC

repressor (Ilangovan, Wojciak et al. 1999) (PDB 1QPM).

La reconnaissance de I’ADN requiert la formation d’un dimere stable impliquant des
résidus hydrophobes. Des résidus basiques situés dans un domaine HTH hélices contenus
dans les hélices aA et aB vont quant a eux lier de maniére spécifique I’ADN viral. Pour que
gpNul reconnaisse les séquences R, celui-ci nécessite la présence de ’IHF (Integration Host
Factor) cellulaire dont la fonction est de courber I’ADN viral au niveau de la séquence

médiane entre
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A B

Figure 12: A. Dimere de gpNul. Représentation des différents éléments de structures
secondaires constituant le monomére de gpNul: hélice aA (AA 5-12) en orange, hélice aB
(AA 16-25) en rouge, hélice aC (AA 43-53) en violet, hélice aD (AA 53-60) en vert foncé,
brins B1 (1-4) et B2 (40-43) en vert clair et domaine wing (AA 31-39) en bleu. La dimérisation
se fait via des résidus aliphatiques des hélices aA et aC. Les résidus basiques impliqués dans
la reconnaissance de I’ADN sont étiquetés et représentés en batons. Notons la présence de la
lysine 35 située sur le domaine wing qui se loge dans le petit sillon de ’ADN. B. Modéle de
la reconnaissance de ’ADN par le dimére de gpNul. Grace a I’intervention de la protéine
de I’hote Integration Host Factor qui va courber I’ADN viral au niveau de la séquence
médiane entre R2 et R3, gpNul va reconnaitre simultanément R2 et R3 en mettant en jeu un

monomeére pour chaque séquence.

R2 et R3 (Kosturko, Daub et al. 1989). L’intervention de cette protéine a aussi €té montré

dans le mécanisme de maturation du phage P21 (Feiss, Frackman et al. 1985).

De maniére surprenante, ce site de liaison a I’ADN n’a montré aucun motif canonique de

type P-loop malgré une activité ATP-asique faible mais détectable. Ceci implique deux
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hypotheses, soit ce domaine est contenu sur un autre domaine de gpNul soit il est contenu

dans son partenaire gpA.

Par ailleurs les études faites sur ’homologue de gpNul chez le bactériophage T4, gpl6,
confirme cette étrange constatation sur I’absence d’un motif de type Walker A ou B (Mitchell,
Matsuzaki et al. 2002). Dans ce dernier cas, il a aussi ét¢ montré une oligomérisation de 8
unités de gp16 via un centre hydrophobe, et une reconnaissance de I’ADN par le méme motif
HTH décrit ci-dessus. Nemecek et al. ont quant a eux reconstruit le nonamere de gp3, petite
sous-unité du phage P22, par microscopie €lectronique (Nemecek, Lander et al. 2008). Cette
protéine semble s’auto assembler en forme d’anneau au centre de laquelle I’ADN double-brin
entrerait en interaction de maniere aspécifique (in vitro) via des interactions entre charges
complémentaires impliquant un fragment C-terminal 143-152 riche en résidus basiques et les

charges négatives des phosphates de I’ADN.

HK97

Secondary structure
RuvC NH.( 2)I
Secondary structure |

l.a.ii. Fonction nucléase

Figure 13: Domaine nucléasique chez différents bactériophages. A. conservation de la
triade Asp/Glu a travers les homologues de gp17 analogues a RuvC. Le résidu aspartate
conservé (en violet) est localisé a la pointe d’un brin béta conservé (structure secondaire
représentée sous ’alignement de séquence), le second Asp (en bleu) est localisé 60 acides
aminés en aval, a I’extrémité d’un court brin béta conserve, et le troisiéme Asp (en vert) est
proche d’une hélice. B. Modeles générés sur chaque protéine précisée grace a
I’alignement de séquence des 150 acide aminés comprenant dans chaque cas les trois
résidus acides, basés sur la structure 1HJR de RuvC. En batonnets sont représentés les

résidus acides et en sphére jaune 1’ion Mg2+ impliqué dans la catalyse (Rao and Feiss 2008).
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La reconnaissance de I’ADN ¢étant effectuée, il reste a le couper et a le transloquer. Ces
deux fonctions vont €tre remplies par la « grande sous-unités ». La encore les exemples des

bactériophages T4 et A sont des systémes permettant d’illustrer notre propos.

L’activité nucléasique du complexe terminase est localisée chez le phage T4 au niveau de
I’extrémité C-terminal de gp 17 au sein du motif D*'X,E**X;D*” situé entre deux brins béta
et a proximité d’un motif de liaison a un métal riche en histidines (région H**2-H*¢) (Mitchell,
Matsuzaki et al. 2002). Rentas et al. montrent d’une part que D’activité nucléasique met
principalement en jeu l’aspartate 401 et que les résidus H436 et C402 sont indispensables
pour D’interaction avec I’ADN (Rentas and Rao 2003). Ce dernier point explique I’observation
de Kuebler et al qui ont observé un packaging et un clivage défectueux des souches

comportant la mutation H436R (Kuebler and Rao 1998).

Ce domaine reste largement conservé a travers les bactériophages comme le montre
I’alignement de séquence présenté en Figure 13A et semble appartenir & la méme famille que
RuvC, a savoir la famille des RNAseH/ résolvase de type feuillet béta déja suggéré par

ailleurs (Ponchon 2005).

1.a.iii. Fonction hélicase

Pour revues (Tuteja and Tuteja 2004; Singleton, Dillingham et al. 2007)

L’événement suivant, la translocation de 1’ADN, fait intervenir la fonction hélicase
conservée des terminases (Figure 14). Celle-ci est reconnaissable par la présence de plusieurs
¢léments qui agissent synergétiquement pour 1’accomplissement de la translocation de I’ADN

viral dans la capside.

Les hélicases sont des protéines (ou sous domaines de protéines) impliquées dans
différents mécanismes cellulaires ou infectieux mettant en jeu des interactions
protéines/acides nucléiques. Aussi, cette fonction est elle représentée lors de processus de
réparation, réplication, transcription, traduction de I’ADN, maturation et épissage d’ARN ou
encore dans I’exportation nucléaire. Le nom d’hélicase se rapporte a la capacité¢ de ces
enzymes a aider a la formation ou la déformation des hélices d’ADN par le biais d’un moteur
ATPasique. Cependant, a I’aide d’'un méme domaine catalytique, les translocases -enzyme
aidant a la translocation- sont capables de transformer 1’énergie chimique produite par
I’hydrolyse d’une liaison phosphodiester d’ATP en énergie mécanique se traduisant par des
changements conformationnels induisant le déplacement de I’ADN par rapport a I’enzyme. La

question du classement des hélicases a été abordée dans un premier temps par Gorbalenya &
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Koonin en 1993 qui ont put distinguer a partir de I’analyse de séquences trois familles et 2
sous familles d’hélicases. Il s’est finalement avéré indispensable de revoir cette classification
au regard des résultats obtenus pour des protéines de type hélicase n’étant pas chargées de

débobiner I’ADN mais de le transloquer.

De ce fait, en 2007 une nouvelle classification a été établie au regard des différentes
informations structurales et biochimiques collectées depuis lors. Sept superfamilles ont
découlé de cette analyse. Dans les deux cas, hélicase pure et translocase, la nature du substrat
(ADN, ARN, hybride ADN/ARN, double ou simple-brin) et la directionnalité¢ de I’enzyme
(3’-> 5’ ou 5°-> 3’) sont variables selon le mécanisme biologique dans lequel est impliquée
I’enzyme. La nomenclature adoptée définit de type o et B les hélicases reconnaissant des
ADN (ou ARN) simple et double-brin, respectivement ; et A et B selon les sens 3°-> 5 et 5°-

>3’ respectivement.

Superfamily 1 (PcrA)

11aTxGx 23 4 4a 5 B(R
] Core domains
] Accessory domains

DMNA binding DNA binding Unknown

Superfamily 2 (NS3)

1 _1a TxGx 2 3 4 5 GIR}

Protease Protein:p'rotein‘?

Superfamily 3 (BPV E1)
A B B'C R

i

Crigin binding

Superfamily 4 (T7gp4)
HiH1a H2H3H4R

’i

Primase

Superfamily 5 (Rhc)
11a 2 R

'E

OB domain

Superfamily 6 (MCM)
AB S1R 82

?

Zn binding

Figure 14: Les différentes superfamilles d’hélicases. A. Les différents motifs de six
super familles d'hélicases. Les sous domaines RecA-like sont colorés en rouge et bleu
respectivement et les différents motifs caractéristiques a la fonction hélicase annotées. B.

PcrA le code couleur utilisé est celui de A. En stick noir est représentée une molécule d'ATP.
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C. Exemple de translocase toroidale hexamerique de la superfamille SF4. D. Nomenclature
utilisée pour les hélicases: type a pour les hélicases de mono-brin et B pour les double-brin,

type A dans le sens 3'->5' et B dans le sens 5'->3' (Singleton, Dillingham et al. 2007).

Le type de repliement canonique est constitué de deux sous-domaines RecA-Like —
alternation de brins béta et d’hélices alpha formant un feuillet béta flanqué d’hélices de part et
d’autre- constituant la poche de liaison au NTP. Les motifs la constituant, en particulier les
boites de Walker A et B, ainsi qu’un doigt d’arginine (arginine finger) sont retrouvés dans
toutes les sous-familles d’hélicase/translocase. Quelques distinctions entre les superfamilles

sont tout de méme faites.

La superfamille 1 (SF1) se décompose en deux sous familles, SF1A et SF1B, toutes deux
de type o (sens 3°->5’). PcrA, représentant de SF1A, déstabilise le duplexe d’ADN par le
rapprochement de deux sous-domaines aprés hydrolyse d’ATP ce qui va conduire a la
constitution d’une surface négativement chargée déstabilisatrice des appariements de paires
de bases menant au débobinage du duplex. Ce mécanisme est appelé inchworm model. Malgré
les données structurales disponibles concernant RecD, et biochimiques au sujet de 1’hélicase

Dda, représentantes de la famille SF1B, le mécanisme des SF1B reste peu clair.

SF2, adoptant majoritairement la directionnalité¢ 3’->5" (type A) comprend le plus grand
nombre d’hélicases présentes dans un nombre vari¢ de processus cellulaires. Elle contient les
sous-familles DEAD-box RNA hélicase, Rec-like et Snf2-like. Elles peuvent transloquer de
maniére ATP-dépendante des substrats ADN simple ou double-brin. L’exemple de NS3 de
I’hépatite C, illustre la capacité de cette enzyme congue strictement pour lier un ADN simple-
brin a la translocation. Cette hélicase de type SF2Ao met en jeu ses motifs la, TxGx, 4 et 5
(Figure 32A) dans la liaison de ’ADN en conformation B en travers des deux sous-unités
RecA-like via les groupements phosphates du squelette ainsi que deux résidus hydrophobes
qui vont agripper cinq plateaux de bases. L’hydrolyse de I’ATP va ici encore provoquer
I’¢loignement des deux sous-domaines RecA-like induisant la translocation du brin d’ADN.
La translocation d’un duplexed’ ADN pour des hélicases (translocase dans ce cas) SF2f trouve
un exemple dans la PDB avec la structure de Rad54 de Sulfolbus solfataris, membre de la
sous-famille Snf2-like. Sa structure fait apparaitre un tandem de domaines RecA-like (N et C
cores) et deux insertions de fonctions inconnues. Le N core reconnait les deux brins d’ADN
par le petit sillon. Un des deux brins est toutefois li¢é de maniere équivalente au simple-brin

décrit dans le cas précédent de NS3, et subi la majorité des interactions avec I’enzyme. Un
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mécanisme semblable a PcrA (inchworm model) permettrait d’expliquer la rotation d’un

duplexesans son déroulement conduisant a sa translocation.

Les autres superfamilles d’hélicase (SF3 a7) sont pour la plupart toroidales et constituées
d’hexameéres (Figure 14C), contrairement aux hélicase appartenant a SF1 et SF2 qui sont
monomériques ou dimériques, s’auto assemblant autour de I’ADN et peuvent étre responsable
du déroulement de quelques kilos bases a plusieurs méga bases. Cependant le controle de
I’assemblage des hexameéres est important puisque une activité hélicase trop intense peut étre
catastrophique pour la double hélice d’ADN. Ces différentes familles se distinguent chacune
par des boites qui leur sont propres. Par exemples, A, B, A’, B’ et C sont attribués a SF3 ; H1,
Hla, H2, H3 et H4 pour SF4 (Figure 14A). La symétrie de ’anneau a permit d’envisager

plusieurs mécanismes de translocations (Figure 15).

L’un d’eux mentionne une alternance de sites contenant NTP, NDP et vide et impliquant
un positionnement différent de boucles basiques interagissant avec I’ADN: boucle proche de
I’extrémité 5° pour les unités contenant un NTP, & un niveau intermédiaire pour les porteuses
de NDP et proche de I’extrémité 3’ pour les sites vides. Avec 1’alternance des sites chaque
boucle monte d’un cran selon I’état d’avancement de la réaction d’hydrolyse du NTP créant
un mouvement cyclique poussant ’ADN dans une direction. Ce mécanisme a deux
déclinaisons faisant intervenir soit 3 sites sur 6 (Figure 15A) soit les 6 sites disponibles
(Figure 15B). Un autre mécanisme, concerté, fait évoluer les 6 sites en méme temps de la

méme facon: tout-NTP->tout-NDP->tout-vide (Figure 15E).

Les différents mécanismes sont représentés dans la Figure 15 et 1’adoption de tel ou tel

model dépend de la nature (RNA ou DNA) et du type (simple ou double-brin) de substrat.
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F1-ATPasza type

Concerted

Figure 15: Modes de translocation des hélicases/translocases hexameériques. Dans lez
différents mécanisme la notation suivante est adoptée: E pour un site vide, D pour un site
contenant du NDP et T pour un site contenant du NTP. Une alternace de coloration représente
les différentes unités de I'hexamere. Les fleches pleines correspondent a de smécanisme a 3
¢tapes relmiant le dernier et le premier état (A, B et E). Les fleches en pointillés indiquent des

mécanismes contenant des étapes intermédiaires (C et D). (Singleton, Dillingham et al. 2007)
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Figure 16: Alignement de séquence de plusieurs grandes sous-unités de divers
bactériophages montrant la conservation des motifs impliqués dans ’activité hélicase.
Notez la présence de 1I’homologue de HSV-1 (10° ligne, au dessus de la prédiction de

structure secondaire)(Rao and Feiss 2008).

Le domaine hélicase comprend une boite de Walker A correspondant au motif consensus
G/A-X4-GK-T/S. Chez gpl7, la lysine 166 maintient les groupements phosphate 3 et y de la
queue polyphosphate de I’ATP alors que le groupement hydroxyle de la thréonine 167 chélate
I’ion Mg2+ apporté par I’ATP.

Le site de liaison a ’adénine de I’ATP situé¢ environ 20 a 30 acides aminés avant la lysine
de la boite de Walker A, est composé du doublet YQ ou la tyrosine peut étre remplacée par
un autre aromatique qui va interagir par m-stacking avec la base nucléotidique alors que la
glutamine semble strictement conservée pour former une liaison hydrogéne entre I’oxygene
de son squelette avec les azotes N6 et N7 de I’adénine.

Une boite de Walker B identifiable par le cluster ZZZZD (ou Z représente des résidus
hydrophobes contenus dans un brin béta) est rencontrée 50 a 130 résidus apres la lysine de la
boite de Walker A. L’aspartate complétement conservé va activer une molécule d’eau qui va

coordonner a son tour 1I’ion Mg2+ de I’ATP. Directement adjacent a I’extrémité C-ter de ce
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domaine, un résidu glutamate est parfaitement conservé. Son role est d’activer une autre
molécule d’eau qui, par attaque nucléophile sur le phosphate y, va procéder a I’hydrolyse de la
liaison phosphodiester. Cette hydrolyse est rendue possible par la présence d’une arginine ou
d’une glutamine situé dans la boite de Walker A appelé switch résidu chargé de tendre la

queue polyphosphate par liaison ionique avec son groupement .

Enfin un troisieme motif de la forme T/S-G/A-T/S situé entre 20 et 30 acides aminés en
aval de la boite de Walker B fait le lien entre la molécule d’ATP en cours d’hydrolyse et
I’ADN double-brin prét a étre transloqué dans la capside (Velankar, Soultanas et al. 1999)
(Figure 16).

En 2007, le double mutant de gp17 ayant subit I’inversion ED au niveau des résidus 255-
256 (en violet Figure 17A et B), a été cristallisé sous ses formes apo-, complexé avec I’ATP
et complexé avec I’ADP (Sun, Kondabagil et al. 2007) . D’une manicre générale, la structure
obtenue est constituée de deux domaines. Le premier correspond au folding canonique des
hélicases contenant un feuillet béta de topologie B3-B2-B4-B5-B1-f6. Pl précede la boite de
Walker A, B2 et B3 contiennent la boite de Walker B et B4 précede le motif III (boite
TTT*®’) le tout formant le cceur du centre ATP-asique. Le sous domaine II est

potentiellement une composante du centre nucléasique de gp17.

D0 aux artefacts inhérents a la mutation effectuée afin de rendre la protéine et ses
complexes cristallisables, I’ATP dans ces conditions n’est pas hydrolysée en ADP + Pi mais
la différence de flexibilité au niveau de la boucle 125-140 (en vert pour la forme liée et en
rouge pour la forme libre sur la Figure 17A) refléte la capacité a lier ’ATP de gp17. Sun et al.
émettent I’hypothése que le mouvement de cette boucle cause la conversion d’énergie
chimique (hydrolyse) en énergie mécanique apres relargage du substrat a I’instar d’une
catapulte. Cette énergie mécanique serait alors utilisée pour la translocation de I’ADN dans la
procapside. Par ailleurs, I’inactivit¢ du double mutant ED est expliquée par I’inversion des
longueurs des chaines latérales des résidus 255 et 256 normalement impliquées dans des ponts
hydrogenes avec des molécules d’eau, importantes pour 1’activation du substrat lors de la
catalyse (Figure 17B et C). Cette mutation a pour conséquence le décalage de 3 A de la

molécule d’ATP par rapport a son site de fixation théorique.
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Figure 17: structure du double mutant DE255ED de gp17. A. Structure de gp17. Les
deux sous-domaines sont représentés en gris clair et gris foncé, respectivement. A droite,
zoom du domaine ATP-asique: I’ATP en cyan, les molécules d’eau en spheres, la boite de
Walker A en violet (arriere plan), la boite de Walker B en bleu, le motif III en noir, le switch
residue en jaune et le site de liaison a 1’adénine comprenant la boucle 125-140 mobile en vert
pour la forme liée et en rouge pour la libre. B et C. Mécanisme réactionnel de I’hydrolyse

de PATP correspondant aux formes liée et libre, respectivement.
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Nous venons de présenter les fonctions imputées jusqu’alors aux terminases des
bactériophages. Comme le montre, pour le moins, 1’alignement de séquences des différents
domaines hélicases identifiés chez les bactériophages (Figure 16), une homologie est
identifiée avec pUL15 de HSV-1. De plus, I’activité terminase étant observée chez les deux
types d’organismes il semble donc que les bactériophages et les herpesvirus descendent d’un
ancétre commun. Par extension, ceci présage des fonctions similaires chez les autres sous-
unités terminases des herpesvirus en général, et de CMVH en particulier. Comme le montre le
Tableau 4, les rapports des tailles des sous-unités chez les bactériophages d’une part et chez
les herpesvirus d’autre part sont bien différentes. En effet, chez les bactériophages, la grande
sous-unité est environ 2 a 3 fois plus grande que la petite, alors que chez les herpesvirus se
rapport est trés proche de 1 voir inférieur. Ceci pourrait étre expliqué par une répartition
différente des fonctions de reconnaissance et de catalyse entre les deux sous-unités du
complexe terminase. Par conséquent, il n’est pas étonnant que les fonctions décrites chez les

bactériophages se retrouvent sur une sous-unité différente chez les herpesvirus.

Le complexe terminase de CMVH est constitué des sous-unités pUL56 et pUL89 portant

chacune une fonction ATPasique et nucléasique.

La protéine pULS56 est une protéine de 850 acides aminés (95,8 kDa) homologue de
pUL28 (ICP18.5) de HSV-1 au niveau des régions N- et C- terminales a hauteur de 43.2%.
Elle a ¢été colocalisée avec des protéines de la nucléocapside et du tégument sous une forme
suggérant une modification post traductionnelle (autre qu’une glycosylation) du fait d’un
poids moléculaire observé de 130 kDa. Ainsi, il fut proposé que pUL56 établissait des
interactions avec les dites protéines de la nucléocapside (Bogner, Reschke et al. 1993). Par
homologie avec pUL28 de HSV-1, il a été par la suite proposé que pULS56 devait avoir une
fonction commune avec celle-ci, incluant le clivage et ’empaquetage de I’ADN (Newcomb,

Homa et al. 1994; Thomsen, Roof et al. 1994).

La reconnaissance de I’ADN, pour son clivage postérieure, est assurée par la présence de
séquences a situées entre les unités longue (UL) et courte (US) du génome. Ces séquences a
sont conservées chez les herpesvirus (Spaete and Frenkel 1985) et sont constituées de deux
motifs pac (cis-acting packaging signal) (Spaete and Mocarski 1985) riches en nucléotides
AT encadrés par des régions GC: pacl (5’-TAAAAA-3°) et pac2 (5’-TTTTAT-3’).
Effectivement, la reconnaissance de ces séquences d’ADN par pULS56 fut prouvée et
accompagnée de la caractérisation d’une fonction nucléasique utile a la conversion de ’ADN

concatémérique en unités virales (Bogner, Radsak et al. 1998).
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L’implication de pUL56 dans les étapes de la réplication virale a été clairement mise en
¢vidence en 2000 par Giesen et al. réussissant a colocaliser pULS56 avec les protéines
pULI112-113 et a la coimmunoprécipiter avec pUL44 déja connues comme €tant impliquées
dans la réplication virale (Giesen, Radsak et al. 2000). La méme année, la méme équipe
souligne I’importance de son domaine C-terminal en vue de sa translocation dans le noyau. Ce
mécanisme fait intervenir la voie de signalisation de I’importine o (Gorlich 1997)
reconnaissant son segment **RRVRATRKRPRR** riche en résidus basiques et contenant une
séquence consensus de la forme K(K/R)X(K/R) (Chelsky, Ralph et al. 1989). pUL56 est donc
importée grace a son seul motif de signalisation nucléaire et n’a donc pas besoin d’autre
partenaire pour se lier a 'importine. Des expériences d’alanine scanning ont indiqué le role
crucial des acides aminés R*? et K*? dans ce mécanisme (Giesen, Radsak et al. 2000). De la
meéme fagon, chez HSV-1, le complexe terminase se formant au niveau du cytoplasme va étre
incorporé dans le noyau grace au NLS "KKR'¢ porté par pUL15 qui entraine alors ses deux

autres partenaires, pUL28 et pUL33 (Yang, Homa et al. 2007).

Hwang et al montrent en 2002 que pUL56 contient une activité ATPasique qui peut étre
exacerbée par son association avec pUL89 via sa moitié C-terminal (Hwang and Bogner
2002). Cet aspect renvoie a une dépendance énergétique du clivage de I’ADN concatémérique
par le complexe terminase déja décrit dans le cas des bactériophages (Mitchell, Matsuzaki et
al. 2002); et a la translocation des unités d’ADN viral dans la procapside. L’activité
ATPasique de pULS56 a tout d’abord été présumée étre localisée dans les segments
SZRARGGGKK* (ATP-bsl) et "YNETFGKQ™'® (ATP-bs2). Il s’est finalement avéré que
des mutations multiples dans ATP-bsl n’altéraient en rien la dégradation de I’ATP par
pULS56. Au contraire, la simple mutation G714A contenue dans ATP-bs2 provoquait une
perte significative de 1’activité ATPasique (65%), chose non observée pour le mutant K715N.
Le double mutant G714A/K715N provoque une perte de 75% de I’activité. A I'inverse, le
mutant E711A amplifie ’hydrolyse de I’ATP. Par la suite, en fusionnant le seul domaine
ATP-bs2 ala GST en présence d’ATP, il fut observé une hydrolyse du substrat indiquant bien
que ce motif seul est suffisant a I’activité ATPasique in vitro de pUL56 (Scholz, Rechter et
al. 2003).

Concernant le role de pUL56 dans la reconnaissance de I’ADN, une hypothése basée sur
des alignements de séquences, a été émise par Krosky et al. (Krosky, Underwood et al. 1998).
En effet, la comparaison de pUL56 avec quatre homologues provenant de HSV-1, VZV,
HHV-6 et HHV-7 a montré la présence d’un motif parfaitement conservé CX,CX,CXH.

Cette observation souléve alors I’idée probable de I’existence d’un doigt de zinc pouvant
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jouer un role dans la reconnaissance de I’ADN, et en particulier au niveau des séquences pac.
De plus une souche résistante Q204R aux benzimidazole-D-ribonucléosides, inhibiteurs en
développement de 1’étape de maturation de ’ADN, suggére pour le moins un rdle de ce

domaine dans le mécanisme d’action de ce type de molécule.

Par ailleurs, pUL56 a été coimmunoprécipitée avec la protéine portail pUL104. Cette
derniere interagit préférentiellement avec la moiti¢ C-terminal (404-850) de pULS56 plutdt
qu’avec pULSY entier (Dittmer, Drach et al. 2005). Entre temps, la premiére structure de
pUL56 a été obtenue en 2004 par microscopie électronique (Figure 18) et a révélé une
structure toroidale en accord avec la forme annulaire redondante des protéines impliquées
dans I’empaquetage des ADN viraux (Scheffczik, Savva et al. 2002; Savva, Holzenburg et al.
2004).

Figure 18: Reconstruction tridimensionnelle par microscopie électronique de pULS56
(d’apres Savaa et al., 2004).

La « petite » sous-unité du complexe terminase de CMVH, pULS89 est une protéine de 650
acides aminés (75kDa), homologue de gpl7 du bactériophage T4 et de pUL15 de HSV-1
(Underwood, Harvey et al. 1998). C’est aprés une exposition a des inhibiteurs de la
maturation et de I’encapsidation que le role de pUL89 dans ces étapes a été avéré. Les travaux
de Scheffczick puis de Thoma ont montré, tout comme pour pULS6, que pUL89 était

localisée au niveau du centre de réplication et ce des la phase précoce.

Il semblerait que pUL89 existe aussi sous forme de dimeére adoptant une structure
toroidale (Scheffczik, Savva et al. 2002; Thoma, Borst et al. 2006). De plus, son interaction
avec pulL56 a été vérifiée et montrée comme se faisant grace a son extrémité C-terminal tout

comme son homologue pUL28 vis-a-vis de pUL15 chez HSV-1 (Thoma, Borst et al. 2006;
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Yang, Homa et al. 2007). Afin de préciser le domaine d’interaction de pUL89 avec pULS56,
différents mutants de délétions fusionnés a la GST ont été¢ exprimés et soumis a une filtration
sur colonne contenant des billes greffées en pULS56-Cter (450-850) marqué en méthionine-
[ S*]. Les radiographies résultantes de cette expérience montrent que le fragment
GRDKALAVEQFISRFNSGYIK® constitue le domaine minimum assurant 1’interaction
entre les deux sous-unités du complexe terminase. Toutefois, le domaine 580-674 montre une

affinité encore plus élevée avec pUL56 (Thoma, Borst et al. 2006).

B.1.b. La protéine portail: pUL.104

La protéine pUL104 est une protéine de 697 acides aminés (75kDa) trés conservée chez
les herpesvirus. Cette protéine joue un rdle central dans le mécanisme d’encapsidation des
unités d’ADN viral et colocalisée avec pUL56 (Dittmer, Drach et al. 2005). pUL104 est
I’homologue de la protéine pUL6 de HSV-1.

Sa structure tridimensionnelle reste inconnue mais d’autres protéines portail notamment
des bactériophages @29 (Guasch, Pous et al. 2002) et SPP1 (Lebedev, Krause et al. 2007) ont
été résolues par diffraction des rayons X. Ces structures montrent I’association multimérique
d’une douzaine d’unités autour d’un axe de symétrie formant ainsi un énorme édifice
moléculaire de forme toroidale comme représentée dans les Figures 19A et B. L’association
de ces unités se fait grace a des interactions hydrophobes au travers de leucines zippers
(appariement d’hélices par leurs faces hydrophobes) comme cela a été observé pour pUL6
(Nellissery, Szczepaniak et al. 2007). Cependant, les études menées sur les structures 3D de

gp6 de SPP1 et gp10 de 29 contrastent avec cette conclusion.

En effet il a été observé que la majorité des interactions entre sous-unités du complexe
¢taient largement localisées au niveau du clip sous I’aspect d’un enchevétrement de deux
brins béta d’une sous-unité avec un brin de 1’unité adjacente. Le reste de I’interaction est
assurée par ’appariement de charges des deux unités voisines D’autres part I’interface entre
ces sous-unités est légerement inclinée par rapport a I’axe de symétrie ce qui provoque une

interpénétration des monomeres.

Un motif particuliecrement conservé est le domaine formé par la longue hélice a6
contenant une torsion et reliée a I’hélice a5 par la boucle du tunnel (funnel loop). L’hélice a5
est elle-méme en interaction avec a3 par des interactions hydrophobes qui aident a stabiliser
cette conformation particuliere (Figure 19C). La conservation de ce domaine tres particulier
entre gp6 et gpl0 (Figure 19D) ne fait aucun doute sur I’importance de son rdle dans la

translocation ce qui est confirmé par différentes expériences de mutagenese dirigée (Isidro,

53



Henriques et al. 2004; Oliveira, Henriques et al. 2006). Par ailleurs, ce motif semble conservé

a travers les bactériophages et ’EBV.

Holix 3 Clip Holx &  Tunnel loop Halix 6
S IETES m— s 2P mm—m ) B L — 399
$29 10— =D ST G ANLERKERMVTOEVSS T ) 272
HK97 106 —C0-L O R268-C{ }GVPPHLVGDVEKSTSWGSG { _ =’ 344

T4 2220 00— T Fo- oo { ORVPLRVPLERIPQOQOGGVIODT ) 429
EBV 253 O O EesO{ - LPGQPETAMGLE T 414

Figure 19 (ci-contre): Protéine portail. Vue axiale (A) et transversale (B) de la
structurale toroidale de la protéine portail du bactériophage SPP1. L’unité structurale est
colorée en cyan. (C) Détails de I’unité structurale. (D) Conservation de la structure des unités

de protéines portail du bactériophage SPP1 (cyan) et @29 (vert) en interaction avec I’ADN
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(spheres). (E) Conservation de structures secondaires a travers les bactériophages et

herpesvirus (Lebedev, Krause et al. 2007).

B.l.c. Assemblage et translocation de ’ADN

La translocation de I’ADN viral dans la procapside nécessite 1’interaction directe entre le
complexe terminase apportant le double-brin d’ADN et la protéine portail servant de porte
d’entrée de la capside. Chez les bactériophages A, T4, P21 et T3, les domaines du coté
terminase, impliqués dans cette interaction ont été clairement identifiés. Ils sont dans tous ces
cas portés par les grande sous-unités et n’excéde pas dix acides aminés, gpA (LSGEDE)
(W, Christiansen et al. 1988; Yeo and Feiss 1995), gp17 (central :LYNDEDIFDD et C-ter:
DYADKDD) (Lin, Rao et al. 1999), gp2 (VNSGYSR) (Yeo and Feiss 1995) et gpl9
(LYWEDD) (Morita, Tasaka et al. 1995) respectivement. Ces séquences présentent toute des
résidus acides probablement importants pour I’interaction, toujours situés a I’extrémité C-
terminal de ces protéines. Le complexe terminase/protéine portail résulte en un vortex
constitué par les trois structures en anneau des grandes et petites sous-unités avec la protéine

portail comme représenté en Figure 11.

Un mécanisme probable de la translocation de I’ADN dans la capside a été proposé par
Lebedev et al. et se décompose en cinq étapes: i. la boucle du tunnel reconnait I’ADN au
niveau de son grand sillon (Figure 19D) et une permutation cyclique des boucles s’opére
(boucle de I'unité 1 s’interchange avec la 3,1a 2 avec la4...1a 11 avec la 1 et la 12 avec la 2),
ii. translocation de I’ADN par pas d’une paire de base, iii. rotation du portail de 12° par
rapport @ ’ADN, iv. hydrolyse d’une molécule d’ATP par les terminases pour fournir
I’énergie suffisante a un cycle supplémentaire (Figure 20). Le caractére négativement chargé
du domaine de la protéine portail interagissant avec I’ADN facilite la translocation de celui-ci
propulsé dans la capside par les forces de répulsion de charges. Seule une ceinture interne de
résidus positifs s’apparie avec les charges négatives de I’ADN pour s’y lier temporairement

pendant le mécanisme d’entrée (Guasch, Pous et al. 2002).
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Figure 20: Mouvement relatif des différentes unités de la protéine portail durant la

translocation de ’ADN.

B.2. Réle central de pUL97.

B.2.a. Généralités sur les phosphotransférases.

pULO97 fait partie de la famille des protéines kinases, capables de transférer le groupement
phosphate y d’une molécule d’ATP sur le groupement hydroxyle d’une sérine ou d’une
thréonine chez la sous famille des Thr/Ser-kinases, ou d’une tyrosine dans le cas des Tyr-

kinases. Les protéines kinases sont essentielles dans les phénomenes de signalisation. Apres

56



phosphorylation, le substrat devient actif ou inactif selon sa place dans un mécanisme
biologique donné. Ce groupe d’enzyme se distingue par une conservation de plusieurs
domaines impliqués dans la fixation de I’ATP, le transfert du groupement phosphate et la
fixation du substrat. Chez les herpesvirus, la phosphotransférase virale rencontre des
homologues chez HSV-1 (pUL13), EBV (BGLF4), VZV (ORF47), HHV-6 (U69), HHV-8
(ORF36), MCMV(M97), RCMV(R97) et enfin CMVH (pUL97) (Michel and Mertens 2004).
L’alignement de leurs séquences avec des kinases cellulaires d’origines diverses a souligné
I’existence de domaines conservés, signature de leur fonction commune (Chee, Lawrence et
al. 1989). Neuf domaines plus ou moins conservés (numérotés de I a IX) ont été identifiés
(Figure 21).

Les transférases se décomposent en deux lobes, un grand et un petit. L’ATP va se fixer
dans une poche hydrophobe du petit lobe alors que le peptide-substrat va se caler a I’interstice

des deux lobes.

Le domaine de liaison au nucléotide adopte un repliement spécifique formé d’un feuillet
béta incluant les sous domaines I, II V et IV permettant la proximité de résidus clés pour la
fixation et la catalyse de I’ATP. La boucle de SDI contenant le motif GxGx,GxV et un résidu
hydrophobe en position —1 crée des liaisons électrostatiques avec les phosphates a et  de
I’ATP. Ce motif spécifique forme une boucle qui va entrer en contact a la fois avec le

phosphate B et le ribose de I’ATP par ponts hydrogenes.

Environ 20 acides aminés plus loin, le domaine II se présente sous la forme AXKXO (O
est un résidu hydrophobe) ou la lysine conservée est chargée de maintenir I’ATP par

interactions électrostatiques avec les phosphates a et f.
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Figure 21: La phosphotransférase cellulaire Cdk2. A gauche, les différents sous
domaines (SD) numérotés de I a IX communs aux phosphotransférases sont représentés sur la
structure de Cdk2 (code PDB 1VYW). A droite, zoom sur le site de fixation de ’ATP (en
sticks jaune). Les SDI, IV et V inclus dans le feuillet béta créent une poche hydrophobe
stabilisant le nucléotide. Le résidu carboxylate contenu dans SDIII oriente la lysine
catalytique de SDII pour sa fixation aux phosphates o et f de I’ATP. Les résidus de SDVI
pontent la sérine du substrat (en sticks vert) vers le phosphate y. L’aspartate contenu dans

SDVII chélate un ion magnésium stabilisant I’état de transition.

B.2.b. La phosphotransférase pUL97 et sa protéine accessoire pUL27

Cette protéine de 707 acides aminés, est localisée dans le noyau et exprimée entre les

stades précoce et tardif (Michel, Pavic et al. 1996).

Par homologie de séquence (Figure 22), il est aisé¢ d’identifier les domaines contenus dans

la structure primaire de pUL97.
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Figure 22: Alignement de séquence entre pUL97, ses homologues herpesviraux et
d'autres protéines kinases cellulaires. (pUL97 de HCMV, pR97 de RCMV, pULI13 de
HSV-1, BGLF4 de EBV, Cdk2, c-Src, p38 et PKC cellulaires) (Romaker, Schregel et al.
2006)

Le domaine I correspond au fragment *?LGQGSFGEV?*.

Le domaine II contient la lysine 355 catalytique trés conservée, située dix résidus apres le
site de liaison au nucléotide. Son importance a ét€¢ montrée par mutation qui supprime
I’activité de I’enzyme. Expérimentalement, les mutants Lys355Met (Marschall, Stein-Gerlach
et al. 2002; Prichard, Britt et al. 2005) ou Lys355GIn (Baek, Krosky et al. 2002; Krosky, Baek

et al. 2003) sont utilisés comme témoins négatifs de I’activité kinase de pUL97.

380

Le domaine III contient un glutamate (Glu>®® pour pUL97). Alors que la lysine stabilise le
phosphate gamma de I’ATP, le carboxylate va étre un accepteur de proton lors de la ligation
du groupement phosphate y sur I’hydroxyle du substrat (sérine ou thréonine) (Hanks and

Hunter 1995). Le mécanisme réactionnel de telles enzymes est décrit a la Figure 23.

Les domaines IV, V et X sont quant a eux peu conserves.

Les sous domaines VI et VII sont les sous domaines les plus conservés chez tous les types
de kinases herpes virales, cellulaires ou bactériennes. Il est présumé que ces domaines soient
impliqués dans le transfert de phosphate. Ils sont constitués de résidus hydrophobes et de
carboxylates (aspartates ou glutamates).

Des modeles basés sur la structure de la kinase cellulaire Cdk2 ( code PDB 1VYW)
(Pevarello, Brasca et al. 2004) ont été générés afin de décrire les interactions entre pUL97 et
quelques uns de ses inhibiteurs (Romaker, Schregel et al. 2006; Chou 2008).

La protéine pUL27 est la protéine accessoire de pUL97. Cette protéine de 608 amino
acides reste encore trés énigmatique puisque peu de choses sont connues sur sa structure et sa
fonction.

Cependant, comme nous le verrons plus tard, pUL27 semble influencée par les inhibiteurs

originellement dirigés contre pUL97 (Komazin, Ptak et al. 2003; Chou 2009).
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Partant de I’hypothése que pUL97 est impliqué directement ou indirectement dans la
synthése de I’ADN viral et dans I’exportation nucléaire de la capside, il a ét€¢ suggéré que
pUL27 ¢tait elle aussi impliquée dans 1’une ou I’autre de ces étapes (Komazin, Ptak et al.

2003).

Il semblerait que cette protéine ne soit pas indispensable au virus puisque des mutants
UL27-déficients semblent se développer normalement. Peut étre cela explique-t-il la présence

d’homologues de pUL27 uniquement chez les B-herpesvirus (Komazin, Ptak et al. 2003) ?

Figure 23: Mécanisme réactionnel de la phosphotransférase (Madhusudan, Trafny et
al. 1994) . En particulier, chez pUL97, I’équivalent de Lys 168 est Lys 355 et celui de Asp
166 est Glu 380.

B.2.c. Les différents substrats de pUL97

Outre son interaction avec pUL44 via son domaine 366-459 (Marschall, Freitag et al.
2003), il a ét¢ montré que pUL97 intervenait dans I’assemblage de la capside (Wolf,
Courcelle et al. 2001), la tégumentation (van Zeijl, Fairhurst et al. 1997; Prichard, Britt et al.
2005) ou encore la sortie du noyau (Krosky, Baek et al. 2003).

Pour ce faire, pUL97 phosphorylerait des protéines cellulaires comme p32 afin de former
le complexe pUL97/p32. p32 interagissant naturellement ave les récepteurs de la lamine B, il
provoque 1I’accumulation de pUL97 a I’abord de ces récepteurs. Apres phosphorylation de ces

derniers, la membrane nucléaire se disloque permettant ainsi la sortie de la capside

(Marschall, Marzi et al. 2005).

Par ailleurs, la fonction prépondérante de pUL97, au moment de la tégumentation, a été
démontré par Prichard et al. (Prichard, Britt et al. 2005) et plus récemment confirmé par
Kamil et Coen (Kamil and Coen 2007). Cela a notamment été¢ mis en évidence en observant
I’agrégation de corps d’inclusion dans le noyau composés des protéines pp65, ppUL25

(protéines du tégument) et MCP (Protéine Majeur de la Capside).

En résumé, pUL97 intervient dans au moins trois étape-clés de la réplication virale: la
synthése de I’ADN en phosphorylant pUL44 pour finalement former le complexe
pUL44/pUL54, la tégumentation en interagissant avec la phosphoprotéine du tégument pp65
afin d’en éviter 1’agrégation, et enfin la sortie du noyau en déstabilisant les membranes

nucléaires.
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Finalement, pUL97 est un substrat pour elle-méme (van Zeijl, Fairhurst et al. 1997; Baek,
Krosky et al. 2002) et existe sous forme de dimere a travers sa région 231-280 (Schregel,
Auerochs et al. 2007) (Figure 10). Ces deux derniers points sont des prérequis pour une

efficacité maximum du virus.

Notons, enfin que des expériences de phosphorylation par pUL97 sur 1’histone HB2 ont
révélé une sensibilité particuliére de pUL97 pour un motif peu conventionnel T/Sx4R/K avec
une importance particuliére pour la position P+5 occupée par un acide aminé basique, d’ou

I’idée d’employer ce motif comme inhibiteur potentiel (Baek, Krosky et al. 2002).

Une interaction avec I’ARN polymérase II a aussi été mise en évidence soulevant
I’hypothése d’un réle mineur de pUL97 dans la régulation et I’expression des geénes viraux

(Baek, Krosky et al. 2004).
B.3. Nouveaux inhibiteurs de CMVH

B.3.a. Les benzimidazoles -D et L- ribonucléosides.

Comme nous I’avons souligné précédemment 1’utilisation des molécules visant ’ADN
polymérase pUL54 a engendré un grand nombre de mutations les rendant finalement

1nactives.

En 1995, Townsend et al. synthétisent et testent une nouvelle classe de molécules
s’avérant particulicrement efficaces contre les infection a CMVH et présentant une faible
cytotoxicité: les 2,5,6-trihalo-1-(béta-D-ribofuranosyl)benzimidazoles (Townsend, Devivar et
al. 1995). De cette famille de molécule, deux en particuliers se distinguent par leur efficacité:
le 2,5,6-Trichloro-1-(béta-D-ribofuranosyl) benzimidazole (TCRB) et son analogue bromé le
2-bromo-35,6-dichloro-1-(béta-D-ribofuranosyl)benzimidazole (BDCRB).

Tres vite, il a été montré que le BDCRB vise pUL89 en empéchant I’étape de maturation
de I’ADN (Underwood, Harvey et al. 1998). Il sera démontré plus tard que le BDCRB affecte
la fonction nucléase associée a pUL89 (Scheffczik, Savva et al. 2002) et I’activit¢ ATPasique
associ¢ a pUL56 (Scholz, Rechter et al. 2003).

Dans le méme temps des mutants résistants au dérivés benzimidazolés sur les protéines
pUL89 (D344E et A355T) et pUL56 (Q204R) ont été identifiées mettant ainsi en relief la
relation entre cette classe de molécules et les stades de maturation et d’encapsidation (Krosky,
Underwood et al. 1998; Underwood, Harvey et al. 1998).

Chaque protéine mutante isolée s’est montrée 10 fois plus résistante que la souche

sauvage et 30 fois plus en combinant les deux. Cependant, ces molécules se sont vus
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rapidement dégradées in vivo au niveau de leurs liaisons glycosidiques par la N-methylpurine

DNA glycosylase et la 8-oxoguanine DNA glycosylase (Lorenzi, Landowski et al. 2006).

Cet inconvénient a donc stimulé I’élaboration de composés plus stable (Townsend,
Gudmundsson et al. 1999) et plusieurs équipes n’ont pas tardé a s’engager dans I’optimisation
de ces composés (Chan, Chamberlain et al. 2000; Gudmundsson, Freeman et al. 2000; Zou,

Kawashima et al. 2000).

Finalement, un analogue du BDCRB incorporant un sucre —L, le 2-isopropylamino-5,6-
dichloro-1-(béta-L-ribufuranosyl) benzimidazole, 1263W94 ou Maribavir (MBV), a montré
toutes les qualités d’un inhibiteur de choix: une efficacité comparable a celle du BDCRB
méme contre les souches résistantes aux anti-pUL54 (GCV et PFA), une cytotoxicité faible et
une sélectivité intéressante puisque ce composé viserait directement la phosphotransférase
pUL97 (Biron, Harvey et al. 2002). Sa biodisponibilité a par ailleurs été testée. Elle s’¢leve a
90% et 50% chez le rat et le singe, respectivement (Koszalka, Johnson et al. 2002).

L’activité in vitro des benzimidazoles D- et L- ribonucléosides semble s’appliquer
uniquement a CMVH et EBV, mais pas aux HSV-1, HSV-2, VZV, HHV-6 et HHV-8
(Williams, Hartline et al. 2003).

Par la suite, une nouvelle mutation de résistance aux dérivés benzimidazolés au niveau du
gene codant la protéine pUL27 (L335P) a été détectée sur des souches de laboratoire exposées
a long terme au MBV. Ces résultats suggerent donc I’implication de pUL27 dans le
mécanisme d’action de MBV ou d’un role probable dans 1’étape d’exportation du noyau de la

capside (Komazin, Ptak et al. 2003).

Une autre molécule a été développée a partir de 2004, un D-ribonucléoside tout comme le
lead BDCRB, baptis¢ GX275175X ou 175X. Celui-ci révele une efficacité comparable a ses
précurseurs, BDCRB et TCRB, et une biodisponibilité intéressante. Du fait, qu’il soit d’une
part efficace contre des souches résistantes au GCV, CDV, PFA, ACV (Aciclovir, inhibiteur
de la polymérase virale chez les simplex virus) et MBV, et d’autre part inerte contre les
souches résistantes au BDCRB, meénent a croire que cette molécule agit selon un mécanisme

proche de celui de ses précurseurs mais différent du MBV.

De plus, les souches portant la double mutation résistante sur pUL56 et sur pUL89 sont

deux fois plus résistantes vis-a-vis du GW275175X (Underwood, Ferris et al. 2004).
Des études in vivo confrontant 1’efficacité relative du GCV, BDCRB, 175X et MBV

simultanément sur des modéles murins, montrent I’efficacité des composés benzimidazolés

dans des conditions mimant des cas de rétinites ou de greffe d’organes. Cependant les dérivés
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D-ribonucléosides sont efficaces sur les modeles infectés tels que le foie et le thymus mais
inefficaces sur des cas d’infections oculaires. Par contre, le MBV a montré une efficacité dans
les deux cas. Cette étude confirme que des cas de greffes peuvent trouver plusieurs alternative
thérapeutique alors que le cas des rétinites propose un choix plus restreint de molécules (Kern,

Hartline et al. 2004).
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Figure 24: Dérivés des 2,5,6-trihalo-1-(béta-D-ribofuranosyl)benzimidazoles: du
BDCRB au BTCRB. En rouge sont représentées les molécules ayant manifestées une

activité pharmacologique.

Une troisieme classe de dérivés benzimidazolés a été testée conjointement avec le MBV et
le BDCRB. Cette classe est constituée d’analogue a-5’-deoxyfuranosyl du TCRB, dont le
compos¢ UMJDI1311 en est le représentant.

Une étude montre que cette famille de molécules inhiberait une étape antérieure a la
maturation de ’ADN et a sa synthése. Il montre une efficacité a la fois contre les souches
résistantes au GCV, CDV, PFA, MBV et BDCRB (Evers, Komazin et al. 2004).

Entre 2004 et 2005, la chimiothéque initiée par la découverte des TCRB et BDCRB

s’agrandie de plus en plus en opérant différentes modifications chimiques susceptibles
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d’optimiser leurs efficacités (Chien, Saluja et al. 2004; Williams, Ptak et al. 2004; Chen, Wei
et al. 2005; Song, Vig et al. 2005).

Une nouvelle alternative a été¢ exploitée faisant intervenir le greffage d’L-amino acides
ester et comparée au BDCRB. Alors que le dérivé d’isoleucine montre une efficacité 40 fois
plus faible que celle de son parent, le lysyl ester exhibe une toxicité ¢levée. La meilleure
alternative semble étre I’aspartyl ester, L-Asp-BDCRB, qui fait preuve d’une haute activité
antivirale, d’une faible toxicité et d’une stabilité intéressante de ses liaisons ester et

glycosidique, ce qui a été confirmé en tests in vivo (Lorenzi, Landowski et al. 2005).

Un nouvel indice sur I’élucidation du mécanisme d’action des dérivés D-ribonucléosides
du BDCRB a été publié par I’équipe de Elke Bogner qui a montré une interaction directe entre
pUL56 et pUL104 inhibée par ces composés et en particulier par le dérivé tétrachloro du
BDCRB, le 2,4,5,6-tetrachloro-1-(2,3,5-tri-O-acetyl-B-d-ribofuranosyl)benzimidazole
(CLLRB) (Dittmer, Drach et al. 2005).

Le CLLRB a récemment donné naissance a un autre composé tétrahalogéné O-acétylé le 2-
bromo-4,5,6-trichloro-1-(2,3,5-tri-O-acetyl-B-d-ribofuranosyl)  benzimidazole = (BTCRB)
montrant une activité intéressante en inhibant 1’activité ATP-asique de pUL56 nécessaire au
clivage des concatéméres d’ADN néosynthétisés. Sa biodisponibilité in vivo doit étre testé
dans I’avenir afin de déterminer son potentiel de développement en tant que médicament

potentiel (Hwang, Kregler et al. 2007).

Les divers dérivés du BDCRB sont représentés a la Figure 24.

B.3.b. BAY 38-4766 et ses dérivés

D’autres inhibiteurs du cycle de la maturation et de 1’encapsidation de ’ADN viral de
type non nucléosidique ont été¢ développés. En particulier, une molécule, le 9-(1,3-dihydroxy-
2-propoxymethyl-N-[4({[5-dimethylamino)-1-naphtyl[sulfonyl } amino)-phenylpropanamide
ou, « plus simplement » BAY 38-4766. Ce lead a été¢ développé par le groupe pharmaceutique
BAYER a la fin des années 90, tant il a pu montré d’effet sur le cycle de maturation de I’ADN
(Contrafouris 1999; Hoffman and Skiest 2000).

Les efficacités de BAY 38-4766 et de sa prodrogue glycyl-ester, le BAY 40-1007, ont été
comparées au Ganciclovir in vitro et in vivo sur des modéles murins infectés par MCMV

(Cytomégalovirus Murin) et CMVH.

L’administration de ces molécules a ainsi montré leur efficacité in vitro avec toutefois une

efficacité¢ 10 fois supérieure sur les souches MCMV par rapport a leur effet sur CMVH mais
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tout de méme 600 fois plus actif que le GCV contre ces mémes souches de MCMV y compris

celles résistantes a GCV.

In vivo, les résultats sur le traitement d’organes (yeux, foie, glandes salivaires) se sont
avérés encourageant pour la poursuite des investigations du BAY 38-4766 et de ses

prodrogues (Buerger, Reefschlaeger et al. 2001).

Le BAY 38-4766 ne semble pas influencer la transcription des geénes ou leur synthése
mais manifeste toutefois un effet sur la surproduction de capside non infectieuse, c'est-a-dire
vide. Bien qu’influencant aussi les protéines pUL89, pULS56 et pUL104, comme le prouve la
présence de mutants résistants a8 BAY 38-4766, il est proposé que cette classe de molécules
non nucléosidiques agisse selon un mécanisme différent des dérivés benzimidazolés-D-

ribonucléoside.

En dehors du fait que le TCRB ou BDCRB restent efficaces contre les résistances au BAY
38-4766 et vice versa, ’action du BAY 38-4766 contre le MCMYV a déja été montrée, chose
qui n’a pas été vérifiée pour les BDCRB et TCRB. Puisque mécanismes d’action différents,
ceci suggere donc, a I’échelle atomique, une poche de liaison différente pour les deux classes
d’inhibiteurs. Ceci reste surprenant tant les sites de mutations imputés aux BDCRB et au
BAY 38-4766 sont proches a la fois sur pUL56 (acides aminés 202 et 208 pour BAY 38-
4766, 204 pour BDCRB) et pUL89 (358 et 344 pour BAY 38-4766 et BDCRB,

respectivement) (Buerger, Reefschlaeger et al. 2001; Evers, Komazin et al. 2002).

McSharry et al. et Reefschlaeger et al. confirment I'effet inhibiteur de BAY 38-4766 et un
de ses métabolites, BAY 43-9695 sur plusieurs souches de HCMV y compris certaines
résistantes ou sensibles au GCV, au GCV/CDV et GCV/PFA (McSharry, McDonough et al.
2001; Reefschlaeger, Bender et al. 2001).

Cependant, bien que visant a priori des cibles similaires, le BAY 38-4766 et le BDCRB
ont des effets antagonistes et synergétiques (observation difficilement explicable) alors que
l'association de 1'un ou l'autre avec des inhibiteurs de la synthése de I'ADN ont des effets

uniquement synergétiques (Evers, Komazin et al. 2002).

Sa biodisponibilité et sa faible toxicité ont été¢ finalement testées sur le cochon d'Inde
porteur de GPCMV (Guinea Pig Cytomegalovirus). Les résultats encourageants, notamment
sur la facilité¢ de ce composé a traverser les barriéres placentaires, en font un candidat de choix
pour le traitement des infections a CMV chez la femme enceinte afin d’empécher sa

transmission au feetus (Schleiss, Bernstein et al. 2005).

65



B.3.c. Les indolocarbazoles.

BAY 38-4766 et ses dérivés ne sont pas les seules molécules non nucléosidiques dont le
pouvoir inhibiteur contre le développement du CMYV ait été découvert. La classe chimique des
indolocarbazoles a ainsi fait son apparition dans la littérature traitant du cytomégalovirus

entre les années 1999 et 2000.

En criblant une chimiothéque d'inhibiteurs de protéines kinase sur pUL97, le composé
Arcyriaflavin A a montré son efficacité et a motivé la synthéses de dérivés pour des études de
SAR (Structure/Activity relationship) (Slater, Cockerill et al. 1999; Slater, Baxter et al. 2001).
A partir d’un set de molécules connues comme étant des inhibiteurs de protéines kinase
(PKI), des indolocarbazoles ont été remarqués pour leur faible cytotoxicité et une efficacité
redoutable se traduisant par une ICs, de I’ordre du nanomolaire comparée a celle du GCV

dans les mémes conditions qui était de I’ordre du micromolaire.

Ces molécules nommées G66976, K252a et K252¢ s’averent par contre inefficaces contre
des souches de HSV-1 traduisant ainsi leur spécificité vis-a-vis de pUL97. D’un autre coté,
une des molécules testées, G66850, montrée comme ayant un fort pouvoir inhibiteur sur la
cycline dépendante kinase cdk2a, est inefficace contre pUL97. Ceci montre donc que le motif
indolocarbazole contient une géométrie particulierement intéressante pour le développement
d’inhibiteurs de la phosphotransférase pUL97 (Zimmermann, Wilts et al. 2000). Romaker et
al ont prédits par docking le site de liaison d’un des indolocarbazole (NGIC-I) qui se loge
dans la poche catalytique au niveau des résidus His’®, Glu*?, Arg*">-Phe*"”’, Met*® et Cys*’

(Romaker, Schregel et al. 2006).
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V. PREDICTION DES INTERFACES PROTEINE-PROTEINE

Avant de rentrer dans le vif du sujet, il semble nécessaire de revenir sur les principes
fondamentaux concernant les protéines. Nous allons nous intéresser dans un premier temps
aux mécanismes cellulaires engendrant la synthese des protéines, les briques élémentaires les
constituant, et les différentes forces permettant le repliement et la cohésion moléculaire

amenant a la fonction.

La synthése des protéines est clairement divisée en deux étapes majeures: la transcription
et la traduction. La transcription fait intervenir I’ARN-polymérase (ARN-pol) qui va se fixer
sur ’ADN au niveau de sites spécifiques, précédant un gene, identifiable par les boites CAAT
et TATA constituant le « promoteur » du gene considéré. Ainsi, I’ARN-pol va dérouler la
double hélice d’ADN puis par complémentarité de bases et en se servant d’un brin d’ADN
comme matrice va procéder a la synthese de I’ARN-messager (ARNm). La synthése de
I’ARNm prend fin dés que I’ARN-pol va reconnaitre, de la méme maniere qu’elle reconnait
les séquences constituant le promoteur, la terminaison de la séquence du gene. L’ ARN-pol se
détache de ’ADN qui reprend alors sa forme hélicoidale alors que ’ARNm est libéré pour
que commence 1’étape de traduction du gene. La traduction des génes dépend dans un premier
temps du type d’organisme. Chez les procaryotes, I’ARNm est traduit directement alors que
chez les eucaryotes, une étape intermédiaire, 1’épissage va consister a garder les parties
codantes du géne (exons) et enlever les non codantes (introns). L’ARNm mature peut étre

exporté hors du noyau pour étre traduit en protéine au sein du cytoplasme.

La traduction démarre toujours par la reconnaissance par le ribosome du codon (triade de
nucléotides) initiateur AUG codant pour une méthionine. Alors que le ribosome va lire
I’ARNm codon par codon, un ARN de transfert (ARNt) spécifique a chaque acide aminé va
apporter le résidu considéré pour continuer 1’élongation de la chaine polypeptidique jusqu’a
ce que le ribosome rencontre le codon stop qui va marquer la fin de la synthése de la protéine.
La protéine est ensuite exportée hors de la cellule ou pas selon la fonction moléculaire qui lui

est attribuée.

A. Repliement Moléculaire.

Chaque acide aminé est cod¢ par un ou plusieurs codons différents au niveau de ’ARN

messager. On distingue vingt résidus différents constitué par le méme squelette: une fonction
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amine et une fonction acide d’ou leur nom d’acides aminés. Ils se différencient au niveau de

la chaine latérale porté par le carbone alpha situé sur le squelette.
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Figure 25: Diagramme de Venn des 20 acides aminés naturels. Le cercle rouge contient
les résidus hydrophobes, 1’ellipse marron les aliphatiques, 1’ellipse violette les aromatiques,
I’ellipse jaune les petits, I’ellipse orange les minuscules, le rectangle bleu foncé les polaires, le
rectangle cyan les chargés contenant les positifs (cercle bleu marine) et négatifs (ellipse

bleue).

Les acides aminés naturels se décomposent en plusieurs classes chimiques pouvant
intervenir dans la structure et la fonction des protéines en y permettant la formation des
différents types de forces intermoléculaires (Figure 25). D’aprés le code a une lettre, on
distingue ainsi les aliphatiques (A, V, L, 1) et les aromatiques (F, Y et W) capables de former
des interaction hydrophobes par interactions des méthyles pour les uns ou par « pi stacking »
pour les autres (empilement des cycles aromatiques par mise en commun de leurs €lectrons
pi). Les interactions électrostatiques se mettent en place avec des acides aminés chargés ou
dipolaires non chargés. Le caractére chargé des acides aminés dépend de leurs caractéristiques

acido-basiques intrinseques (Figure 26).
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Figure 26: Etat de charge des acides aminés en fonction de leur pKa.

C’est pourquoi on remarque que les acides aminés portant des fonctions acide
carboxylique dont les pKa des protons labiles sont de ’ordre de 3,7 et 4,3 pour les acides
aspartique et glutamique, respectivement, sont représentés, a pH physiologique (neutre), sous

forme de carboxylate faisant apparaitre une charge négative.

Par contre, les charges positives sont elles représentées par 1’intermédiaire des résidus
lysine -portant un groupement amine primaire (pKa = 9,5) - et arginine -un groupement
guanidino (pKx = 12) - quelque soit le pH. D’autres résidus telle que I’histidine peuvent
exister sous la forme cationique de leur groupement imidazole en deca de pH = 6,5. Le
caractere chargé des chaines latérales est largement déterminé par leur exposition au solvant
et en ’occurrence a 1’eau. Suivant ce parameétre, les pKa d’une histidine peuvent varier de 5,4
a la surface d’une protéine a 7,4 au centre actif (Liu, Ryan et al. 1997). Les interactions entre

charges sont fondamentales pour la cohésion de 1’édifice protéique. Les interactions charge-
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charge peuvent former des réseaux tels que la mutation d’un résidu chargé situé a la surface
de la protéine (a 20 A du site catalytique) peut entrainer une baisse considérable de 1’activité
biologique de la protéine. Cet effet traduit la dépendance de plusieurs régions €loignées d’une
protéine a travers un réseau étendu de forces électrostatiques (Loewenthal, Sancho et al. 1993;

de Kreij, van den Burg et al. 2002).

D’autres résidus ne sont pas chargés mais du fait de la présence d’hétéroatomes au niveau
de leurs chaines latérales sont le siége de dipdles électriques. Ainsi, les asparagine et
glutamine par leurs groupements amides, le tryptophane par son groupement indole, les
sérines, thréonines et tyrosines par leurs groupes hydroxyles forment des dipdles; ainsi que
proline, cystéine (thiol) et méthionine (mercapto) (Zimmerman, Eliezer et al. 1968; Grantham
1974). Dans 1’absolu, les charges jouent un réle si important dans la fonction des protéines
qu’une étude statistique diligentée par Thornton en 2002 a montré que les sites catalytiques
sont constitués a 65% de résidus chargés, de 27% de polaires et seulement 8% d’apolaires. En
particulier on soulignera que quatre acides aminés représentent a eux seuls plus de la moitié
des sites actifs: 18% d’histidines, 15% d’aspartates, 11% d’arginines et autant de
glutamates(Bartlett, Porter et al. 2002).

Pour résumer, la nature a mis a la disposition des divers organismes vivants vingt acides
amings faisant un étalage non exhaustif des fonctions chimiques possibles mais pouvant a eux
seuls subvenir aux besoins de la diversité des organismes vivants. On peut faire un distinguo
assez clair entre les résidus hydrophobes (y compris proline et glycine) plutot voués au
repliement pur des protéines alors que les résidus chargés et polaires sont en général destinés

aux processus catalytiques.

Nous venons de traiter ici des fonctions chimiques des chaines latérales mais le squelette
carboné¢ composé de fonctions carbonyles et amides est le siege de multiples ponts

hydrogenes contribuant en treés grande partie au repliement moléculaire.

I existe quatre types de structure intervenant dans la description des protéines. Celles-ci

sont définies selon le degré de repliement considéré.

La structure primaire d’une protéine est constituée par la succession d’acides aminés
appelée aussi « séquence ». Les différents résidus sont reliés les uns aux autres par une liaison
peptidique. Par convention, le premier acide aminé de la séquence est celui portant une amine
libre. C’est aussi le premier acide aminé qui a été traduit lors de la synthése de la chaine
polypeptidique: c’est D’extrémité N-terminal (N-ter). Le résidu portant une fonction

carboxylique constitue, quant a lui, I’extrémité C-terminal (C-ter).
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Les structures secondaires se décompose en trois grande classes: hélices, feuillets B et
coudes. Elles mettent en jeu des liaisons hydrogénes impliquant les atomes du squelette
protéique dépendant des couples d’angle ¢ et ¢ définis comme étant les angles diedres formés
par les atomes C’-NH;1-Coii41-C’i41 et NH;-Caoi-C’i-NHi:1, respectivement (C’est la convention
utilisée pour nommer le carbonyle du squelette). L’ensemble des couples de valeurs observées
expérimentalement peuvent étre reportées sur un diagramme appelé diagramme de

Ramachandran (Ramachandran, Ramakrishnan et al. 1963).

Les hélices sont soit a, 3o ou . L’hélice a est caractérisée par un pas de 3,6 résidus par
tour. Le tout est solidement maintenu par un réseau de ponts hydrogeénes impliquant les
oxygenes des carbonyles du squelette avec ’hydrogéne porté par la fonction amide du i+4 ™
résidu. Ainsi la distance typique de la liaison hydrogéne formée atteint 2,86 A c'est-a-dire une
longueur énergétiquement optimale pour ce type de liaison H. Tous les acides aminés peuvent
participer a ce type de structure secondaire avec une propension plus ou moins importante
selon le résidu. Tous sauf un: la proline qui, du fait du repliement de sa chaine latérale sur
I’azote de son squelette, est déficiente en atome donneur d’hydrogéne et donc ne peut
participer a une telle structure secondaire. En revanche elle peut former des hélices de type
poly-pro I ou II (Walter, Ealick et al.) suivant qu’elles soient constituées de prolines cis ou
trans, respectivement. Les deux autres types d’hélices, 3¢ et m, sont des variantes de I’hélice
o en ceci qu’elles sont respectivement plus ou moins compactes. L hélice 3y est d’ailleurs
observée seulement en fin d’hélice o alors que 1’hélice m n’est jamais rencontrée tant son

couple @/ est défavorable.

Les feuillets B sont des types de repliements locaux formés par 1’association d’au moins
deux brins béta. Ceux-ci se disposent de manic¢re paralléle ou anti-paralléle et 1a encore
mettent en jeu des liaisons hydrogénes entre les groupements carbonyles et amides du
squelette. Les feuillets sont des structures étendues qui ne sont pas planes mais légérement
distordues. Pour la méme raison évoquée précédemment (carence de proton amide) les

prolines ne peuvent étre impliquées dans de telles structures.

Enfin, les coudes sont des structures secondaires extrémement localisées pontant d’autres
structures secondaires. Ils impliquent trois a quatre résidus et certains résidus comme la
glycine (du fait de sa chaine latérale extrémement peu volumineuse) y sont fréquemment
rencontrés. Le Tableau 5 regroupe les différentes valeurs caractérisant les différentes

structures secondaires.
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Angles de liaisons |résidues translation
par tour pjar_

o w @ résidue
feuillet B antiparalléle | -139 | 135 | -178 2 34
feuillet B paralléle 119 | 113 | 180 2 3.2
hélice o droite 57| AT | 180 3.6 1,5
helice 3., 49 | -26 | 180 3 2
helice = -7 | -70 | 180 4.4 1.15
poly(Pra)l -83 [ 158 | O 3,33 1.9
poly(Pro)ll -fg | 149 | 180 3 3,12

Tableau 5: caractéristiques géométriques des différents éléments de structure

secondaire des protéines.

La structure tertiaire est le repliement tridimensionnel de la chaine polypeptidique de
protéines monomériques. Il est a présent largement admis que la force motrice de ce
repliement est constituée par des interactions hydrophobes entre domaines (structures
secondaires) (Anfinsen 1973; Tsai and Nussinov 2001; Kmiecik and Kolinski 2007). En
milieu aqueux, il y aura formation d’un cceur hydrophobe alors que les résidus hydrophiles
seront répartis a la surface de la molécule. Les processus de repliement sont certes dirigés
principalement par ces interactions mais la présence de ponts disulfures entre chaines latérales
de cystéines ou I’isomérisation de prolines tout aussi indispensable a 1’intégrité structurale des
protéines doit étre contrdlés. [n vivo ce sont des enzymes spécifiques chargées du repliement
ou de la dégradation de protéines défectueuses qui vont aider a accomplir cette fonction. Ces
enzymes sont connues sous le nom de chaperonnes principalement localisées dans le
réticulum endoplasmique (Lee and Tsai 2005; Ni and Lee 2007). Enfin, certains ions
métalliques de différents degrés d’oxydation issus du manganese, du fer, du nickel, du cuivre,
du zinc, du calcium, du magnésium, et dans une moindre mesure du cobalt, du molybdéne, du
tungsténe ou du cadmium peuvent contribuer au repliement tertiaire d’une protéine en
rapprochant par liaison ionique des chaines latérales d’acides aminés situés a plusieurs
dizaines de résidus d’intervalle dans la séquence. Du fait de leur changement potentiel de
degré d’oxydation, ils interviennent notamment dans des réactions de transferts d’électrons
mais aussi dans la reconnaissance de I’ADN comme les motifs liant le zinc (Bavoso, Ostuni et

al. 1998; Lachenmann, Ladbury et al. 2004).

Le dernier degré de structuration des protéines est 1’assemblage de plusieurs chaines

polypeptidiques qui va conduire a des édifices moléculaires de tailles considérables comme
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les ribosomes, des anticorps ou des récepteurs membranaires. Nous développerons plus en

détails la structure quaternaire lors de la description des domaines d’interactions.

B. Processus De L’évolution Moléculaire

D’apres (Creighton 1984)

Le principe d’évolution peut étre appréhendé de deux manicres différentes selon 1’échelle
a laquelle on se place mais I’'une découle de ’autre. La premicre est celle développée par
Charles Darwin qui a créé des liens de parentés entre les différentes formes de vie a partir
d’observations faites sur leurs similitudes anatomiques. La deuxiéme est celle concernant les
molécules de la vie. A4 priori, si I’on se base uniquement sur la chimie des différents
organismes vivants rien ne les différencie du point de vue moléculaire: ils sont tous constitués
des mémes nucléotides, des mémes acides aminés, des mémes saccharides. Bref, des mémes
briques €lémentaires a tel point que les mémes isomeres sont utilisés quelle que soit I’espéce
(L-amino acides et D-ribonucléotides). De plus, la proportion de chaque acide aminé dans
toutes les protéines, de tous les étres vivants, est comparable. Ceci est largement di au
nombre de codons pouvant coder un méme acide aminé (Tableau 6). De cette manicre, la
leucine est trés représentée car codée par six codons différents alors que le tryptophane est
beaucoup plus rare car codé par un seul codon. L’arginine fait toutefois exception. Ceci
s’explique par le fait qu’elle provient du cycle de 1'urée, voie de synthése de 1’ornithine,
originellement le vingtiéme acide aminé. Il semblerait que I’arginine soit finalement rentrée
en compétition avec I’ornithine et I’ait finalement emporté sur son précurseur. Mais malgré
cette victoire, il n’en reste pas moins que I’arginine est moins représentée que ce que l’on
pourrait prévoir. Ceci est sirement di au fait que la nature a préféré privilégier la lysine pour
compenser 1’ornithine (se différenciant de la lysine par un —CH2 surnuméraire). Malgré tous
ces ¢léments communs aux différentes especes du régne animal, il s’est bien passé quelque

chose pour constater des différences évidentes entre la bactérie et 1’éléphant.

Pour essayer de comprendre comment la vie a pu se diversifier a ce point, remontons a
quelques 4,5 milliards d’années. La Terre se forme et n’est alors qu’un milieu hostile a la vie
telle que nous la connaissons aujourd’hui. Les seules molécules qui prédominent sont le CO»,
CO, N, et H,0O. Par suite de bombardements ultraviolet et €lectrique (provenant de la foudre)
les premicres réactions photochimiques ont lieu pour donner les acides aminés, les
nucléotides, les saccharides et les autres molécules constituant la Vie. Comme nous venons de
I’évoquer, la conservation d’un seul isomere par type de molécule est troublante et bien

qu’elle soit probablement le fruit du hasard on peut malgré tout parler de sélection du point de
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vue de la Chimie. Puis, par un processus encore inconnu, la Chimie est devenu Vie. Le
premier organisme vivant est apparu avec tout ce qui caractérise la vie a savoir la naissance, la
croissance et la mort en passant par la procréation. Mais, la grande question vient du fait que
pour se développer I’organisme a besoin de protéines pouvant accomplir différentes fonctions
biologiques dont la réplication de I’ADN mais ces mémes protéines sont en étroite relation
avec le code génétique. On en revient a la grande question de ’humanité: lequel est venu

avant I’autre: 1’ceuf ou la poule ?

De cet organisme ancestral -qui devait €tre un « extremophile » au vu des conditions
climatiques et atmosphériques qui prédominaient en ces temps reculés, ont découlé toutes les
formes de vie, fruits de la spéciation. La spéciation a certainement comme facteur
prépondérant la localisation géographique des especes. Celles-ci ont chacune muté et laissé
survivre les individus viables au détriment des formes ne pouvant se reproduire a cause de
mutations les privant d’une ou plusieurs fonctions vitales. Les différentes mutations

génétiques sont de trois types: délétion, insertion ou substitution.

Dans le premier cas, le moindre mal est celui d’une délétion de trois codons consécutifs
qui prive la protéine associée d’un acide aminé. Si cet acide aminé n’est pas primordial pour
la conservation de la fonction, 1’organisme survivra. Si cette mutation entraine de graves
conséquences sur le repliement et donc la fonction, il y a de fortes chances que 1’organisme ne
survive pas pour pouvoir transmettre a sa descendance ce geéne mutant. Si la délétion
intervient sur le premier ou le deuxiéme nucléotide c’est tout le cadre de lecture qui se trouve
décalé donnant naissance a une séquence completement différente de 1’originale et donc
n’assurant pas la viabilité de ’organisme. De la méme manicre, 1’insertion d’un ou deux
nucléotides aura un effet similaire sur le produit de la traduction. Enfin, le dernier cas est celui
de la substitution. Comme le sous-entend le Tableau 6 de correspondance entre codon et acide

aming, c’est finalement le deuxieéme nucléotide qui conditionne la physico chimie de I’acide

aminé.
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Tableau 6: Codons des acides aminés dans I’ARN.

Alors qu’une substitution du premier nucléotide donnera un acide aminé trés proche
chimiquement, un changement du troisieme n’a souvent aucun effet sur le résidu résultant.
Ainsi, on peut affirmer que des especes proches auront des séquences de protéines tres
proches qui donneront des repliements comparables. Une mutation a priori peut toucher un
résidu sans conservation de propriété si celui-ci a un rdle négligeable dans la structure ou la
fonction, avec conservation de la physicochimie si cela optimise la fonction biologique de la
protéine, mais elle se produira a une fréquence quasi-nulle sur des positions impliquées
directement dans la fonction (ex: dans le cytochrome c les résidus impliqués dans la fixation
de I’héme). Plus des protéines proviennent d’espeéces proches plus leur homologie de

séquence sera ¢levée du fait d’un long passé en commun.

Un autre événement génétique est a I’origine de la complexité croissante des organismes:
la duplication de génes. Ces phénomenes se produisant au moment de la mitose, vont avoir un
impact direct sur I’augmentation du génome et donc du nombre de protéines coexistant dans
les cellules. La duplication de génes donnera naissance a des motifs répétés dans une méme
protéine, chaque domaine subissant indépendamment les lois de divergences par mutations
successives. Une autre possibilité est la production en double exemplaire d’une méme
protéine. L une conservera la fonction initiale alors que la seconde pourra muter a volonté
pour acquérir d’autres fonctions ou compléter celles préexistant dans la protéine initiale. Un

autre phénomene expliquant la diversité moléculaire est le crossing-over entre deux geénes
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portés par deux chromosomes différents qui va mener a deux protéines hybrides dans
lesquelles chacune portera un domaine initialement portée par I’autre (Vogel, Bashton et al.

2004).

Il faut bien rappeler que I’existence de telle ou telle protéine, suite a un processus
génétique, qu’il soit de la simple mutation d’un nucléotide au crossing-over entre des portions
de chromosomes, n’a été permis par la Nature que parce qu’il ne contrarie pas la viabilité et la
pérennité d’une espéce. Au contraire, ces modifications auraient plutdt tendance a augmenter

les performances de la machinerie cellulaire.

C. La Recherche Des Domaines D’interactions

Les interactions entre protéines sont au centre des processus biologiques ou des protéines
vont s’associer a leurs partenaires pour remplir une fonction. La connaissance de ces
complexes est d’une importance capitale dans le développement de nouvelles molécules a
viser thérapeutique. En particulier, en virologie, cancérologie ou bactériologie I'intérét est
d’identifier les différents partenaires pour comprendre les mécanismes de développements de
pathogeénes d’une part, et de formuler des inhibiteurs pouvant perturber ces interactions,
d’autre part. La connaissance de la topologie des interfaces s’avére indispensable pour
formuler des molécules agissant de maniere hautement spécifique sur ces complexes
supramoléculaires: ceci constitue la base de la conception rationnelle d’inhibiteur aussi

appelée drug design.

C.1. Alignements de séquences.

Toute ¢tude phylogénétique débute par la comparaison de plusieurs séquences
polypeptidiques. Les travaux de Margaret Oakley Dayhoff, publiés dans son Atlas of Protein
Sequence and Structure (Dayhoff 1978), constituent la base de la recherche bioinformatique
pour relier des protéines par des liens de parenté. Les principaux résultats sont basés sur 71
comparaisons entre groupes de séquences de protéines connues pour étre de proches parents ,
c'est-a-dire identiques d’au moins 85%, afin de minimiser a la fois les ambiguités lors de
I’alignement et le nombre de mutation coincidentes. 71 arbres phylogénétiques ont ainsi pu
étre reconstitués en déterminant le nombre d’acides aminés divergents, d’une espéce a une

autre, a 'intérieur d’un méme groupe. L’exemple du cytochrome C est illustré en Figure 27.
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Figure 27: Arbre phylogénétique du cytochrome C.

Ces différents alignements ont donné naissance aux matrices PAM (Point Accepted
Mutation) qui donnent la probabilité pour qu’un acide aminé soit muté par un autre tout en
conservant la fonction de la protéine. La premiere matrice 1PAM (Percent Point Mutation)
donne la probabilité qu’une substitution apparaisse sur 100 acides aminés.

Les matrices PAM donnent des probabilités exprimées en logarithmes décimaux ce qui
permet une extrapolation des fréquences de mutations pour de plus longs intervalles de temps
d’évolution. Ainsi la matrice 2PAM=1PAM x 1PAM ; 3PAM=2PAM x 1PAM,... A chacune
de ces matrices XPAM correspond une matrice de mutation de Dayhoff appelée PAMX

utilisée dans les alignements de séquences.
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Tableau 7: Matrice de substitution PAM?250.

Par exemple, la matrice PAM250 (Tableau 7) donne la probabilit¢ que 250 mutations
différentes aient eu lieu pour une séquence de 100 acides aminés. Du fait des mutations
silencieuses et des reversions de mutations, cette matrice correspond a des séquences
homologues a 20%. Une valeur faible (négative) correspond a une substitution peu probable
(ex: W/C = -8) alors qu’une valeur élevée correspond a une forte probabilité de substitution
(ex: Y/F=17).

Les matrices PAM sont un peu moins utilisées maintenant au profit des matrices
BLOSUM (BLOcks SUbstitution Matrix). Les raisons sont les suivantes:

1. T'hypotheése de départ des matrices PAM est que tous les acides aminés ont une
probabilité de mutation égale

2. le nombre de séquences protéiques a l'origine des matrices PAM (en 1978) était
restreint en regard de I'échantillon de séquences protéiques a l'origine des matrices
BLOSUM. Il est cependant a noter qu'en 1992, le nombre de séquences et de familles
ont été actualisé par 1'analyse de 16130 séquences pour 2621 familles de protéines.

3. l'¢échantillon de séquences protéiques a l'origine des matrices PAM était biaisé car la
majorité¢ des séquences sont celles des petites protéines globulaires.

Les matrices PAM ont donc été supplantées par les matrices développées par Henikoff &
Henikoff (Henikoff and Henikoff 1992) au début des années 1990. Comme leur nom

I’indique, ces matrices sont construites a partir de 2000 blocks provenant de 200 familles de
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protéines différentes. Les blocks sont en fait des régions parfaitement conservées ne contenant
ni insertions ni délétions. Une banque de données reliée a ces matrices est tenue a jour
régulicrement pour y inclure de nouveaux blocks sur http://blocks.therc.org/ (Henikoff,

Greene et al. 2000).

La procédure consiste premierement en un alignement de séquences trés conservées pour
obtenir des BLOCKSs. Puis a partir de ces BLOCKs sont constitués des sous-ensembles
contenant des portions de séquences a un degré d’identité donné. Ainsi, on obtient une
probabilité de substitution pour chaque pair d’acides aminés dont découle la matrice
BLOSUM. La matrice BLOSUMG60 est obtenue pour 60% d’identité. Ces matrices se révelent
tres efficaces pour des alignements locaux de séquences similaires d’ou leur utilisation dans

des logiciels de type BLAST (Altschul, Madden et al. 1997).

En pratique, il est préférable d’utiliser une matrice BLOSUM ¢levée ou une PAM faible
pour des séquences trés similaires. Inversement, pour des séquences plus éloignées on

choisira une PAM ¢élevée ou une BLOSUM faible.

C.2. Trace de I’évolution.

La phylogénie par I'intermédiaire des alignements de séquences est d’une importance
capitale pour I’¢lucidation des fonctions biologiques. Dans ce but, plusieurs équipes ont tenté
depuis deux décennies de déterminer les régions essentielles qui conferent la fonctionnalité
des protéines. L’analyse des séquences de familles de protéines basée sur I’argument de la
conservation impliquant la fonction a été¢ d’autant plus consolidée par la considération des
milliers de structures disponibles dans la Protein Data Bank
(http://www.rcsb.org/pdb/statistics/holdings.do). A ce jour, plus de 50000 structures de
protéines et d’acides nucléiques y sont réunies grace a la contribution de la diffraction des
rayons X (85%), de la Résonance Magnétique Nucléaire (14%) et par la microscopie
¢lectronique et autres techniques (1% restant, diffraction des électrons, neutrons et fibres,
diffusion en solution, spectroscopie infrarouge...). Cette base de données permet de corréler
des données tridimensionnelles redondantes au sein d’une famille de structures reliées entre
elles par des liens phylogénétiques. C’est donc sur ce principe que Lichtarge (Lichtarge,
Bourne et al. 1996) établit le principe de la Trace de 1I’Evolution (evolutionnary trace en
anglais, ET) a partir d’alignements de séquences desquels des informations de conservations
de certains épitopes sont déduites afin d’expliquer une fonction catalytique ou structurale. Ces

résidus sont ensuite resitués dans 1’espace, grace aux structures disponibles dans la PDB, et
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des cibles thérapeutiques sont alors identifiés (Innis, Shi et al. 2000; Sowa, He et al. 2001). Le

principe de I’ET repose sur deux observations :

4. Les structures de protéines ayant un ancétre commun divergent treés faiblement au
niveau des domaines « vitaux » impliqués dans la fonction qu’elle soit catalytique ou

de reconnaissance moléculaire (Chothia and Lesk 1986).

5. Le corollaire de la premicre hypothése est qu’il a été observé beaucoup moins de
mutations durant I’évolution au sein de ces sites critiques (Zvelebil, Barton et al.

1987).

Par conséquent la méthode décrite par I’ET vise a identifier des sites importants pour les
protéines faisant I’hypothése que les domaines importants pour la protéine sont situés dans
des environnements tridimensionnels similaires et que le taux de mutation a leur niveau est
bien plus faible que partout ailleurs dans la protéine. Ceci a ét€¢ mis en évidence par I’étude de
familles de protéines dont les structures tridimensionnelles étaient connues. Le processus de
détermination des traces s’initie par un alignement de séquences de plusieurs protéines
appartenant a une méme classe. Des sous-familles vont étre générées en fonction du taux
d’homologie entre les séquences et va donner lieu a la reconstruction d’un dendrogramme ou
arbre phylogénique. Pour chaque sous-famille une premiére trace est estimée en considérant
uniquement les résidus parfaitement conservés. Les séquences consensus identifiées sont a
leur tour alignées entre elles pour ne faire ressortir que les résidus hypothétiquement
importants pour les protéines. Une nuance est cependant introduite concernant des positions
conservées a travers toute la famille de protéines mais divergeant dans leur nature: ces
positions sont alors appelées classe-spécifiques. Finalement, la trace est reportée (par un code
couleur) sur les structures tridimensionnelles et les domaines fonctionnels identifiés (Figure

28).
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Figure 28: Principe de la détermination de la trace de I’évolution selon Lichtarge
(Lichtarge, Bourne et al. 1996). A partir de trois alignements de séquences propres a une sous
famille de protéines une premiere séquence consensus pour chacune d’elle est déterminée.
Ces séquences consensus sont a leur tour alignées afin d’en extraire la Trace de 1’évolution.
Les « X » représentent les résidus classe-spécifiques propres a chaque sous-famille, les lettres
en majuscule sont les résidus parfaitement conservés. Le repositionnement de ces résidus dans
une structure tridimensionnelle refléte la concentration topographique des résidus

parfaitement conservés et classe spécifiques.

Mais la trace de I’évolution ne peut a elle seule permettre une prédiction des domaines
d’interaction des protéines puisque la conservation de certains résidus implique deux
possibilités a savoir la constitution d’un site catalytique ou I’identification d’un épitope li¢ a
la reconnaissance moléculaire. Il est donc indispensable de pouvoir différencier ces deux
classes par une analyse plus fine des interfaces protéine-protéine impliquées dans de

nombreux mécanismes biomoléculaires.

C.3. Analyses des Hot spots
L’analyse en composition des interfaces protéiques est un champ de recherche trés intense
tant 1’enjeu est important. En effet, les processus moléculaires sont connus pour faire
intervenir plusieurs chaines polypeptidiques. Celles-ci peuvent s’assembler de maniére
permanente ou temporaire. Dans tous les cas, ces interactions doivent étre spécifiques ce qui
fait appel a la notion de reconnaissance moléculaire. Du point de vue pharmaceutique,

I’intérét de comprendre les reégles physicochimiques qui régissent ces interactions peut aboutir
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a la conception d’inhibiteurs spécifiques pouvant bloquer la formation de complexes

protéiques d’origines virales notamment.

Dans ce but, plusieurs équipes se sont lancées dans la rationalisation des régles régissant
les interactions protéine-protéine. Toutes se sont basées sur des études statistiques impliquant
des échantillons de quelques dizaines (Janin and Chothia 1990; Young, Jernigan et al. 1994;
Bogan and Thorn 1998) a plusieurs centaines (Tsai, Lin et al. 1997; Rodier, Bahadur et al.
2005) de structures tridimensionnelles de complexes contenus dans la PDB. A ce jour, I’étude
employant le plus grand nombre de complexe est celle de Ofran et Rost, menée en 2003
(Ofran and Rost 2003). La fagon de classer les structures d’un échantillon statistique mene a
la différentiation des structures selon divers critéres. Ceux-ci incluent le caractére temporaire
ou permanent des complexes (Glaser, Steinberg et al. 2001; Ansari and Helms 2005), les
familles biologiques de protéines (anticorps/antigéne, immunoglobulines, serine
protéase/inhibiteurs...) (Janin and Chothia 1990; Jones and Thornton 1996; Lo Conte,
Chothia et al. 1999; Hu, Ma et al. 2000), les structures secondaires impliquées dans les
interfaces (Eilers, Patel et al. 2002; Ansari and Helms 2005) ou en combinant une distinction
sur la nature homo- ou hétérodimérique du complexe avec leur caractére plus ou moins
permanent (Ofran and Rost 2003). Aprés avoir défini les groupes d’interfaces il reste a
déterminer la distance a partir de laquelle deux résidus de deux chaines différentes
interagissent. Cette distance est généralement prise entre 3,5 A pour des interactions entre les
atomes du squelette et jusqu’a 6 A pour les atomes lourds des chaines latérales (Hu, Ma et al.
2000; Glaser, Steinberg et al. 2001; Ansari and Helms 2005; Keskin, Ma et al. 2005). En
recoupant les différentes informations on peut distinguer deux familles de complexes comme

les ont décrits Ofran & Rost: hétéro- et homo- obligomeéres et hétéro- et homo- complexes.

Les homo- et hétéro- obligomeéres sont formés de deux chaines identiques ou différentes,
respectivement, liées de maniére permanente pour assurer continuellement une fonction

biologique. L’hémoglobine est un exemple d’hétéro- obligomeres.

Les homo- et hétéro complexes sont décrits selon les auteurs comme des édifices
moléculaires formés de maniére ponctuelle comme les protéases a sérine avec leurs substrats.
Une fois le clivage de la chalne peptidique effectué¢ le substrat est séparée de 1’enzyme pour
que cette derniére accomplisse une nouvelle catalyse (Janin and Chothia 1990; Jones and

Thornton 1996).

La classification des interfaces sur le critere d’homologie de séquence entre les chaines

entrant en contact ne montre pas toujours de différences flagrantes (Ofran and Rost 2003;
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Rodier, Bahadur et al. 2005). Par contre, le caractére permanent ou temporaire d’une

interaction peut é&tre mis en ¢équation par la considération de plusieurs facteurs

physicochimiques. D’une maniére générale, on peut distinguer trois ¢léments que sont la

taille, la forme et la balance existante entre résidus hydrophobes et polaires présents a

I’interface.

l.

La différenciation des différents complexes en fonction de leur taille est largement
dépendante de 1’échantillon statistique de structures considérées. En 1990, Janin et al.
définissent quinze interfaces comme petites quand celles-ci n’excédent pas les 600A2
et grandes au-dela de 1600 A2 (Janin and Chothia 1990). Bogan, en 1998, constate sur
une vingtaine de dimeres et monomeres que la taille minimum d’une interface est
généralement supérieure a 600 A2 (Bogan and Thorn 1998). En 2001, 1’équipe de
Glaser les considére petites en deca de 1000 A et grandes au-dessus de 5000 A2 et ce
sur 621 interfaces homo- ou hétérodimériques (Glaser, Steinberg et al. 2001). En
confrontant, d’une part, des études menées sur des complexes temporaires (Janin and
Chothia 1990; Ansari and Helms 2005) montrant en particulier I’implication en
moyenne de 30 a 70 acides aminés aux interfaces et, d’autre part, celles sur
I’observation d’obligoméres qui met en relief une redondance de taille d’interface
croissante avec le poids moléculaire des partenaires (Jones and Thornton 1996) ; on
arrive a la conclusion que la taille de I’interface va de pair avec la longévité du

complexe.

En plus de la taille, la forme des interfaces est aussi déterminante. Jones & Thornton
ont montré en particulier que les hétérocomplexes se forment a travers des interfaces
planes alors que les homocomplexes exhibent des formes s’enchevétrant les unes dans
les autres stabilisant ainsi fortement le complexe (Jones and Thornton 1996). Plusieurs
autres exemples mentionnent des interactions multisegmentielles c'est-a-dire faisant
intervenir plusieurs épitopes €loignés dans I’espace (Lo Conte, Chothia et al. 1999;
Ofran and Rost 2003; Keskin, Ma et al. 2005). Par contre, le lien établi par Jones &
Thornton entre la nature homo- ou hétéro dimere semble fortuite probablement due au
fait que I’ensemble statistique analysé comportait des obligomeres principalement
homodimériques et des complexes temporaires plutot hétérodimériques. Une
interpénétration bloquera le complexe dans une conformation stable alors qu’une
interface plane facilitera sa dislocation par gain d’entropie déstabilisante (Janin and
Chothia 1990). Par contre, une équiprobabilit¢ des différents types de structures

secondaires a été observée aux interfaces avec toutefois des appariements préférentiels

83



entre hélices d’une part et entre feuillets d’autre part. Les fragments dépourvus de
structures secondaires (random coil), du fait de leur flexibilité, ont quant a eux une
facult¢ d’adaptation de leur conformation envers n’importe quel type de partenaire

(Jones and Thornton 1996; Ansari and Helms 2005).

Le caractére permanent ou temporaire d’un complexe dépend du nombre et de la
nature des interactions siégeant au sein de I’interface. Ceci se répercute donc sur sa
composition en acide aminé. Comme pour le repliement, la liaison des chaines
polypeptidiques est influencé par I’environnement aqueux dans lequel elles baignent
comme le sous-tend le modele de la goutte d’huile (Tsai, Lin et al. 1997; Purkiss,
Skoulakis et al. 2001). La répartition des molécules d’eau est intimement li¢e a celle
des résidus hydrophobes qui par définition chassent 1’eau. Cependant, en mettant a
contribution les doublets non-liants de son atome d’oxygene, 1’eau peut se loger dans
des cavités et établir deux liaisons hydrogénes afin de ponter deux résidus pour
favoriser une conformation. Rodier et al. ont estimé que 1’eau participe a hauteur d’un
tiers des liaisons hydrogenes dans lesquels elle est impliquée comme donneuse
d’hydrogenes avec les carbonyles du squelette peptidique et environ 12% en tant
qu’accepteur avec les amides du squelette (Rodier, Bahadur et al. 2005). Sinon, I’eau
forme des liaisons hydrogénes avec Asp, Glu, Arg, Ser et Tyr mais beaucoup moins
avec Lys (Purkiss, Skoulakis et al. 2001; Rodier, Bahadur et al. 2005). Cependant, la
présence d’eau peut s’avérer indésirable pour la stabilisation des complexes. C’est
pourquoi dans les complexes permanents 80% a 90% de la surface d’interaction est

déshydratée (Figure 29) (Janin and Chothia 1990; Purkiss, Skoulakis et al. 2001).
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Figure 29: Répartition des molécules d'eau dans différentes interfaces. Dans chaque
image une protéine est représentée en surface et I’autre en ruban. Les sphéres vertes
représentent les molécules d’eau. Les interfaces sont colorées en rouge ou bleu. Les codes

PDB des complexes sont précisés dans chaque cas (Rodier, Bahadur et al. 2005).

Du point de vue de la composition en acides aminés, ce phénoméne se traduit par une
large proportion de résidus hydrophobes (60% environ) (Janin and Chothia 1990; Purkiss,
Skoulakis et al. 2001; Ofran and Rost 2003; Fooks, Martin et al. 2006). Ces hydrophobes
(Leu, Ile, Val, Ala) ont, du fait de leurs chaines latérales flexibles, la capacités de favoriser un
packing efficace des interfaces. Pour des complexes de grandes tailles I’hydrophobicité est
importante toujours dans le méme but: stabiliser le complexe (Janin and Chothia 1990; Tsali,
Lin et al. 1997; Ansari and Helms 2005). Le taux d’hydratation d’une surface est souvent
exprimé en ASA (Accessible Surface Area) c'est-a-dire la surface globale ou partielle d’un
polypeptide qui rentre en contact direct avec I’eau. Plus la zone observée est hydrophobe plus
I’ASA sera faible. Dans le but de favoriser 1’interaction, ’ASA va diminuer progressivement
de I’extérieur vers I’intérieur de ’interface (Keskin, Ma et al. 2005). En terme d’ASA, les
petites interfaces sont accessibles a 25% et les grandes a 5% (ce qui concorde avec les chiffres
de Rodier énumérés plus haut). On s’apergoit que les résidus importants pour 1’interaction

protéine-protéine sont protégés de 1’eau par un gradient d’hydrophobicité croissante depuis

85



I’intérieur de I’interface vers I’extérieur. On appelle ses résidus hot spots car ils contribuent
de manicre significative a la reconnaissance et a la stabilisation du complexe qu’il soit
temporaire ou permanant (Bogan and Thorn 1998). La quantification de leur implication dans
’interaction est mesurée via alanine scanning (mutation ponctuel d’un résidu en alanine) en
mesurant la différence d’énergie entre la forme native et la forme mutée du complexe (Figure
30). On estime généralement qu’un hot spot apporte une contribution a 1’énergie de
stabilisation du complexe d’au moins 2 Kcal/mol (Bogan and Thorn 1998; Moreira,
Fernandes et al. 2007). Cependant, cette mesure peut étre faussée par une contribution
concertée de plusieurs résidus comme le font les hydrophobes par la coopérativité de plusieurs
interactions de Van Der Walls isolément faibles. C’est pourquoi un autre type d’expérience a
émergé: ’alanine shaving. Cette expérience consiste a muter en alanine non pas un mais

plusieurs résidus en méme temps (Bogan and Thorn 1998; DeLano 2002).
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Figure 30: Contribution énergétique des résidus au sein de l'interface. La contribution

des acides aminés impliqués dans I’interaction avec le partenaire est représentée par le code
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couleur précis¢, exprimée en Kcal/mol mesurée par alanine scanning (Bogan and Thorn

1998).

Une corrélation a été établie entre le taux de conservation d’un acide aminé et sa
propension a étre un hot spot. Il semblerait que chaque famille de protéines conserve tout au
long de son arbre phylogénique une « empreinte digitale » qui lui est propre (Hu, Ma et al.
2000; Keskin, Ma et al. 2005). L’étendue de la conservation le long de I’interface est
cependant variable. Par exemple, chez les anticorps le taux de conservation est homogéne sur
la totalit¢ du site de contact et en particulier concernant les résidus aromatiques qui
remplissent la fonction de reconnaissance moléculaire (Janin and Chothia 1990; Hu, Ma et al.
2000). Par contre, dans le cas des protéases a sérine la conservation suit un gradient dégressif
de I’intérieur vers I’extérieur de I’interface (Keskin, Ma et al. 2005). On remarque que ce
gradient est inversé par rapport a celui suivi par I’hydrophobicité. Ces comportements croisés
du facteur hydrophobe avec le caractére phylogénique sont une illustration physique du rdle
de chaque type de force (covalente, ionique, dipolaire et hydrophobe) dans la réalisation de
I’interaction protéine-protéine. L’idée selon laquelle les hot spots sont protégés de I’eau par
un cortege d’interactions hydrophobes impliquant des résidus hydrophobes modérément
conservés (Hu, Ma et al. 2000) constitue la base de I’hypothese de l’anneau (O-ring
hypothesis) (Bogan and Thorn 1998; Rodier, Bahadur et al. 2005; Moreira, Fernandes et al.
2007). Ceci rejoint clairement les études entreprises sur les traces de I’évolution établie par
Lichtarge (Sowa, He et al. 2001; Zhu and Tytgat 2004). Un troisieme gradient qui suit
remarquablement celui de la conservation est celui concernant les énergies d’interaction mises
en jeu dans I’interface comme I’illustre Bogan qui montre la relation entre AAG® (différence

d’énergie entre forme sauvage et mutée par alanine scanning) et ASA.

Hu explique que les interactions hydrophobes alentours sont importantes pour la stabilité
du complexe et les interactions ¢électrostatiques conditionnent 1’orientation des chaines pour la
reconnaissance moléculaire spécifique (Hu, Ma et al. 2000). La stratification des interactions
le long de la surface explique pourquoi différents types de résidus sont localisés de maniére
redondante au cceur, pour certains, et aux alentours, pour d’autres, de D’interface. On
comprend donc pourquoi on rencontre au centre des arginines, des aromatiques (Bogan and
Thorn 1998) et des polaires tant ils peuvent offrir de possibilités de former des liaisons
hautement énergétiques (Glaser, Steinberg et al. 2001; Ofran and Rost 2003; Ansari and
Helms 2005). Les cystéines sont représentées dans tous les types de complexes grace a leur

faculté exceptionnelle a pouvoir former des ponts disulfures et donc lier de maniere covalente
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deux molécules (Tsai, Lin et al. 1997; Glaser, Steinberg et al. 2001; Ofran and Rost 2003;
Ansari and Helms 2005). L’arginine est exceptionnelle elle aussi car elle peut offrir cinq types
d’interactions. En effet, elle peut former i. cinq liaisons hydrogénes simultanément grace a
son groupement guanidino, ii. des ponts salins avec des aspartates ou des glutamates, iii. des
interactions dipolaires du fait de 1’asymétrie marquée de son nuage électronique sous
I’impulsion de son groupement électroattracteur guanidino, iv. des zm-stacking grace a la
délocalisation de sa charge en bout de chaine, et enfin de maniére plus surprenante v. des
interactions hydrophobes via sa chaine aliphatique a trois méthylenes. Ce dernier point
explique pourquoi des appariements Lys/Arg sont observés malgré des charges de méme
signe. C’est en fait une véritable interaction hydrophobe qui y est formée (Bogan and Thorn
1998; Glaser, Steinberg et al. 2001; Ansari and Helms 2005). On note aussi un appariement
TrpA™™/Arg*Phiee qu détriment de Trp*™™/Arg®™®. Les ponts salins impliquent aussi les
appariements Lys/Asp ou Lys/Glu. Les interactions dipolaires impliquent, en plus des Arg,
Lys, Asp et Glu déja cités, Ser, Tyr et Thr via leurs groupes hydroxyles, Asn et Gln via leurs
groupements amides. La encore, une nuance est faite sur une abondance plus importante des
aspartates et asparagines par rapport aux glutamates et glutamines qui présentent un CH,
surnuméraire, leur donnant un gain d’entropie supplémentaire défavorable a la stabilité
-méme temporaire- du complexe (Bogan and Thorn 1998). Les résidus aromatiques Tyr, Trp,
Phe et His (en fonction du pH) sont aussi trés représentés grace aux interactions de z-stacking,
ponts hydrogenes ou dipolaires via leurs hétéroatomes respectifs. Ce dernier point explique
justement pourquoi les tyrosines sont plus représentées que les phénylalanines car elles
offrent deux possibilités supplémentaires de créer une interaction avec un partenaire. Pour
finir, les interactions hydrophobes entourant la zone d’interaction font intervenir des résidus

aliphatiques (y compris la proline) ou polaires a caractére hydrophobes (Met et Thr).

Pour conclure cette partie, dressons le portrait type d’un complexe permanent et d’un
complexe temporaire. Un complexe permanent présente une large interface hydrophobe,
multisegmentielle qui fait s’imbriquer les chaines les unes dans les autres. On peut comparer
le complexe formé comme le produit d’une seule protéine originelle dont le gene la codant
aurait été coupé en deux au cours de I’évolution et les deux nouvelles entités qui en découlent
auraient été programmeées pour s’associer afin de reformer le cceur hydrophobe tout comme
celui formé par leur ancétre. Un complexe temporaire est constitué¢ d’une interface de petite
taille (facilement dissociable dés que la fonction biologique est accomplie) au coeur duquel
serait logés des aminoacides sélectionnés par I’évolution pour leurs capacités a former

diverses interactions simultanées, afin d’augmenter la spécificit¢ et ’orientation d’une
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molécule par rapport a son partenaire. Ces résidus trés polaires, voir chargés, sont entourés de
résidus hydrophobes plus modérément conservés dont le role est de chasser les molécules

d’eau capable de perturber I’interaction.

La prédiction des sites d’interactions génére un engouement d’une grande ampleur dans le
domaine de la bioinformatique mais a ce jour il existe peu de logiciels capables de prédire ces
domaines en s’affranchissant de structures tertiaires contenues dans la PDB (Neuvirth, Raz et
al. 2004; Counterman Burba, Lenhert et al. 2006; Ofran and Rost 2007). La prédiction a partir

de la seule structure primaire est un but encore jamais atteint.
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VI. OUTILS THEORIQUES ET EXPERIMENTAUX

A. Choix Des Techniques Utilisées Pour La Résolution De La

Problématique

Comme nous venons de le préciser, les systémes faisant I’objet de notre étude sont de
taille considérable. Les outils aujourd’hui disponibles pour la résolution de structures a
I’échelle atomique sont au nombre de trois ayant chacun leurs avantages et leurs limites. Deux
d’entre elles sont expérimentales et de ce fait sont des le départ dépendantes de la production
en quantité élevées (quelques milligrammes, en fonction de la masse molaire de I’échantillon)
a un degré de pureté supérieur a 95%.

La cristallographie par diffraction des rayons X est une technique nécessitant la
périodicité réguliere de I’échantillon s’organisant en un réseau cristallin. Les cristaux obtenus
sont alors soumis aux rayons X permettant I’obtention d’une carte de densité électronique de
chaque atome de la molécule. L’avantage majeur de la diffraction des RX est la possibilité de
résoudre sans limite de taille tout systéme pouvant s’organiser en cristaux. L’obtention des
cristaux demande une étude systématique de conditions de cristallisation s’opérant dans des
plaques 96 puits (et plus) passant en revue différentes combinaisons de sels et de pH. Il est
parfois utile de tronquer des séquences contenant des portions hydrophobes empéchant la
cristallisation (probléme des protéines transmembranaires) ou opérer a des mutations
ponctuelles (voir le cas de gpl7 présenté dans la partie traitant des domaines hélicases des
bactériophages, page 62). Les inconvénients reposent sur des considérations liées a 1’influence
de la phase cristalline dense et figée qui empéche 1’é¢tude dynamique de processus biologiques
et qui peut parasiter le packing des entités observées. Un autre inconvénient réside dans la
résolution de la densité électronique détectée. Celle-ci équivaut a la taille d’un hydrogene et
implique donc que les hydrogénes, et par extension les ponts hydrogenes, doivent étre déduits

intuitivement et non observeés.

La Résonance Magnétique Nucléaire permet une étude en solution des échantillons
reproduisant de maniere plus fidele le milieu du vivant (phase liquide aqueuse) et de ce fait
d’étudier la dynamique des entités chimique observées. Contrairement a la diffraction des
rayons X, la RMN est quant a elle limitée en taille (200 résidus maximum en utilisant des
marquages isotopiques divers et des séquences d’impulsions €laborées). Quelques exemples
surpassant cette limite sont présents dans la littérature mais ils restent encore rares (Sprangers

and Kay 2007). Ainsi, il est possible de reconstruire des structures de sous-domaines de

90



protéines ou des petites protéines (éventuellement en complexe aves des acides nucléiques

suivant le nombre de signaux présent sur les cartes RMN).

Une dernicre approche théorique, est la reconstruction in silico de modeles moléculaires.
Les prédictions de structures tertiaires s’opérent de trois maniére différentes: modélisation
comparative ou par homologie (Sali and Blundell 1993), par reconnaissance de repliement
(fold recognition, FR) aussi appellé threading (enfilement), et repliement ab initio. Les
différents serveurs sont classés en fonction de la qualit¢ des modeles générés pour les
symposiums biennales du Critical Assessment of
Structure Prediction (CASP) (Cozzetto, Giorgetti et al. 2008)
(http://predictioncenter.org/casp8/index.cgi)

Le CASP est une compétition faisant s’affronter, sur la prédiction de plusieurs protéines
de structures inconnues, les différentes équipes du monde entier développant des algorithmes
de reconstruction de protéines. Les qualités des structures finales sont estimées, les
alignements de séquences et le champ d’action de la méthodologie employée (taille des

systemes prédits) sont examings.

La reconstruction par homologie de séquence et de threading construisent des modeles a
partir d’alignement de séquences entre une séquence cible et une séquence de protéine dont la
structure entiére ou en partie est connue et déposée dans la PDB. A partir du ou des
alignement(s) de séquence(s), le squelette peptidique sera reconstitué puis les chaines latérales
rajoutées. La différence notable entre la modélisation comparative et la méthode d’enfilage

réside dans le pourcentage d’homologie entre la séquence cible et les structure-supports.

La méthode ab initio est quant a elle réservée dans le cas ou aucun homologue de la
protéine cible est connue. L’inconvénient majeur de cette méthode est le temps de calcul qui

peut étre considérable (plusieurs mois) (Helles 2008).

Evidemment, la qualité des modéles générés dépend des structures disponibles dans la
Protein Data Bank notamment. La base méme de la reconstruction par homologie de séquence
implique que la prédiction sera seulement possible par I’existence d’un homologue proche —
d’un point de vue évolutif. Dans le cas contraire, et en particulier lorsqu’une protéine contient
plusieurs domaines catalytiques indépendants, il est préférable de soumettre isolément ces
domaines puis de les relier entre eux. Dans le cas ou la structure primaire ne permet pas de
retrouver un homologue dans la banque de données, les prédictions de structures secondaires
prennent le relais et permettent de reconnaitre des homologues structuraux par reconnaissance

de repliement (Fold recognition) correspondant a des enchainements particuliers d’éléments
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de structures secondaires (brins béta ou hélice alpha) correspondant a une famille de
repliement protéique. De cette maniere deux protéines ¢éloignées sur le plan de la structure

primaire peuvent mener a des repliements identiques.

Cet aspect renvoie au paradoxe de Leventhal qui aboutit a la conclusion que des chemins
de repliements préférentiels ont ét¢ adoptés par la nature menant a un nombre limité de
famille de repliement en comparaison avec l’infinité de famille statistiquement possible si

I’on considére I’ensemble des degrés de liberté présents dans une protéine.

Comme nous venons de le sous-entendre, la prédiction théorique de modeles est sans
limite de taille. La qualit¢ de la prédiction est quant a elle largement dépendante des
homologues de la protéine cible présents dans les banques de données. Dans tous les cas,
I’inconvénient majeur de cette technique est qu’elle reste théorique mais elle permet

néanmoins d’envisager des hypothéses de travail pour guider une analyse expérimentale

ultérieure.
B. Démarche Bioinformatique Pour L’analyse De La Séquence
Primaire

Le protocole décrit ci-dessous a été appliqué aux différentes protéines qui ont fait 1’objet

de 1’étude décrite dans ce manuscrit.

A travers toute la littérature, nous avons dans un premier temps sélectionné un maximum
de séquences d’homologues de nos protéines d’intérét, pUL89 et pULS6. Cette premicre étape
est déterminante dans I’analyse des domaines conservés qui doivent refléter les fonctions
communes aux terminases de I’ensemble des herpesvirus et donc vitaux pour leur
dévelopement. Nous nous sommes donc efforcé de rassembler les homologues de pULS9 et
par la suite de pUL56 en nous basant sur la classification décrite dans la littérature (Davison

2002; McGeoch, Rixon et al. 2006).

Par ailleurs, toujours en se basant sur la littérature, nous avons « préclassé » les différentes
séquences de protéine en fonction de leur genre respectif (o, B, ou y) afin de tenir compte de la
distance évolutive entre les différents homologues. Les différentes séquences ont été par la
suite alignées en utilisant le programme d’alignement de séquences CLUSTAL W disponible,
entre autres, sur le Network Protein Sequence Analysis du Pole Bio Informatique Lyonnais

(http://npsa-pbil.ibep.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_server.html). Nous

avons utilisé pour notre étude les paramétres par défaut.
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Une fois alignée, chaque position a été vérifiée manuellement pour éviter les sur- ou sous-
estimation de conservation. Pour se faire, nous nous sommes rapportés au diagramme de

Venn présenté en introduction (Figure 25) et adopté la convention suivante.

Pour une position donnée, un acide aminé est dit parfaitement conservé lorsqu’il est
retrouvé a I’identique dans 100% des séquences ; hautement conservé lorsqu’une propriété
physicochimique appartenant a 1’un des petits sous-ensembles Aromatique, Aliphatique,
Positivement Chargé, Négativement Chargé ou Minuscule est conservée dans 100% des
séquences ; et moyennement conservé lorsque un acide aminé appartenant a I’un des grands
sous-ensembles Hydrophobe, Dipolaire ou Petit est systématiquement rencontré. Dans tous
les autres cas (gap ou conservation inferieure a 100%) la position sera considérée non

conservée.

Afin de rendre I’analyse physicochimique plus visuelle, nous avons par la suite revu la
notation en nous effor¢ant d’adopter une notation la plus intuitive possible (la lettre grecque
représentant un domaine ou sous domaine correspond a la premiére lettre ou syllabe du nom
de ce groupe en francais). Ainsi, en vertu du diagramme de Venn, les Aromatique (Y, F, H,
W) sont notés p, les Aliphatiques (I, P, L, A,V) a, les chargés Positivement (R,K,H) m, les
chargés Négativement (E et D) v, les minuscules -Tiny en anglais- (A, G, C, S) 7, les
Hydrophobes ¢, les petits —Small en anglais- ¢ et les Dipolaires 8. A partir de ce code, les
traces pour chaque genre (ALPHA, BETA et GAMMA) puis, la trace de I’évolution (ET) de

tous les homologues ont été générées.

Dans ET, les parfaitement conservés sont colorés en rouge, les hautement en orange et les
moyennement en vert. Les positions « classe-spécifique » -i.e. conservées dans un genre et
variant d’un genre a un autre- sont notées x lorsqu’une propriété physicochimique varie d’un
genre a un autre et X lorsqu’une position est parfaitement conservée dans tous les genres pris
isolement mais varie d’un genre a un autre (sans relation physicochimique évidente entre
eux).

Finalement, pour une meilleure lisibilit¢ nous avons numéroté les positions de

I’alignement en nous référant aux séquences d’intérét, en I’occurrence pUL89 et pULS56.

En complément de I’alignement de séquences, nous avons jugé utile d’expliciter la
prédiction de structure secondaire grace a PSI-PRED (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/). La
prédiction de la structure secondaire est un ¢lément clé dans la prédiction de la structure
tridimensionnelle d’une protéine par la méthode de threading qui permet de surmonter la

distance évolutive entre une protéine de structure inconnue et celles utilisées pour reconstruire
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un modele théorique. Le threading consiste en la reconnaissance de repliements tertiaires
locaux d’une protéine par la reconnaissance d’enchainements de structures secondaires
prédites qui vont étre comparés aux différentes familles de repliement répertoriées dans les

bases de données.

Un algorithme visant a reconstruire des modeles en se servant de cette logique porte le
nom évocateur de Frankenstein monsters. L’analogie avec le croquemitaine de Mary Shelley
est en effet saisissante. Dans son roman le docteur Frankenstein reconstruit un corps a I’aide
de fragments d’autres et donne vie a celui-ci a 1’aide de la foudre. La démarche du threading
génére différents fragments théoriques (membres) d’une protéine, les assemble pour donner

un corps inerte et minimise ce dernier pour lui conférer une intégrité structurale.

Le découpage des zones conservées est défini par I’accumulation de positions conservées
appartenant a un méme €lément de structure secondaire et/ou contenu dans une région dont le
caractére hydrophobe est le méme (plutét hydrophile ou plutét hydrophobe). Ce dernier
critéere prend en considération I’accessibilité au solvant des différentes régions de la séquence
primaire.

L’estimation de ce caractére hydrophobe est déduite de graphiques d’hydrophobicité
calculés via Protscale, avec deux échelles différentes (Eisenberg et Kite & Doolitlle). En effet,
nous partons du principe que 1’hydrophobicité refléte la capacité d’un domaine a s’exposer ou
au contraire a se cacher de I’eau. Ainsi, nous pouvons faire I’approximation raisonnable qu’un
domaine hydrophile sera situé a la surface de la protéine alors qu’un domaine hydrophobe
appartiendra au cceur de la protéine ou participera a la formation d’un complexe avec ses
partenaires polypeptidiques. En considérant un complexe protéine — protéine dans son
ensemble comme une protéine a part entiere, I’interface entre les sous-unités reconstitue
partiellement ou complétement le ceeur hydrophobe selon que 1’interaction soit temporaire ou

permanente.

Précisément dans notre cas, il ne faut pas perdre de vue que les protéines étudiées ici sont
des chaines polypeptidiques de tailles importantes (674 et 850 acides aminés pour pULS9 et
pULS56, respectivement) dont I'une d’entre elles — pULS56- dimérise. De plus chez les
herpesvirus ces deux partenaires sont colocalisés pendant plusieurs étapes du cycle infectieux
de CMVH. En effet, ils travaillent de concert tout au long d’un processus biologique faisant
impliquant i. ’assemblage de ces deux protéines dans le cytoplasme, ii. ’importation dans le
noyau du complexe, iii. la reconnaissance de I’ADN, iv. la translocation de ’ADN dans la

procapside et le clivage de I’ADN par deux fois. Ainsi, on peut s’attendre a ce que I’interface
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entre ces deux protéines fasse intervenir plusieurs segments déssiminés dans la structure

primaire afin de stabiliser sa constitution.

C. Synthése Peptidique

La conception d’inhibiteurs hautement spécifiques de [’interaction entre ces deux
protéines nécessite tout d’abord la connaissance des interactions existant a I’interface entre
elles grace a la résolution de leur structure. Cependant, la production d’échantillon
polypeptidique n’est possible que par deux voies: la synthése chimique et I’expression chez

des systemes biologiques (bactéries, insectes...).

La synthése chimique a I’avantage de pouvoir controler le marquage ponctuel dans la
séquence primaire (N, “C) qui peut s’avérer utile pour Dattribution des signaux RMN
d’acides aminés, ou introduire des acides aminés modifiés incorporant éventuellement des
sondes fluorescentes pour le tracage des peptides dans des organismes vivants ou des

groupements biotinylés.

Cependant, les inconvénients de la synthése chimique sont inhérents a la nature
(proportion d’hydrophobes, introduction de glycines ou prolines) et la taille de la séquence
qui conditionnent le rendement final de la synthése. En effet, une synthése avec un rendement
de l'ordre de 80% peut étre attendu pour des peptides jusqu’a 20 résidus (séquence
dépendant) mais décroit fortement avec la taille du peptide. 1l est fastidieux d’aller au-dela
de 100 acides aminés et les rendements sont souvent de 1’ordre de 10% ce qui reste intéressant

quand on ne peut obtenir d’échantillon par une autre voie de synthése.

En contre partie, la deuxiéme voie de synthese utilisant des systémes bactériens dont seule
la séquence d’ADN codant est nécessaire pour la production du peptide (ou de la protéine
désirée) qui peut alors étre récupérée avec des rendements variables selon sa toxicité pour la
bactérie. Dans toute notre étude sur pUL89 ou pULS56, nous avons été confronté a ces
problémes de toxicité et c’est pour cette raison que nous nous sommes tournés vers la

synthese peptidique en phase solide pour I’obtention de nos échantillons analysés par RMN.

D. Résonance Magnétique Nucléaire, Attribution Et Modélisation

Sous Contraintes

La résonance magnétique nucléaire (RMN) est une spectroscopie non destructive
permettant 1’analyse de transitions énergétiques des spins nucléaires s’opérant dans le
domaine des ondes radio. Ses applications sont diverses en chimie, biologie, physique,

métabolomique et médecine.
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Les transitions sont générées simultanément sur 1’ensemble des noyaux dont les
fréquences de résonnances sont comprises dans la gamme de fréquence générée par le champ
radio fréquence. La fréquence de chaque noyau observé dépend de sa nature chimique (H, N,

C...) et de son environnement chimique.

C’est grace a la différentiation de ces fréquences du aux influences électromagnétiques de
leur entourage propre (liaison hydrogene, proximité d’un cycle aromatique agissant comme
une micro bobine, effets €électro attracteurs) qu’il est possible de reconstruire des structures de

macromolécules.

Dans notre cas nous avons suivi une démarche classique faisant intervenir deux

expériences bidimensionnelles: TOCSY et NOESY.

La premiere étape consiste en I’acquisition de cartes RMN par des expériences TOCSY
(TOtal Corelation SpectroscopY). Celles-ci vont permettre I’identification de systémes de
spins identifiables grace au transfert d’aimantation relayé a travers les liaisons jusqu’a
« buter » contre un atome ne portant pas d’hydrogéne (carbone quaternaire, carbonyle..).
Finalement, I’acide aminé portant le systéme de spin peut €tre identifié compte tenu du

nombre de signaux et des déplacements chimiques caractéristiques a chaque proton.

L’enchainement des résidus est attribué par I’acquisition d’expérience NOESY (Nuclear
Overhauser Enhancement SpectroscopY). Les NOESY permettent d’observer les corrélations
a travers I’espace entre noyaux distants de 5 A maximum. Les volumes de ces signaux sont
proportionnels a la distance entre les atomes corrélés. La calibration des volumes a partir de
signaux correspondant a la corrélation entre protons de distance fixe (protons aromatiques par
exemple) est un pré requis pour une bonne mesure des distances. Ainsi la collecte de signaux
NOE:s est autant de contraintes de distances qui serviront au calcul des structures par recuit

simulé (Annexe D1).

Les structures finales doivent satisfaire 1’ensemble des contraintes. Il est commun
d’observer des artefacts durant les expériences NOESY appelés « diffusion de spin » qui
peuvent polluer le jeu de contraintes et doivent par conséquent étre retiré. L’identification de
ces artefacts et I’optimisation des mesures de distances nécessitent 1’enregistrement de
plusieurs expériences NOESY en faisant varier le temps de mélange (temps pendant lequel
s’opere le transfert d’aimantation dans 1’espace). Une régression linéaire est finalement

opérée sur chaque signal pour une mesure de distance optimisée: le build-up.

L’inconvénient majeur de la RMN est la limite de taille qui peut difficilement excéder 100

acides aminés en proton homonucléaire ou 200 résidus pour des séquences d’impulsions
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élaborées aprés marquage isotopiques divers (°N et *C en particulier) mais cette limite tend a
étre ¢levée avec des expériences de types TROSY (Sprangers and Kay 2007). L’avantage le
plus intéressant de cette technique est 1’étude en solution d’échantillon biologique pouvant
rendre compte de leur dynamique a plusieurs échelles de temps, de mesures de constantes

d’affinité ou d’échange entre plusieurs formes.

E. Modélisation Théorique De Protéines

Alors que le nombre de structures expérimentales déposées dans la PDB explose d’année
en année de facon exponentielle (Figure 31A), le nombre de repliements protéiques et de

nouvelles superfamilles commencent a plafonner (Figure 31B et C).
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Figure 31: Statistiques de la PDB au 29/07/09. A. Nombre de structures résolues. B.
Nombre de repliements différents identifiés (selon SCOPE). C. Nombre de superfamilles
différentes découvertes (selon SCOPE). Dans les trois histogrammes, les bars bleues
représentent les statistiques annuelles et les rouge les totaux cumulés. Les valeurs pour les

années 1976 et 2009 sont précisées.

Ceci illustre le fait que les protéines adoptent des chemins de repliements préférentiels
traduisant des stabilités énergétiques plus favorables d’un nombre limité de conformations
quelque soit la fonction. En effet, on peut noter en comparant le nombre de repliements et de
superfamilles que le second est deux fois plus abondant que le premier. Un repliement n’est

alors plus spécifique d’une seule fonction. Cette derniere est spécifiée par la répartition des
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différents types d’acides aminés (acides, basiques, hydrophobes...) a I’intérieur du repliement

de la protéine.

Lorsqu’il est difficile d’accéder a la structure expérimentale d’une protéine a cause de la
difficulté a la produire (cytotoxicité lors de I’expression dans un systéme bactérien, séquence
trop grande pour la synthése chimique), il est toutefois possible de tirer profit des structures
contenues dans la PDB pour tenter de reconstruire un modele théorique soit par le biais de
serveurs disponible sur Internet (voir le site de ExPasy pour quelques exemples,
http://www.expasy.org/) ou grace a des logiciels tels que MODELLER (Eswar, Eramian et al.
2008).

Ainsi, trois branches de la modélisation théorique des protéines ont émergées, chacune
inhérente au degré d’homologie existant entre une protéine cible et I'une ou plusieurs

structures expérimentales (Zhang 2009).

La modélisation comparative ou par homologie est issue de la reconstruction d’un mod¢le

3D apres alignement de séquence entre une séquence cible et un proche homologue.

La seconde branche regroupe les modeles issus de la reconnaissance de repliement par
superposition d’enchainements d’éléments de structures secondaires prédits pour la séquence
cible et ceux observés expérimentalement pour une protéine n’ayant pas de lien phylogénique
¢vident. Cette démarche est appelée threading (enfilage) ou fold recognition (FR,

reconnaissance de repliement).

Enfin, la derniére branche inclus les modeles obtenus par le biais de méthode ab initio ne
reposant sur aucune structure expérimentale comme structure-support. Cette derniere méthode
est limitée a la prédiction de petites protéines (<120 résidus).

De ces trois méthodes résultent des degrés de confiance croissant avec ’homologie avec
la structure-support utilisée et de fait, les informations exploitables de ces modeles théoriques
va de la simple détermination du repliement général d’une protéine (ab initio) a la possibilité
d’effectuer du docking pour 1’¢élaboration de nouveaux inhibiteurs quand des mode¢les atteigne
une résolution comparable a des structures expérimentales (modélisation comparative)
(Figure 32).

La démarche générale consiste en un alignement de séquences duquel va découler un
premier positionnement dans 1’espace des carbones alpha de chaque position en prenant

comme contrainte les fragments alignés sur le principe du calque.

Les hélices et brins béta vont étre générés et les boucles, souvent 1’objet de mutations,

d’insertions ou de délétions, positionnées en conséquence.
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Le probléme reste a déterminer la conformation relative des acides aminés constituant ces
boucles. Ce probléme peut étre levé apres consultation des banques de données répertoriant
les boucles expérimentalement observées en fonction de leurs compositions en acides aming€s

et de leur longueur.

Le second probléme, réside dans le positionnement des chaines latérales qui ont été
positionnées arbitrairement par rapport a leur seul carbone alpha respectif, et non en prenant
en considération le tissu de forces électrostatiques primordiale au bon repliement d’une
protéine.

Pour lever les différents encombrements stériques générés et établir les appariements

dipolaires favorables au repliement tertiaire, une minimisation est nécessaire.(Forster 2002)

L’¢évaluation de la justesse d’un modele est faite par le calcul de RMSD avec la structure
support utilisée pour son obtention. Cependant, celui-ci peut étre pollué par les boucles bien

que le repliement général du cceur est correct.

D’ou 'utilisation de nouveaux outils de mesure tel que le TM-score (Zhang and Skolnick
2004) qui pondere les erreurs de conformation selon la distance entre les différents atomes.
Une erreur a courte distance aura un poids négligeable par rapport a des erreurs a longue
distance favorisant ainsi plutot la détermination du repliement global par rapport au
repliement locale. Le TM-score est compris dans une fourchette de 0 a 1 avec un bon indice

de confiance pour TM-score > 0,5.

D’autres outils tels que ProSA (Wiederstein and Sippl 2007) calculent les énergies locales
et globales de chaque carbone alpha en se référant a des potentiels standards considérant les
appariements et 1’exposition au solvant. L’énergie globale est donnée sous la forme d’un Z-
score replacé dans un graphique réunissant les résultas obtenus pour des structures

expérimentales en fonction de leur taille en amino acides.

D’autres outils tels que la fonction QmeanClust (Benkert, Kunzli et al. 2009) permettent
d’analyser localement et globalement la qualité¢ d’un ensemble de structure simultanément ce
qui peut s’avérer intéressant pour sélectionner un modéle parmi d’autres issus de structure-
supports différentes, ou de choisir le meilleur parmi un nombre important de structures basées
sur la méme structure-support mais générés apres exploration des espaces conformationnels

possibles (probléme des boucles).
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utilisée. D’apres Zhang, 2009.
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VIl. ETubpE DE LA PROTEINE PUL89

Pour générer 1’alignement entre pUL89 et ses homologues, nous avons utilis¢ les
séquences listées dans le Tableau 8. Les codes qui y sont cités sont ceux qui leur ont été
attribués dans la banque de données du NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?

db=protein).

genre virus protéine taille (AA) accession
number
HSV-1 pUL15 735 NP_044616
HSV-2 pUL15 734 NP_044484
CeHV-1 pUL15 735 AAP41433
8 |CeHV-2 pUL15 738 YP_164457
% EHV-1 ORF44 734 YP_053090
BHV-5 pUL15 737 NP_954931
HHV-3 ORF42 747 NP_040165
MDV2 pUL15 737 BAA82909
HCMV pUL89 674 CAA35363
CCMV pUL89 672 AAMO00728
& |RHCMV pUL89 671 AATO07420
S [ TuHVA T89 673 AAK57138
HHV6-B u66 666 AAD49667
HHV7 ueo 663 YP_073802
o |PL_HV3 ORF29 634 AAO12336
E |PL_HV1 ORF29 683 AAM22132
% HHV8 ORF29 687 AABB2677
© |HHV4 BDRF1 RF 690 CAA24834

Tableau 8: Séquences de pULS89 et de ses homologues utilisées pour 1'alignement de

séquences.

L’alignement de séquences présenté en Annexe Bl souligne une grande conservation a

travers la totalité de la séquence.

L’analyse de la séquence de pUL89 apres alignement avec ses homologues herpesviraux,
conduit a la distinction de plusieurs domaines. Un domaine N-terminal entre les acides aminés
1 a 150, un domaine contenant tous les attributs de I’activité hélicase nécessaire a la
translocation de I’ADN s’étendant des résidus 150 a 340, un doigt de zinc potentiel dans la
partie centrale de la séquence (367-385), un domaine endonucléasique contenant le site

d’interaction avec pULS56 et un domaine C-terminal (627-674) (Figure 33).

Cette alignement de séquence a été publié¢ (Champier, Hantz et al. 2007).
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Figure 33: Récapitulatif des régions conservées a travers les herpesvirus sur le
graphique d'hydrophobicité de pUL89. Deux échelles d'hydrophobicité ont été utilisées,
Kyte & Doolittle et Eisenberg colorés en rouge et jaune, respectivement. Les zones dont les
fonctions sont présumées d’importance catalytique sont encadrées en traits pleins alors que
celles dont le role seraient purement structurales ou inconnues en pointillés. Quatre domaines
sont identifiables. En bleu, le domaine hélicase contenant le site de liaison a 1’adénine
(Adenine-bs), les boites de Walker A et B, le motif III et une région riche en brins béta En
noir et gris le domaine nucléasique dont les résidus acides catalytiques sont dénotés par Nuc.
I, IT et III. Le domaine d’interaction a pUL56, en vert. D’autres domaines, N-ter et doigt de
zinc sont colorés en rose. Les microdomaines basiques sont mis en €vidence par des ellipses
noires, les mutations de résistances aux dérivés D-benzimidazolés par des ellipses blanches.
Nous avons précisé les structures secondaires selon PSI-PRED (fléches jaunes et cylindres
verts pour les brins béta et hélices alpha, respectivement). Les barres en cyan représentent le
taux de confiance se référant a la structure secondaire pour chaque position. Les bornes de

chaque segment en fonction de leur hydrophobicité ont ét¢ indiquées.

Nous allons dans la partie qui suit présenter les résultats obtenus pour quelques uns de ces
domaines. Une analyse de la conservation du domaine N-terminal issue d’alignement de

séquences de I'Annexe B1 est abordée brie¢vement.

Puis, une seconde partie traite du domaine hélicase mettant en relief le réle de plusieurs
amino acides dans la fixation de 'ATP et la reconnaissance de 'ADN par modélisation par
homologie avec gpl7 du bactériophage T4. Un début d'explication sur le mécanisme de
résistance aux dérivés D-benzimidazolé est proposé ainsi que le rdle probable du doigt de zinc

adjacent au domaine hélicase pour la reconnaissance de I'ADN.

Enfin, une troisiéme partie présente les résultats obtenus par RMN sur les peptides 580-
600 et 568-635. Cette étude a été complétée par un travail de modélisation du domaine
endonucléasique par reconnaissance de repliement basé sur des homologies avec les RNase de
type HI. A partir de ce modéle, nous présentons les résidus importants a la reconnaissance et
au clivage de I'ADN, et I'étroite relation entre I'activité endonucléasique et l'interaction abvec

pULS56.
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A. Domaine N-terminal De PUL89

Le domaine N-terminal de pUL89 (pUL89(1-150)) est la région de la séquence la plus
variable. Cependant, en Annexe B1, nous y avons surligné en noir les résidus basiques
(arginine, histidine et lysine) dont les positions sont parfaitement alignées a I’intérieure de

méme sous-famille d’herpes.

Il en découle ainsi trois motifs correspondant aux homologues alpha, béta et gamma
respectivement. Plus explicitement, les alphas conservent un motif 7-X»7.53-RH-X;0-H-X,4-R,
les bétas se distinguent par m-X;920-KR-X;1-H-X14.15- T-x12-R et les gammas présentent un
consensus un peu plus étendu de la forme m-Xz6.31-K-X-R-Xo-H- X5021-7 ; oul @ représente un

résidus basique parmi R, K et H.

La richesse de ce domaine en résidus basique, le fait que les terminases sont exprimées
dans le cytoplasme de 1’hote durant la phase précoce et qu’elles soient ensuite localisées au
sein du centre de réplication virale dans le noyau nous laisse penser que les différents motifs
cités ci-dessus sont peut-Etre les signatures de signaux de localisation nucléaire (Lange, Mills
et al. 2007; Sorokin, Kim et al. 2007). Cependant, a ce jour, aucune étude n’a montré¢ une
entrée dans le noyau de pUL89 par ce moyen. D’un autre c6té, par analogie avec le complexe
terminase de HSV-1 (Yang, Homa et al. 2007), il serait plus probable que pULS89 s’associe
avec pUL56 dans le cytoplasme et que le complexe ainsi formé soit transporté dans le noyau

via I’interaction entre pUL56 et hSRP1 a (Giesen, Radsak et al. 2000).

Outre ce domaine basique, deux motifs contenus dans des hélices potentielles sont tres
conservés a travers les herpesvirus. Le premier est au centre du domaine basique cité ci-
dessus et contient en particulier la proline 48 et la glycine 51 situées en N-terminal d’une
hélice hydrophobe. Le deuxi¢me est centré sur la phénylalanine 130, elle aussi incluse dans
une hélice d’apparence amphipathique dont la plupart des acides aminés conservés seraient
situés sur la face hydrophobe. Aucune fonction n'a a ce jour pu étre attribuer a ces deux

motifs.

B. Domaine Hélicase De PUL89

pUL89 est la sous-unit¢ du complexe terminase du CMVH qui rencontre chez les
bactériophages un grand nombre d’homologues. Contrairement a ce que nous avons rapporté
dans le Tableau 7 -qui classe les sous-unités en fonction de leurs tailles et non de leurs
fonctions-, pUL89 posseéde des similitudes avec les grandes sous-unités terminase des

bactériophages. Celles-ci contiennent en particulier deux fonctions au centre du phénoméne
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de maturation et d’encapsidation de I’ADN viral: les activités nucléase et hélicase. Avant
d’aborder pleinement la présentation et 1’analyse des résultats obtenus au cours de cette étude,
nous allons revenir sur des généralités sur la fonction hélicase qui comme sont nom ne

I’indique pas, est assimilable & une activité translocase chez certaines protéines.

B.1. Résidus critiques pour la fonction hélicase déduits de I’analyse de

séquences.

L’analyse des alignements de séquences des homologues herpesviraux révéle que le
domaine hélicase de pULS9 se situerait entre les acides aminés 150 et 340 avec une parfaite
conservation de toutes les signatures caractéristiques (Figure 34) décrites dans la littérature

pour le cas des bactériophages en particulier (Mitchell, Matsuzaki et al. 2002).

Le site contenant I’activité hélicase de pUL89 est inséré dans une large région ou alternent
plusieurs sous-domaines hydrophiles et hydrophobes conservés dans leur composition en
acides aminés dont la fonction de chacun est encore peu évidente a prédire. Cependant, on
peut noter la présence d’une région hydrophobe constituée d’hélices alpha et de 2 brins béta

prédits par PSI-PRED avec un taux de confiance maximum.

En particulier, une triade basique hautement conservée entre les positions 204 a 206
précéde un brin béta *VFL?*!! parfaitement conservé, lui-méme adjacent a la boite de Walker
A ?PPRRHGKTW?°. On peut insister sur le fait que, en dehors du motif GKT, cette boite
contient deux arginines consécutives dont 1’une ou 'autre pourrait étre impliquée dans la
captation du pyrophosphate relargué aprés hydrolyse de la liaison phosphodiester By de
I’ATP, aussi appelé switch residue (Sun, Kondabagil et al. 2007).

Succédant a la boite de Walker A, viennent une hélice alpha suivie d’un brin béta eux
aussi trés conservés mais dont la fonction reste inconnue a ce stade de notre analyse. Pour
cloturer cette région hydrophobe, un deuxiéme microdomaine basique **HQKHV*" contenu
vraisemblablement en N-terminal d’une hélice alpha d’une vingtaine de résidus initie 1’entrée
dans une zone conservée hydrophile riche en brins béta s’é¢tendant sur une cinquantaine
d’acides aminés. Le dernier de ces brins contient la boite de Walker B canonique
SSLLLVDE?". Une fois de plus, un domaine hydrophobe constitué d’une hélice alpha et d’un

brin béta fait son apparition et se termine par la présence du Motif IIT **’SST*¥,

Suivent les deux sites de résistances aux dérivés D-benzimidazolés, D344E et A355T
identifiés en 1998 par 1’équipe de Drach et Townsend (Krosky, Underwood et al. 1998;

Underwood, Harvey et al. 1998). Bien que ’aspartate 344 soit substitué¢ par une alanine chez
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les alpha herpesvirus, par une histidine chez ses plus proches homologues issus de béta
herpesvirus, ou par une arginine ou une glutamine chez les gamma-, la position 355 est quant
a elle moins variable puisque seule une sérine est observable chez des homologues alpha- et

béta herpesviraux a la place de I’alanine présente chez pUL®9.

\

Le site de liaison a 1’adénine de I’ATP indispensable & son maintien dans une poche
hydrophobe est quant a lui prédit dans le segment “°Leu-Asn'®* contenant en particulier la
paire "*FQ"’. Nous nous sommes basés la encore sur ’analyse de Mitchell pour la déduction
du role de ce fragment. Cependant, Mitchell émettant des incertitudes sur la constitution

exacte du site de liaison a 1’adénine, nous ne pouvons certifier a fortiori 1’exactitude de notre

hypothese.
160 220 310 340
HSWV1 LELFQFM-PRRHGKTWEFL DFNLLFVDEAN SETNTGK
HSVZ LELFQFM-PRRHGKTWEFL DFNLLFVDEAN SETNTGK
CeHvV?Z LEPFQKM-FREHGETWFT DFNLLEVDEAN SSTNTGEK
CeHvl LEPFQFM-PRRHGKTWET DFNLLFVDEAN SSTNTGK
EHV1 LELFQEKM-FREHGETWFL DFNLLEVDEAN SSTNTGEK
BHVS LELFQKM-PRRHGKTWEFL DFNLLFVDEAN SSTNTGK
HEWV 3 LELFQEKM-FREHGETWFL DFNLLEVDEAN SSTNTGEK
MDVZ LELFQFKM-PRRHGKTWEFL DFNLLFVDEAN SSTNSGK
ALPHA LEaFQEKM-PRRHGKTWFo DFNLLFVDEAN SSTNoGK
AD165S LEPFQFN-FPRRHGKTWFI NFHLLLVDEAZH SSTNTTS
CCMV LEPFQEN-FREHGEKTWFI NFHLLILVDEAH SSTHNTTS
PhCMV LEPFQFN-PRRHGKTWFI NFHLLLVDEZH SSTNTTS
Tutv1l LEPFQEN-FREHGETWFT NFHLLILVDEAH SSTHNTTT
HHV 6B LEPFQFN-PRRHGKTWET SFNLLIVDESH SSTNSGN
HETV 7 LEPFQOKS-PREHGKTWFM SFNLLIVDESH SSTHNSGH
BETA LEPFQES-PRRHGKTWFp oFSLLaVDETH SSTNood
PL HV3 TIEPFQKQO-PRRHGETWIV TFNLLYIDEZAN S3SSHNSSD
PL:HVl VEPFOQEQ-PREHGKTWIV TFNLLYIDEAN SSSHNSSD
HETWV & LEPFOOO-PRRHGETWIV TFNLLYVDELN SSVNSSD
HETV 4 LEAFQKQ-PRRHGETWIV TFHLLFVDELN SSVNSAD
GAMMA GEaFQ5Q-PRRHGKTWIV TFSLLpoaDERN SSoNStD
ET aEcFQSx-PRRHGKTWpp oFSLLeouDETS SSoNood
Walker A Motif 11l

Adenine-bs

Walker B

Figure 34: Boites caractéristiques des domaines hélicases de pULS89 et de 17 de ses
homologues. En haut, sont précisées les numérotations de la glutamine 160 du site potentiel
de liaison de I’adénine de I’ATP, du tryptophane 220 de la boite de Walker A, du glutamate
310 de la boite de Walker B et de I’asparagine 340 en aval de la triade **’SST*** du Motif III,

d’aprés la numérotation de la séquence de pULS9.

La Figure 35 est un extrait de la revue de Rao et Feiss. L’homologue d” HSV-1 y est

représenté. Il semblerait que 1’analyse des auteurs différe de la notre concernant en particulier
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le site de liaison a I’adénine que nous avions prédit situé autour de la phénylalanine 204 de

I’homologue de HSV-1 alors que Rao et Feiss le prédise autour du glutamate 225 aligné avec

I’asparagine 180 de pUL89 (Annexe B1).

Pour pouvoir apporter une réponse a ces incertitudes et développer l'analyse de la

conservation de ce domaine, nous avons généré un modele théorique tridimensionnel du

domaine hélicase de pULS9.
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boites hélicases a travers les bactériophages et

comparaison avec des représentants de la superfamille des hélicases SF2, des enzymes de

restriction de type 1 et 3, et des translocases (Rao and Feiss 2008).

B.2. Modélisation du domaine hélicase

Pour obtenir un modele théorique du domaine hélicase nous avons soumis la séquence

compléte de pUL8SY a PHYRE (Protein Homology/analogY Recognition Engine) congu par

I'équipe de Sternberg de 1'Imperial College a Londres (Kelley and Sternberg 2009) et I-
TASSER du laboratoire de Zhang de 1'université¢ du Kansas (Zhang 2008).
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Ces deux serveurs opérent de manicres légérement différentes. PHYRE retourne dix
résultats, chacun basé sur une structure-support différente, pour les fragments dont la fiabilité
de prédiction est maximum apres reconnaissance de repliement. [-TASSER est quant a lui un
serveur procédant a une prédiction ab initio qui va raccrocher plusieurs fragments chacun
issus de différents supports puis minimiser l'ensemble. I-TASSER est disponible sur
http://zhang.bioinformatics.ku.edu/. Ce site contient aussi d'autres outils de type
reconnaissance de repliement comparable a PHYRE, tels que MUSTER que nous évoquerons

plus tard dans la partie traitant du domaine endonucléasique de pUL®9.

B.2.a. Obtention du modéle par PHYRE

Au-dela des alignements de séquences et des prédictions de structures secondaires, nous
avons tiré profit des structures de gp17 cristallisées avec ATP, ADP et en forme libre, il nous
a été possible de modéliser par les serveurs PHYRE (Kelley and Sternberg 2009) et I-
TASSER (Zhang 2008) une structure théorique du domaine hélicase de pUL89. Celui-ci a été
exploité¢ afin de confirmer nos hypothéses émises au paragraphe précédent sur 1’attribution
des fonctions catalytiques, d’émettre des propositions sur la fixation de I’ADN, de localiser
les mutations de résistance décrites par ailleurs dans la littérature et d’en expliquer les

mécanismes éventuels.

PHYRE a généré dix modeles a partir de dix structures PDB listées dans le Tableau 9
toutes construites sur des domaines hélicases. Les différents modéles calculés par I-TASSER
ont quant a eux été obtenu a partir de dix alignements de séquences paralleles qui ont permis
de générés différents fragments de la protéine. Ces fragments ainsi identifiés ont été mis bout

a bout pour reconstruire 5 modeles de pULS89 entier.

Au terme des prédictions établies par PHYRE ou I-TASSER, seule une région contenant
le domaine brin déja décrit chez les bactériophages a pu étre généré consensuellement par ces
deux serveurs en grande partie grace a 1’identification de I’homologue gp17 du bactériophage

T4 décrit en introduction (PDB: 200j, 200k et 200k).

En particulier, I-TASSER a malgré tout généré cinq modeles de pUL89 dans son
intégralité en concaténant différents domaines obtenus par différentes structure-supports (a
mi-chemin entre le threading et la reconstruction ab initio). Ce serveur quantifie la qualité des
structures par le C-score qui est compris entre 2 et -5 (2 étant un taux de confiance maximum
du modele généré). Malheureusement, le meilleur modéle généré n’excéde pas un C-score de

-1,94 ne permettant pas de discuter avec certitude de I’intégralité de la structure générée. De
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plus, les cinq modeles générés divergent énormément sur la globalité de leurs structures
puisque les RMSDs sur ’ensemble du squelette des structures prises deux a deux sont
compris entre 30 A et 50 A. Méme localement, le RMSD entre les cinq mod¢les est supérieur

a 10 A au niveau des motifs hélicases présumés (boites de Walker A et B, et motif III).

Modele PDB . E-value précisjo segment généré
template protéine n estimee
1 200]_A gp17/ T4 6,6 E-13 100% L138-S364
2 1rif_A UvsW/ T4 1,4 E-4 95% F169-S354
2oca_A UvsW/ T4 49 E-4 95% N128-T381
4 2fZ4_A1 XPB/ Archaeogk)bus 1,1 E-3 95% F190-T339
Fulgidus
5 2eyq_A 12E-3 95% V175-T339
3 TRCF/ E.coli ’
1gm5_A ; ) -
6 3 RecG/ Thermotoga 1,2 E-3 95% A171-S338
maritima
7 Twp9_A 1,6 E-3 95% 1187-H372

1 Hef/ Pyrococcus furiosus

8 2fWF_A2 XPB/ Archaeoglobus 1,7 E-3 95% F190-S364
Fulgidus
- 0, -
9 3b6e_A MDAS/ Homo Sapiens 2,7 E-3 95% F190-T330
1w36_D .
10 p RecD/ E coli 3,2 E-3 95% L89-L360

Tableau 9: Synthese des modeles générés par PHYRE.

Les mode¢les calculés par PHYRE (Tableau 9) exhibent des RMSDs deux a deux compris
entre 5 A et 20 A sur I’ensemble du squelette et entre 1,3 A et 4,4 A sur les motifs hélicases

uniquement.

Nous avons donc fait le choix de travailler par la suite avec le seul domaine hélicase
généré par PHYRE en se basant sur la structure de gpl7 (200jA). Ce modele est construit
grace a une homologie élevée entre la séquence cible et la séquence-support (47,14% de
similarité dont 13,07 % d’identité sur la totalit¢ de la séquence, Annexe B3) conduisant a un

RMSD de 3 A sur la totalité du squelette. On peut parler alors de reconstruction de modéle
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par homologie et non plus par simple reconnaissance de repliement. Ceci implique un degré

de confiance ¢levé dans le modele généré.

La superposition de ce premier modele a permis, comme le souligne les Figures 36A et C,
de confirmer les prédictions faites sur les boites de Walker A et B et du motif III dont les
noms des résidus les constituant sont rappelés en Figure 36C. Cependant, le site de liaison a
I’adénine semble différent de celui que nous avions envisagé (F'**Q'’) au terme des
alignements de séquences et basée sur les hypotheses de Mitchell (Mitchell, Matsuzaki et al.
2002). De méme, la prédiction de Rao et Feiss c’est a dire la paire N'"*'R'*! chez pUL89, est
certes proche du site de liaison a I’ATP mais n’est pas en interaction directe avec I’adénine.
Par contre notre modéle, permet d’envisager que la paire F'”°Q"" est susceptible de créer des
interactions hydrophobes avec 1’adénine. I est intéressant de noter que contrairement a N,
F'° est parfaitement conservée ce qui appuie notre hypothése sur le role de liaison de I’ATP

par ce résidu.

Figure 36: Modéle 3D préliminaire de pUL89(138-364) obtenu par homologie avec la
structure 200J de gp17 du bactériophage T4 par PHYRE. A. Le modéle de pULS89 est
coloré en jaune et superpos¢ au complexe gpl7/ADP qui a servi de structure-support
(magenta et ADP en sticks noir) et la forme libre de gpl7 (structure 200H, saumon). Les

résidus appartenant aux boites de Walker A et B et le motif III sont colorés en rouge, la paire
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F°Q"! est représentée en bleu. B. rotation de 90° de la structure représentée en A. La paire
F'5*Q'’ que nous avons prédite et la paire N''R'®' prédite par Rao et Feiss comme liant
I’adénine de I’ATP sont colorées en vert. C. Zoom sur I’ellipse de A. Les différents résidus
identifiés par alignements de séquences sont mentionnés. La paire F'*Q™' semble plus
favorable a interagir avec I’adénine de ’ATP. L’ATP issu de la structure du complexe
gpl7/ATP (200K) est représentée en sticks gris et met en évidence une interaction possible

entre R** et le phosphate 7.

B.2.b. Amélioration du modéle

Rappelons que les structures de gpl7 qui ont servi de structure-support pour la
construction de notre modele ont pu étre obtenues a partir de cristaux du double mutant
DE255ED de gpl7 ce qui a influencé la fixation de I’ATP dans le site actif (Sun, Kondabagil
et al. 2007).

De ce fait, une analyse directe des interactions par simple superposition de notre modele
avec la structure-support ne peut rendre compte enticrement et avec cohérence des différentes

interactions entre pUL89 et I’ATP.

C’est pourquoi nous avons calculé un nouveau modele en figeant le squelette pour ne pas
perdre le repliement global du domaine modélisé et en incluant une molécule d’ATP, deux

molécules d’eau et un ion magnésium Mg*".

Diverses contraintes ont été introduites pour stabiliser la queue phosphate de I’ATP. En
particulier, la chélation du magnésium a été imposée par la définition de contraintes entre
Mg** et les phosphates B et y de I’ATP, les oxygénes des deux molécules d’eau et le
groupement hydroxyle de la thréonine 219 de la boite de Walker A. Les distances entre les
molécules d’eau avec les groupements carboxylates des résidus de la boite de Walker B
(Asp™™ et Glu’) et le phosphate v, ainsi que celle entre le groupement guanidinium de Arg”"

(switch residue) et le phosphate y. Le fichier de contraintes utilisé est rappelé en Annexe C1.

Nous avons procédé a la réparation des chaines latérales et imposé les charges en

considérant un pH neutre.

La structure réparée a ¢€té soumise a une premic€re minimisation, une dynamique
moléculaire @ 300 K puis une minimisation finale dans le champ de force AMBER
implémenté dans le pack Insight II (Accelerys, San Fransisco, USA), suivant le protocole
décrit en Annexe C2. L’analyse dans TM-align (http://zhang.bioinformatics.ku.edu/TM-
align/) a donné un TM-score de 0,57, un RMSD de 0,80 A pour une identité de 18% entre la
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structure finale et le fragment Ile**-Glu*® de gp17 utilisé par PHYRE. Aussi bien le TM-score
(qui doit étre supérieur a 0,5 pour une fiabilité notable du modele) que le RMSD permettent

de juger de la bonne qualité de ce dernier mod¢le.

La Figure 37 illustre comment I’ATP s’ins¢re dans une poche pour moitié positivement
chargée maintenant la queue polyphosphate de ’ATP, et pour moiti¢ hydrophobe pour la

stabilisation du groupement adénine. Le détail des interactions est explicité a la Figure 38.

Figure 37: Fixation de I'ATP dans le site actif du domaine hélicase de pULS89. Le
modele obtenu aprés minimisation est représenté en surface colorée en fonction de la
répartition de charge (échelle a gauche). La queue polyphosphate est insérée dans une poche
positivement chargée et stabilisée par la présence de 1’ion Mg2+ (sphére magenta) et de deux

molécules d’eau (sticks). Le nucléotide est contenu dans une poche apolaire.

B.2.c. Fixation de I’ATP dans le site actif

Les différentes contraintes imposées pour le maintien de la queue polyphosphate par les
molécules d’eau, le magnésium et les différents acides aminés de pUL89 (Arg?", Lys*'®,
Thr*"?, Lys*®, Asp®®” et Glu*'’) conformément au mécanisme proposé par Sun et al. (Figure 17

B), ont été respectées.

On peut souligner la participation du tryptophane 220, parfaitement conservé (Figure 34),
a la fois dans la formation d’une liaison hydrogeéne avec I’oxygene OS5’ via son Ng et des

interactions hydrophobes avec le désoxyribose.
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La stabilisation du sucre est assuré en plus de Trp**® par un autre résidu parfaitement

215

conservé, Arg?" adjacent au switch résidu (Arg*'*) qui établit via son groupement guanido une

liaison hydrogeéne avec O4°.

La fixation du nucléotide est assurée par des interactions hydrophobes avec le phényle de
F"° (parfaitement conservé) et Pro'’. Pro'’® est conservé chez les B-herpesvirus, substitué par

Gly, Arg ou Trp chez les o et remplacé par Leu chez ’homologue a pUL89 de HHV-4.

De fagon intéressante, le résidu 193 est systématiquement représenté par un résidu acide
chez les B-herpesvirus (proline chez les a, variable chez les 7y). L’intervention de ce résidu
dans la fixation de I’ATP est slirement propre aux B-herpesvirus. Sa conservation est
expliquée ici par un pont hydrogéne s’établissant entre le carboxylate de D' et 1’un des
hydrogénes portés par N6 de I’adénine, le second hydrogeéne de N6 établit une liaison H avec

le carbonyle du squelette de Q"' (contrainte imposée dans notre calcul, Annexe C1).
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Figure 38: Interactions établies par I'ATP dans le site actif du sous domaine hélicase

de pULS9.

B.2.d. Surface d’interaction avec I’ADN

Les hélicases de types DEXX, dont font parties les homologues herpesviraux,
appartiennent a la famille SF2 (Figure 35, (Durr, Flaus et al. 2006)). Nous avons aussi rappelé
que cette sous famille contient des représentants de translocase dont un seul d’entre eux a été
cristallis¢ en complexe avec un duplexed’ADN: le domaine SWI2/SNF2 ATPase de
Sulfolobus solfataricus (PDB 17236), Rad54, appelé par les auteurs SsoRad54cd (catalytic
domain of the Sulfolobus solfataricus Rad 54 homolog) (Durr, Flaus et al. 2006).

SsoRad54cd est composé de deux domaines avec un repliement RecA-/like (1A et 2A) et

deux autres sous-domaines, 1B et 2B (Figure 39).
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Les sept motifs canoniques de la famille des hélicases SF2 impliqués dans I’activité

ATPasique ou de liaison a I’ADN sont répartis sur 1A et 2A.

1A comporte les motifs I (Walker A), Ia, IT (DEXX) et III alors que 2A contient les motifs
IV, V et VI. Deux autres sous domaines (1B et 2B) semblent étre propre a SsoRad54cd.

1B est constitué d’un brin B complétant le feuillet préexistant de 1A et d’un motif hélice-

boucle-hélice.

2B est formé d’un faisceau de six hélices constituant le C-ter de SsoRad54cd. La liaison a
I’ADN se produit par la reconnaissance du squelette phosphodiester le long des petits sillons

par le sous-domaine 1A et dans une moindre mesure 2A.

SsoRad54cd semble par ailleurs spécifique aux ADN double-brins en conformation B
(Kd= 0,10 = 0,02 uM pour les dsDNa contre Kd= 11 £ 5 uM pour les ssDNA). Le brin 3°-5’
(déterminé selon le sens présumé de translocation, hélicase de type A) interagit avec les deux
boucles Ia et Ib situées entre B2 et aC, et B3 et oD, respectivement. Le brin 5°-3” est reconnu
par la boucle située entre le motif DEXX et aF (motif Ila), et par le motif Ic via une arginine
trés conservée située 20 résidus en amont du motif II. Le domaine 2 aussi fait participer deux
résidus basiques interagissant avec des phosphates du petit sillon de I’ADN mais avec une

intensité plus faible.

i VI V

Figure 39: Structure de SsoRadS4cd et interaction avec un duplexed’ADN (PDB
1Z63). A. Les sous-domaines 1A, 2A et, 1B et 2B sont colorés en orange, vert, et bleu,
respectivement. Les différents éléments de structure secondaires sont désignés par des lettres

et des nombres pour les hélices alpha et les brins béta, respectivement, en accord avec leur
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ordre d’apparition dans la structure primaire. Le duplexe d’ADN est représenté en ruban
marron et s’insere a I’interface entre les RecA-/ike sous domaines 1A et 2A. B. Annotation de
la topologie relative des sept motifs caractéristiques de la famille des hélicases SF2. Ia est

directement impliqué dans I’interaction avec I’ADN. D’aprées Diirr et al, 2005.

Les terminases de bactériophages ou herpesvirales sont impliquées dans des phénomeénes
comparables de translocation de ’ADN double-brin de leur génome respectif en vu de
I’encapsidation de ce dernier. pUL89 est de ce fait un homologue fonctionnel, et par extension
structural de SsoRad54cd . Il est donc raisonnable de déduire de la structure du complexe
ADN/ SsoRad54cd, I’attribution des motifs Ia, Ib, Ic et Ila chez pUL89 a partir du modele

théorique obtenu par homologie avec gpl7.

Nous avons donc procédé a la superposition de notre modele avec la structure de
SsoRad54cd, en prenant comme fragments d’alignement 3D les boites de Walker A et B de
chacune des deux protéines. Le RMSD obtenu est de 0,56 A la Figure 40 représente la
comparaison de ces deux structures apreés superposition. Nous avons pu ainsi attribuer les

différentes boucles par homologie tridimensionnelle et identifier les motifs suivants.

La boucle Ia est un cluster de quatre acides aminés trés conservé de la forme

*2AHQKH**. Le motif Ib est plus variable et correspond au fragment Glu**-Ser*”’.

Le motif Ic est parfaitement conservé a travers tous les homologues herpesviraux de
pUL89 et correspond au segment *'SCYNT*”, Enfin, le motif Ila, aussi appelé Switch est
assuré par le fragment *'' AHFIKK®'®. On peut remarquer que la boucle Ib de notre modéle

n’est pas, dans I’état actuel de I’avancée des calculs, en interaction directe avec le duplexe

(Figure 40B).
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Figure 40: Annotation des domaines d’interaction de pUL89 avec I’ADN par
comparaison avec le complexe SsoRad54cd/ADN. Chaque chaine polypeptidique est
colorée du N-ter au C-ter, du bleu au rouge, respectivement. Le duplexe d’ADN est coloré en
noir et gris pour les brins 3’-5’ et 5°-3°, respectivement. A. complexe expérimental de
SsoRad54cd/ADN (1Z63). B. Complexe théorique du domaine hélicase de pUL89 avec un
duplexe d’ADN par superposition de sa structure a celle de SsoRad54cd au niveau des motifs
I et IT (Walker A et B). La déduction par superposition de 1’annotation des domaines Ia, Ib, Ic
et Ila correspond aux fragments Ala**-His**, Glu?°-Ser?”’, Ser”'-Ser”’ et Ala’''-Lys*'®,

respectivement. Les domaines I, II et I1I sont aussi rappelés.

La Figure 41 présente le domaine de pUL89 complexé artificiellement avec le duplexe
d’ADN selon la méme vue qu’a la Figure 40. Le taux de conservation y est codifié en dégradé
de vert (duvert foncé au blanc pour les résidus conservés a non conserveés, respectivement)
dans la Figure 41A. La Figure 41B cartographie la répartition des caracteres
physicochimiques sur cette méme structure (bleu, bleu clair, rouge et blanc pour les résidus

basiques, asparagines et glutamines, acides et tous les autres, respectivement).

On remarque que la zone d’interaction avec I’ADN concerne un patch trés conservé
Figure 41A) riche en résidus basiques (Figure 41B) contenus principalement dans les motifs
Ia et Ila (His**, Lys**, Lys®"® et Lys®'®) et en asparagine contenues sur Ic (Asn®* et Asn®).
On peut noter par ailleurs la présence d’aromatiques (Tyr®' et Phe*'?) pouvant éventuellement

interagir avec les plateaux de bases de I’ADN. Le motif III et la boucle le prolongeant (Thr**-
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Thr**%) sont quant a eux situés au pied du duplex. Ceci est en accord avec son rdle potentiel
dans le couplage de 1’hydrolyse de I’ATP avec la translocation de ’ADN. Par le biais de
divers ponts hydrogénes, le motif III relie le site ATPasique au duplexe ce qui va permettre le
transfert de 1’énergie chimique produite pendant I’hydrolyse de I’ATP en énergie mécanique
en particulier via 1’asparagine 340 (Graves-Woodward, Gottlieb et al. 1997; Caruthers and
McKay 2002).

A 2GS CYNN295 B

243HN K245

314 KKE
F313

N340
M2TSDATH6

S

Figure 41: Répartition du taux de conservation et des caractére physicochimique a
I’interface avec le duplexe d’ADN. A. Le taux de conservation est codifi¢ par nuance de
vert. Les résidus dont les atomes lourds sont situés a moins de SA du duplexe y sont précisés.
Ils sont principalement inclus dans les boucles Ia, Ic, Ila et III. B. Méme vue qu’en A. Les
positivement (H, K et R), négativement chargés (D et E), glutamines et asparagines, et tous
les autres résidus sont colorés en bleu, rouge, bleu clair et blanc respectivement ce qui montre
non seulement une bonne conservation des résidus a ’interface avec I’ADN mais aussi un

grand nombre d’asparagines et résidus basiques.

B.2.e. Mutants aux dérivés D-ribobenzimidazolés

Les deux sites de mutations D344E et A355T observés sur pUL89 aprés traitement aux
dérivés D-ribobenzimidazolés (Krosky, Underwood et al. 1998; Underwood, Harvey et al.
1998) peuvent eux aussi étre localisés sur notre modele (Figure 42).

L’aspartate 344 est peu conservé chez ’ensemble des homologues de pULS&9. Il est
systématiquement remplacé par une alanine chez les alpha herpesvirus, peut étre remplacé par
une histidine chez des homologues de béta herpesvirus et par une arginine ou une glutamine

chez les gamma. Ainsi, une corrélation de caractére physicochimique ou d’encombrement
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stérique est difficile a élaborer pour attribuer une fonction particuliére a ce résidu. Pourtant,
notre modele met en exergue sa proximité avec le duplexe d’ADN. Comme nous I’avons vu
en Figure 41, cet acide aminé est aligné avec les motifs Ic et Ila qui sont probablement

impliqués dans I’interaction avec le brin 5°-3” (Figure 41A, brin ADN gris).

Par contre, 1’alanine 355 est, elle, trés conservée a travers les herpesvirus et n’est
substituée par une sérine (autre résidu minuscule, cf. diagramme de Venn, Figure 25) que chez
quelques homologues de alpha et béta herpesvirus. Cependant, son positionnement, dans notre
modele, par rapport au site ATPasique ou au site de liaison a ’ADN ne permet pas de

conclure au sujet de sa participation dans I’un ou 1’autre de ces processus moléculaire.

Il est intéressant de noter que ces mutations de résistances observées chez pULS9
semblent influencer des contraintes géométriques et non physicochimiques. En effet,
I’aspartate et le glutamate comportent tous les deux une fonction carboxylate et se
différencient par un méthyléne, et la thréonine comporte un méthyle comme I’alanine et une

fonction hydroxyle comme la sérine mais fait apparaitre une liaison C-C supplémentaire.

Par ailleurs Underwood et al. (Underwood, Harvey et al. 1998) ont montré que le mutant
D344E exhibe un degré de résistance moindre aux inhibiteurs D-benzimidazolés par rapport

au double mutant A355T/D344E.

L’analyse de I’alignement de séquences présenté en Annexe B1 montre la présence d’un
doigt de zinc potentiel parfaitement conservé de la forme CX,HX;,CXC entre les cystéines
367 et 385. Ces motifs sont fréquemment rencontrés dans les mécanismes de reconnaissance
d’oligonucléotides (Laity, Lee et al. 2001; Krishna, Majumdar et al. 2003). Le fait que ce
motif soit adjacent, dans la séquence de pUL89, au domaines III, lui aussi impliqué dans la
reconnaissance d’ADN, permet de formuler I’hypothése que les dérivés D-benzimidazolés
visent a déstabiliser cette reconnaissance (éventuellement en s’intercalant entre les plateaux
de bases de par leur homologie chimique avec les nucléotides) et ainsi faire échouer les

phénomeénes de translocation et/ou de clivage de ’ADN.
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Figure 42: Sites de mutation aux dérivés benzimidazolés, A** et D**. pUL89 est coloré
du bleu au rouge du N-ter au C-ter, respectivement. Les sites de mutations sont colorés en
blanc. Asp** est favorablement placé pour interagir avec I’ADN (cf. Figure 41). La fonction
de Ala**® est peu évidente mais peut-étre qu’une mutation a cette position peut modifier

I’hélice a laquelle elle appartient.

En résumé de cette partie traitant le domaine hélicase de pUL89, nous avons reconstruit le

138 364

domaine Leu*-Ser’® par homologie avec gpl7 du bactériophage T4. Ceci a été rendu
possible grace a I’utilisation de serveurs informatiques en ligne. Toutefois, divers
améliorations ont été apportés au modele généré par PHYRE (réparation des chaines latérales,
ajout de molécules d’eau, d’ion magnésium, minimisation et dynamique moléculaire). Par la
suite, nous avons déduit d’une homologie avec le domaine 1A de SsoRad54cd complexé avec
I’ADN les fonctions d’autres motifs conservés a travers les homologues de pULS89 jusqu’alors

non révélées.
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B.3. Bilan concernant le domaine hélicase de pUL89

Ce travail a permis de :

1. confirmer I’attribution des motifs I, I (boite de Walker A et B) et III (motif C) a

partir des alignements de séquences

2. revenir sur I’attribution du motif de liaison a I’adénine de I’ATP qui semble plutot

étre le motif F'*°Q""
3. définir le role propre de plusieurs acides aminés dans 1’hydrolyse de I’ATP

4. identifier les motifs supplémentaires Ia, Ib, Ic et Ila impliqués dans la liaison a

I’ADN.

5. proposer un mode d’action des dérivés D-ribobenzimidazolés

Le domaine complexé artificiellement a I’ADN devra étre sujet a d’autres calculs
intégrant le duplexe qui pourrait influencer de par les potentiels électrostatiques, le
positionnement des chaines latérales. Ceci pourrait éventuellement rendre compte du réle du
domaine Ib dans la liaison de I’ADN, chose non observée dans notre modele préliminaire. Par
ailleurs, le mode d’action des D- ribobenzimidazolés suggere I’implication d’un doigt de zinc
potentiel dans ce mécanisme. Ainsi, il serait préférable d’intégrer 1’étude théorique ou, de
préférence, expérimentale du domaine contenant le motif CX,HX;,CXC entre les cystéines
367 et 385 afin d’avoir une vision plus globale de I’interaction avec I’ADN et son inhibition

probable par les dérivés D-ribobenzimidazolés.

La seconde zone d’ombre concerne la méconnaissance du domaine N-terminal pUL89(1-
150). Le domaine pUL89(1-150) est variable a travers I’ensemble des homologues de pUL89
mais contient dans sa séquence des motifs basiques dont le positionnement dépend du genre
d’herpesvirus (alpha, béta ou gamma). Sa topologie, selon PSI-PRED, serait constituée
principalement d’hélices. Ce domaine aurait lui aussi une influence sur la liaison a I’ADN par

le biais de ces patches basiques
C. Domaine D’interaction Entre PUL89 Et PUL56: Implication Dans
L’activité Endonucléasique Du Complexe Terminase.

L’analyse de la séquence de pULS89 s’est poursuivie, motivée en cela par la découverte du
domaine d’interaction de pUL89 avec la grande sous-unité pULS56 par Thoma et al en 2006

(Thoma, Borst et al. 2006). Les résultats de cette étude sont représentés a la Figure 43.
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En effet, I’interaction entre pUL89 et pUL56 est primordiale car les deux sous-unités de
CMVH se partagent les différentes fonctions ATPasique, reconnaissance des séquences pac
spécifiques, clivage de ces derniéres et interaction avec la protéine portail pour
I’encapsidation finale du génome de CMVH. Bien que la reconnaissance de I’ADN et son
clivage spécifique au niveau des séquences pac aient été attribuées a pUL56 (Bogner, Radsak
et al. 1998), une activité nucléasique aspécifique propre a pUL89 exacerbée par son

association a pUL56 a également ét€¢ mise en évidence (Scheffczik, Savva et al. 2002).

Ce dernier point révele donc un intérét majeur dans le ciblage de I’interaction entre les
deux sous-unités du complexe terminase dans un but thérapeutique. Etant donné que pUL56
reconnait spécifiquement les séquences pac, que pUL89 porte 1’activité nucléase, et que le
clivage de ’ADN viral concatémérique est un prérequis pour son encapsidation future,
théoriquement, empécher I’interaction pUL56/pUL89 permettrait de perturber la maturation et

donc I’encapsidation de I’ADN viral pour ainsi mettre fin a I’infection a CMVH.

Ici, une premicre étape a été franchie en étudiant par résonance magnétique nucléaire la
structure expérimentale du fragment pUL89(580-600) identifi¢é comme étant la portion
minimum de pUL89 critique au maintien du complexe pUL89/pUL56.

Par la suite, nous avons rallongé ce peptide en N et C-terminal (pUL89(568-635)) pour
essayer d’extraire de nouvelles informations sur le repliement et ’influence éventuelle de
celui-ci autour de pUL89(580-600).

Une ultime étape a consisté a modéliser une structure théorique du domaine pUL89(456-
612) afin d’émettre des hypotheses sur I’influence potentielle de pULS56 sur la liaison de
I’ADN et son clivage par pULS9.

Ces résultats ont été publi¢ dans le journal PROTEINS: Structure, Function and

Bioinformatics.
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Figure 43: Résultats des affinités relatives pour pUL56 de fragments de pULS89
fusionnés a la GST. Adapté de Thoma et al. 2006. La séquence de pULS9 est représentée en
fonction du profil d’hydrophobicité selon les échelles de Kyte & Doolittle et Eisenberg, en
rouge et jaune respectivement. L’affinité exprimée en % de chaque portion est normalisée par
rapport a pULS89 entier et symbolisée en dégradé de gris. L’affinité de la GST pour pULS56 est
de I’ordre de 20%.

C.1. Etude du peptide pUL89(580-600)

Conformément aux résultats de I'équipe de Elke Bogner (Thoma, Borst et al. 2006), nous
avons synthétisé en stratégie Fmoc le peptide pUL89(580-600) correspondant a la séquence
GRDKALAVEQFISRFNSGYIK®®. Aprés purification sur HPLC en phase inverse greffée
C4, 28 mg de peptide avec une pureté de 98% ont été obtenus.

Nous avons donc analysé la structuration de ce peptide dans différentes conditions par

dichroisme circulaire puis par RMN.

C.l.a. Dichroisme circulaire

Les spectres de dichroisme circulaire ont été enregistrés dans quatre conditions

différentes: eau pure a pH 3,5, 30% de 2,2,2-trifluoroethanol a pH 3,3 et 6,8 et dans 120
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équivalents de dodecyl phosphocholine (DPC) a pH 3,7. La concentration de peptide dans
chaque échantillon a été fixée a 40 uM. Chaque spectre a été enregistré entre 185 nm et 260
nm par pas de 0,5 nm, un temps d'intégration de 2s et une bande passante de 2 nm. Quatre

scans dans chaque condition ont ét¢ moyennés et la résultante lissée sur 25 points.

La premiere condition que nous avons testée est le milieu aqueux pour sa qualité a mimer
au moins partiellement (absence de sels) les conditions physiologiques. La montée du pH
jusqu’a 7 a été effectuée mais a présenté I’inconvénient de faire précipiter le peptide.

Nous avons donc poursuivi le reste des analyses de dichroisme circulaire et par la suite de
RMN a pH acide (3,5). Comme le montre la Figure 44, le peptide dans I'eau semble trés peu
structuré (minima intense a 195 nm) mais fait apparaitre un large épaulement autour de 220

nm laissant prévoir une propension a la structuration en hélice.

La cause de tel résultat a été imputée a la taille du systéme qui est trés inférieure a la taille
de la protéine native (21 amino acides contre 674 pour pUL89 entier). Ainsi, la taille a
vraisemblablement une influence sur son repliement propre. Cette hypothése est reliée a la
notion de force hydrophobe régissant le repliement des protéines par I’intermédiaire
d’interactions préférentielles entre domaines ou grace a [D’intervention de protéines

chaperonnes dans les systémes biologiques.

Pour pallier a ce biais introduit par la taille, nous avons pris le parti de vérifier I’influence
d’un environnement hydrophobe (organique ou lipidique) sur le repliement de pUL89(580-
600). Précisons que de tels tests subsidiaires sont généralement opérés sur des protéines ou
des domaines de protéines de nature transmembranaire et donc établissant in vivo une
interaction réelle avec un environnement hydrophobe tel que des membranes lipidiques. Or le
complexe terminase n’a a priori pas de caracteére transmembranaire puisqu’il est sécrété dans

le cytoplasme puis transloqué dans le noyau jusqu’au centre de réplication virale.

Le but est donc ici de vérifier le repliement de ce petit peptide sous I’influence d’un
milieu hydrophobe a la maniére de celui apporté par des amino acides apolaires dans la

protéine native.
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Figure 44: Courbe de dichroisme circulaire obtenues pour le peptide pUL89(580-600)
dans diverses conditions. Chaque courbe a été enregistrée entre 185 nm et 260 nm par pas de
0,5 nm, un temps d'intégration de 2 s et une bande passante de 2 nm sur quatre scans
moyennés. Les courbes moyennes ont €té lissées sur 25 points. Les courbes en ligne continue,
cercles, triangles noirs et triangles blancs correspondent aux expériences dans H20 pH 3,5,

120 équivalents de DPC pH 3,7, 70% H20/ 30% TFE pH 3,3 et 6,8, respectivement.

L’utilisation du 3,3,3-trifluoroéthanol (TFE) a donc été envisagée. Ce solvant organique
est bien connu pour sa capacité a induire des hélices en chassant des molécules d’eau

parasitant la formation des liaisons hydrogenes indispensables a 1’intégrité des hélices.

Ce sujet fait I’objet d’une grande controverse dans le milieu de la biologie structurale ou il
est question de 1’observation de structures qui peuvent étre trés influencées par le TFE, voir
avoir un effet dénaturant sur les protéines (Arunkumar, Kumar et al. 1997). Il a effectivement

¢té montré que des protéines de topologie tonneau béta en milieu aqueux pouvaient adopter
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des structures trés largement composées d’hélice alpha. Cependant, il faut préciser que de
telles observations ont été faites en présence de proportion excessive de TFE (60% a 90% en
volume) (Jayaraman, Kumar et al. 1996). Par ailleurs, des études ont montré qu’un ratio 70%
H20/ 30% TFE (v/v) ne modifie pas de maniére significative le repliement des éléments de
structures secondaires. Par contre, il empéche les interactions hydrophobes entre domaines et
donc modifie le repliement tertiaire des protéines (Morellet, Bouaziz et al. 2003). Nous

n’avons pas dépassé cette proportion de TFE.

Le TFE a permis, de par son pouvoir solvatant, d’analyser le peptide a pH acide (3,3) et
neutre (6,8). Les expériences ont ét¢ mené en incrémentant le TFE par pas de 5% un mélange
H2O/TFE et en gardant la concentration en peptide constante. Les courbes présentées en
Figure 44 (triangles noirs et blancs a pH acide et neutre, respectivement) ont été obtenues a
I’équilibre. Les courbes de dichroisme circulaire montrent une superposition totale des deux
courbes dans la région 200 nm-260 nm. Cette région des spectres contient les deux signaux
caractéristiques d’hélices alpha a 208 nm et 222 nm. Le rapport des intensités [0]**™/

[0]*°*"™ aux deux pH est de 0,79.

Finalement, afin d’introduire un milieu plus en adéquation avec la chimie du vivant, nous
avons réalis¢ une incrémentation en dodecylphosphocholine (DPC) sur notre peptide
initialement. Ce lyso-lipide est constitué¢ d’une chaine a 12 carbones et d’une téte choline. Sa

concentration micellaire critique (c.m.c.) est de 1,5 mM.

La encore, la solution a été incrémentée par pas de 20 équivalents en DPC (quantité de
matiere) en gardant une concentration en peptide de 40 uM constante. La courbe présentée en
Figure 44 a été obtenue pour 120 équivalents de DPC c'est-a-dire une concentration
supérieure a la c.m.c.: les lipides sont en phase micellaire. Les expériences ont été réalisées a
pH acide exclusivement (3,7) car comme pour I’expérience dans I’eau le peptide précipite a
pH neutre. Comme le TFE, elle présente les deux minima caractéristiques d’hélice o mais
avec une ellipticité légérement plus faible ([0]**"™/[0]***"™ = 0,74) traduisant une structuration

de notre peptide un peu moins prononcée que dans le cas du TFE.

Ces tests préliminaires ont permis d’entreprendre une étude structurale grace a la
reconstruction sous contraintes RMN des structures tridimensionnelles de pUL89(580-600)

dans les différentes conditions présentées ci-dessus.
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C.1.b. Résonance Magnétique Nucléaire

Trois échantillons ont été préparés pour 1’étude RMN de pUL89(580-600): 1,4 mM de
peptide dans 90% H.O/ 10%D,0O a pH 3,5, 1,4 mM dans 70% H,O/ 30%TFE-d; a pH 3,3
(puis par la suite pH 6,8) et enfin 0,8 mM en présence de 100 mM de DPC-dss (120

équivalents) dans un volume de 600 pL.

Des spectres 2D TOCSY et NOESY ont été enregistrés dans chaque cas pour établir la
structure du peptide dans les différents milieux sur un spectrométre Avance Bruker accordé a
la fréquence du proton a 600,13 MHz, avec 2048 points en dimension t,, 512 incréments en t;

et une largeur spectrale de 5787,04 Hz dans les deux dimensions.

Le signal de I’eau a été supprimé par présaturation. Les expériences TOCSY ont été

réalisées avec T,= 70ms.

Les spectres NOESY ont été enregistrés a cinq temps de mélange (50 ms, 100 ms, 150 ms,
200 ms et 250 ms) pour les expériences dans TFE a pH acide et dans le DPC afin d’effectuer
un build-up pour une meilleure mesure des distances obtenue par 1’intégration des valeurs des

NOE:s collectées apres attribution.

Pour les expériences dans 1’eau et le TFE a pH neutre, les NOESY ont été enregistré au

seul temps de mélange de 250 ms.

Afin de compléter le jeu de contraintes pour le calcul des structures, nous avons réalisé
des expériences d’échange de protons apres lyophilisation des échantillons et réhydratation de
ceux-ci dans de I’eau deutérée. Des spectres TOCSY et NOESY successifs (4 scans) dans le
TFE et le DPC, respectivement, ont été enregistrés avec la méme résolution en tl et t2 que
précédemment. L’extinction progressive des différents signaux des protons amides marque
I’implication des différents résidus dans I’hélice et permet donc d’en déduire la présence de
pont hydrogeénes qui seront introduits sous forme de contraintes entre le proton amide i
identifié par ces expériences et le carbonyle du squelette du résidu i-4. La température a été

fixée a 280 K pour les expériences dans ’eau et le TFE et 293 K dans les DPC.

Le traitement des cartes a été opéré sur XWIN NMR. Une fonction d’apodisation cos m/2
a été appliquée aux FID et la résolution a été artificiellement améliorée (zero filling) pour une
dimension finale des spectres de 2048 points dans les deux dimensions ®; et m,. Les spectres

ont été calibrés par rapport au signal de I’eau en fonction de la température.

L’attribution compléte des cartes RMN a été effectuée sous FELIX (Accelrys, San Diego,

CA, USA) (Annexe D1) et les volumes mesurés apres calibration sur les taches de corrélation
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H*/ H® des protons aromatiques des phénylalanines 590 et 594 et de la tyrosine 598 de notre
peptide. Les volumes ont finalement été convertis en contraintes de distances avec une
incertitude sur la mesure des volumes de = 20% pour étre utilisées pour le calcul des

structures dans X-PLOR 3.84 (Briinger 1992) (Annexe D1)).

Les différents jeux de contraintes propres aux structures secondaires obtenues dans les
quatre conditions décrites ci-dessus sont représentés dans les tables de connectivités Figure 45
(a gauche).

En accord avec les expériences de dichroisme circulaire, pUL89(580-600) est faiblement
structuré dans I’eau pure. Cependant, plusieurs contraintes de structure secondaires de faibles
intensités (of (i, i+3) et oaN (i,i+3)) ont été collectées pour les résidus compris entre Ala™! et
Phe™ (Figure 45A, gauche). D’autres NOEs de structures secondaires de type of (i, i+3), oN
(i,i+3) et oN (i,i+4) sont observées pour Ile*'. Au total, seules 30 NOEs de moyenne portée (|
1-j|<5) et de faibles intensités (distance = 3,81& + 0,75) ont été collectées sur un total de 274

(Tableau 10).

Les structures correspondantes et notamment la structure moyenne représentée en ruban
fait toutefois apparaitre la formation d’un tour d’hélice entre Val’®’ et Phe™" (Figure 45A,
droite). I1 faut préciser ici que la distinction de faibles signaux pris en compte comme tels et
non comme de la diffusion de spins ou du bruit ont été¢ guidés par I’analyse des déplacements
chimiques des protons alpha et amides (Figure 46). Cette analyse repose sur I’information
contenue dans le déplacement chimique (8) qui résulte de I’influence des effets
¢électromagnétiques locaux induits par des groupements chimiques a proximité d’un proton
donné. Ainsi, des protons impliqués dans des liaisons hydrogénes ou situés a proximité de
systemes © vont €tre déblindés alors que des protons exposés au solvant et contenus dans des
régions de haut degré de liberté (partie flexible) vont avoir un déplacement chimique
s’approchant d’une valeur standard. Les valeurs standard ont été¢ déterminées a partir de petits

peptides de syntheése en conformation random coil (glycine-rich).

Pour la détermination d’éléments de structure secondaire, 1’analyse des déplacements
chimiques des protons constituant le squelette peut étre un bon indicateur du niveau de
structuration du peptide.

Ainsi, Wishart a développé deux notions: le Chemical Shift Index (CSI) qui prend en
compte d(Ho) (Wishart, Sykes et al. 1992) et le Random Coil Index (RCI) qui est une forme

généralisé du CSI et qui est une combinaison linéaire de la forme :
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RCI=[(A |ASC | +B | ASCO | +C | ASHR | +D| ASN| +E | ASNHHF |ASHo | Yn]"

Ou |ASCa|, | ASCO |, | ASHB |, | AON|, | AONH| et |[AdHo | sont les variations entre les
déplacements chimiques observés et standards pour les différents atomes constituant le
squelette, les coefficients A, B, C, D, E et F sont des coefficients empiriques propres a chaque
type d’atome et dépendant de la valeur de n qui se référe au nombre de type de déplacements
chimiques disponibles. Dans notre cas, ’attribution a été faite pour des échantillons en
abondance isotopique naturelle et avec des expériences homonucléaires protons. Donc, le
calcul du RCI a pris en compte dans notre cas les protons Ho, HB et NH d’ou n=3. Il faut
noter que plus n est important plus le calcul du RCI sera fiable car prenant en compte
plusieurs informations le long du squelette de la chaine polypeptidique (Berjanskii and

Wishart 2006; Berjanskii and Wishart 2007).

L’avantage des méthodes reposant sur 1’analyse de données brutes (déplacement
chimique) est de fournir une information sur I’implication de chaque acide aminé sur le degré
de structuration générale du peptide en se dispensant de I’attribution de tous les NOEs ceci
simplement grace a Dattribution des déplacements chimiques des atomes constituant le
squelette. Par extension, la connaissance du degré de structuration implique 1’estimation du

parametre d’ordre a chaque position du peptide étudié.

Figure 45: Récapitulatif des structures obtenues pour pULS89(580-600) dans
différentes conditions. A gauche sont représentées les tables de connectivités des NOEs de
structures secondaires dans A. 90% H20/ 10%D20 (v/v), pH 3,5, B. 120eq. DPC, pH 3,7, C.
70% H20/ 30% TFE (v/v), pH 3,3 and D. 70% H20/ 30% TFE (v/v) at pH 6,8. La séquence
est précisée en haut de chaque panneau. Les résidus ayant des NH en échange lents
déterminés expérimentalement sont soulignés. Les connectivités NOEs propre aux structures
secondaires précisées a gauche et reliant deux résidus sont représentées par des lignes
horizontales dont les épaisseurs sont proportionnelles a 1’intensité des pics de corrélation
correspondant (fort, moyen, faible, trés faible). Adroite, les dix meilleures structures de
chaque calcul sont superposées sur la structure moyenne (ruban) et les acides aminés colorés
en fonction de leur caractére hydrophobe respectif. Les résidus hydrophobes et hydrophiles
sont colorés en rouge et bleu, respectivement. Les différents jeux de structure sont représentés
avec la méme orientation (C-ter et N-ter précisés en A). Quelques résidus sont annotés en B et

mettent en exergue le caractere amphipathique de 1’hélice dans le TFE et les DPC sur deux
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tours d’hélice (Ala*-Phe™*). Pour la clarté des images, seuls les squelettes des structures

calculées dans 1’eau ont été représentés (A) et les hydrogeénes enlevés partout ailleurs (B-D).

Figure 46: Calcul du parametre d’ordre (S?) pour chaque acide aminé le long de la
séquence de pUL89(580-600). L’estimation a ét¢ faite sur le serveur
http://wishart.biology.ualberta.ca/rci. en prenant en compte les déplacements chimiques Ho,
Hp et NH. La structure dans 1’eau est peu stable alors que dans le TFE et le DPC elle est tres

ordonnée entre Ala>** et Phe”, principalement.

L’histogramme obtenu apres calcul du paramétre d’ordre du peptide dans 1’eau (Figure
46, barres noires) reflete effectivement 1’existence des différents NOEs représentés en Figure
45A avec un domaine 1égérement ordonné (0,1<S2<0,15) entre Ala™ et Phe’® et un fragment
1e591-Ser™ plus ordonné (0,15<S2<0,45) en accord avec les différents NOEs o,f (i,i+3),
o, N (i,i+2), (i,i+3) et (i,i+4) récoltés dans cette zone du peptide (Figure 45A).

Ces premiers ¢léments montrent donc que le peptide pUL89(580-600) a bien une

propension a se replier en hélice. L’ajout de solvant organique ou de lipides est donc
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justifiable par le fait qu’ils vont stabiliser la formation de I’hélice préexistante et non forcer sa

formation.

De légeres différences sont toutefois observées si I’on compare 1’étendue de 1’hélice dans
les trois cas restants (DPC, TFE pH acide et neutre). Dans les DPC, I’hélice s’étend entre les
résidus Leu™-Phe™* dont sept protons amides sont impliqués dans des liaisons hydrogénes
d’apres les expériences d’échange. Dans le TFE, 1’hélice s’étend de maniere différente selon
le pH puisqu’elle contient les fragments Lys**-Phe™* et Leu”-Asn™® a pH acide et neutre,
respectivement, en accord avec le RCI calculé pour ces deux jeux de structures (Figure 46,
barres gris clair et gris foncé). Pour autant, certains ponts hydrogeénes impliquant des protons
amides ont été¢ révélés par les expériences d’échange mais n’ont pas ¢été utilis€ comme
contraintes car 1’identification des oxygeénes auxquels ils sont appariés n’était pas évidente. En
effet ces résidus ne sont pas contenus dans 1’hélice au vu des différents NOEs collectés (Ile™”
a pH acide et la triade Tyr’*®-Lys®” a pH neutre) ou initient 1’hélice (Asp®*? et Lys™* a pH
neutre). Dans ce deuxiéme cas, ces résidus font participer leur carbonyle du squelette avec le

proton amide du résidu i+4 et non I’inverse pour la formation de 1’hélice.

L’analyse des RMSDs par rapport aux parametres géométriques idéaux permet de
conclure que les quatre jeux de structures sont de qualité comparable (Tableau 10). La prise
en compte des différents NOEs et liaisons hydrogeénes collectés ont ainsi permis de calculer
des jeux de structures convergeant de maniere significative en énergie et en géométrie

(Tableau 10).

Les différents jeux de structures ont tous des énergies dont les médianes sont situées
autour de 60 Kcal/mol (eau, DPC, TFE pH acide) ou environ 47 Kcal/mol pour le TFE a pH
neutre. Par contre, la formation d’hélices en milieu hydrophobe quel qu’il soit permet une
meilleure convergence des énergies des dix meilleures structures qui sont comprises dans un
intervalle de 8 Kcal/mol dans le TFE a pH neutre, 11 Kcal/mol dans le TFE a pH acide et 15
Kcal/mol dans les DPC alors qu’il est de presque 30 Kcal/mol dans I’eau. La formation de

I’hélice est donc bien stabilisante.

La superposition des structures deux a deux et par rapport a la structure moyenne sur les
atomes lourds du squelette, dans chaque cas, montre une meilleure convergence en milieu

hydrophobe (DPC et TFE) que dans I’eau.

L’analyse groupée des angles diedres ¢/y pour chaque jeu de structure montre elle aussi

une conformité de nos structures aux canons géométriques des protéines au niveau du
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squelette puisque au moins 97% des résidus de chaque jeu de structure sont compris dans les

zones autorisées du diagramme de Ramachandran.

Nous avons donc obtenu dans le TFE et les DPC des structures semblables en hélice alpha
sur des fragments de taille comparable et centrés sur les résidus Val®®-GIn®® qui ont été
identifiés par ailleurs comme étant impliqués dans la formation d’une structure hélicoidale

dans I’eau pure (Figure 45A, droite).

Ce résultat permet de conclure avec un haut degré de confiance que la structure du peptide
pUL89(580-600) a I’intérieur de la protéine native de pULS9 est en hélice alpha. Par ailleurs,
I’analyse de cette hélice basée sur la conservation des acides aminés et leur caractere
physicochimique permet d’émettre des hypothéses sur I’implication de certains résidus dans
une interaction probable avec pUL56 qui est la fonction originellement imputée a ce peptide

par I’équipe de Bogner (Thoma, Borst et al. 2006).

L’alignement de séquences de pUL89 dans la région 580-600 (Annexe B1) montre la
conservation totale de trois acides aminés (Lys™®, Ala®™ et Asn®”). Des résidus hydrophobes
sont eux aussi hautement conservés (Phe’”, 1le®!, Phe’™ et [1e**). Au niveau des hydrophiles
seuls Asp®®* (substituable par un résidu polaire) et Glu®*® (conservé chez tous les homologues
ou substitué par un aspartate chez quelques homologues alpha-herpesviraux) sont conservés.
Comme le montrent les structures représentées en Figure 45B-D, Ala®*®, Val®*’, Phe™”, Ile*',
Phe™* constituent une face hydrophobe et Glu®®®, GIn®®, Ser’*** et Arg™* une face hydrophile.
La comparaison de la conservation des différents acides aminés constituant les deux faces
permet d’envisager un role important des résidus hydrophobes dans la reconnaissance de

pULS56 pour la constitution du complexe terminase.

Afin de pouvoir observer la formation éventuelle d’un domaine répondant aux criteres des
interfaces de par la répartition et la nature physicochimique des différents acides aminés, et
ainsi appuyer 1’hypotheése selon laquelle la face hydrophobe de I’hélice contenue dans
pUL8B9(580-600) est impliquée dans I’interaction avec pULS56, nous avons synthétisé au
laboratoire un peptide plus grand de pUL89 encadrant le fragment 580-600: pUL89(568-635).
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H20 120 eq DPC 30% TFE 30% TFE

pH 3.5 pH 3.7 pH 3.3 pH 6.8
Restraints for calculation
Total NOE restraints 274 386 458 440
Intraresidue 180 220 232 218
Sequential (Ji-j|=1) 64 79 91 100
Medium range (|i-j|<5) 30 87 135 122
Hbonds n.a. 7 9 7

Structure statistics

R.M.S.D.

Bonds (A) (2.71-3.25)E-03 (2.59-3.08)E-03 (2.59-3.08) E-03 (2.17-2.6)E-03
Bond angles (°) 0.52-0.64 0.55-0.59 0.54-0.58 0.50-0.53
Improper torsions (°) 0.37-0.43 0.36-0.45 0.34-0.38 0.36-0.39

NOE restraints (A)

Final Energies (kcal/mol)

(3.14-4.13)E-02

(2.65-3.32)E-02

(2.59-2.94)E-02

(2.10-2.61)E-02

Total 48.997-76.3745 53.44-68.02 52.76-63.24 43.73-51.37
Bonds 2.53-3.65 2.31-3.08 2.32-3.27 1.63-2.33
Angles 25.88-38.03 29.04-33.31 27.06-31.47 23.96-26.46
Improper angles 3.87-5.2 3.63-5.15 3.22-4.03 3.54-4.32
Van Der Waals 3.08-8.08 4.37-8.63 3.79-6.9 4.11-5.84
NOE 13.42-23.23 14.03-21.89 15.45-20.00 9.87-15.22
Ramachandran plot

Most allowed (%) 53.2 66.2 67.2 69.4
Additionally allowed (%) 38.7 29.8 26.7 26.7
Generously allowed (%) 8.1 1.5 4.4 3.3
Disallowed (%) 0.0 25 1.7 0.6
RMSD from mean structure (A)

Backbone atoms (overall) 3.86+1.35 2.19+0.24 1.35+0.23 1.35+0.25
Backbone atoms(2° structure) 0.32+0.21 0.32+0.02 0.65+0.05 0.8+0.08
RMSD from pairwise (A)

Backbone atoms (overall) 4.90642.25 2.69+0.66 1.31+0.37 1.09+0.36
Backbone atoms(2° structure) 0.23+0.23 0.25 +0.07 0.210.09 0.330.2

Tableau 10: Statistiques des structures calculées de pUL89(580-600) dans différentes

conditions.

C.2. Etude du peptide pUL89(568-635)

pUL89(568-635) a été sélectionné a partir de la détermination de douze domaines
conservés a travers les homologues de pULS89 et a fait I’objet d’une publication (Champier,
Hantz et al. 2007). Nous avons donc identifi¢ pUL89(580-600) comme faisant parti de la
région conservée XI (pUL89-XI) s’étendant entre les résidus Pro”” et Ile®*. Afin de pouvoir

observer le repliement de ce peptide sans que les extrémités ne soient trop exposées au
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solvant, nous avons synthétisé un peptide rallongé de 7 et 11 acides aminé en N- et C-ter,
respectivement: pUL89(568-635) que nous assimilerons pour des commodités d’annotation a

pULS89-XI. pUL89-XI synthétisé correspond a la séquence suivante :

SSDQNHIEQPFYL*MGRDKALAV*EQFISRFNSGYIKASQEL*V*SYTIKLSHDPIEY
LL*EQIQNL*HRVTLAEG®*

dont des résidus marqués 95% "N, 15% "*C (suivi par * dans la séquence ci-dessus) ont
été introduits pour faciliter 1’attribution des signaux RMN. Le protocole de synthése
peptidique en phase solide de ce peptide est en cours d’optimisation mais a toutefois permis
de recueillir, aussi faible en soit la quantité (0,8mg), suffisamment de matériel pur a plus de

95% pour en étudier la structure en solution par RMN.

A la différence de pUL89(580-600), pUL89-XI est trés peu soluble dans 1’eau. Il a donc

fallu introduire 40% d’acétonitrile et agiter pendant 15 minutes au sonicateur.

C.2.a. Dichroisme circulaire

Tout comme pUL89(580-600), pUL89-XI a été¢ préalablement analysé par dichroisme
circulaire. Sur un échantillon de pUL89-XI de 120uM (concentration mesurée a 280 nm par
UV-visible) solubilis¢é dans 350uL (40% acétonitrile/ 60% H20), quatre scans ont été
enregistrés entre 190 et 260 nm par pas de 0,5nm avec un temps d’intégration de 2 s et une
bande passante de 2 nm, et finalement moyennés. La courbe moyenne résultante a été lissée
sur 25 points. Les enregistrements ont été répétés jusqu’a atteinte de I’équilibre du signal de
dichroisme circulaire. Les courbes sont représentées sur la Figure 47.

Comme dans le cas de pUL89(580-600), le signal est majoritairement dominé par la
composante d’hélices alpha. Les différentes courbes montrent la solubilisation progressive du
peptide avec le temps (signaux a 195 nm). Le rapport des intensités [0]**™/[0]*"™™ décroit
légerement avec le temps (de 0,88 a 0,84 au bout de 80 minutes) ce qui peut étre expliqué par
la formation de plusieurs hélices au cours du temps et non de 1’¢longation d’une seule hélice,

chose qui va étre confirmée en RMN.
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Figure 47: Courbes de dichroisme circulaire sur pUL89-XI dans 40% acétonitrile/
60% H20 (v/v). Les courbes ont été enregistrées sur un échantillon a 120uM entre 190 nm et
260 nm par pas de 0,5 nm, un temps d’intégration de 2s et une bande passante de 2nm. Quatre
scans ont été enregistrés, moyennés et la résultante lissée sur 25 points. L’analyse a été

répétée jusqu’a équilibre du signal.

C.2.b. RMN de pUL89-XI

La faible quantit¢ d’échantillon purifi€¢ nous a incité a analyser notre peptide en solution
dans un mélange 50% d’acétonitrile/ 50% H,O pour un volume total de 450 pL soit une
concentration de 800 uM, pH 3,2, 283 K. Les expériences ont été réalisées sur un
spectrometre  Bruker 600 MHz équipé d’une cryosonde. En plus des expériences
homonucléaires TOCSY et NOESY, des expériences hétéronucléaires ont été réalisées pour

faciliter I’attribution.
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2.b.i. Expériences hétéronucléaires °N/'H

Afin de faciliter 1’é¢tude structurale par RMN du domaine pUL89-XI, plusieurs acides
aminés marqués "N et “C ont été incorporés lors de la synthése peptidique. L’incorporation
de ces acides aminés particuliers, Leu’”, Val®®, Leu®”, Val®® Leu®' et Leu®’, a permis la
réalisation de spectres hétéronucléaires 2D 15N HSQC, 3D NOESY-HSQC et 3D TOCSY-
HSQC. Cette derniére n’a pas permis d’obtenir un spectre satisfaisant. Ces différentes
expériences ont permis d’apporter une aide a 1’étape d’attribution du domaine pUL89-XI. En
effet ce peptide étant structuré majoritairement en hélice alpha, un faible éclatement de
résonances des protons amides a été observé, entrainant ainsi une superposition des signaux
RMN dans cette région. L’introduction d’acides aminés marqués a permis de lever cette
dégénérescence de déplacement chimique par I’introduction d’une nouvelle dimension en

azote 15.

Les expériences hétéronucléaires font intervenir des constantes de couplage plus intenses
permettant un transfert d’aimantation efficace entrainant une bonne sensibilit¢ de ces
expériences. L’expérience 2D 15N-1H HSQC (Heteronuclear Single Quantum Correlation)
permet d’observer les pics de corrélation dus au couplage scalaire hétéronucléaire (90 Hz)
entre I’hydrogéne amide et I’azote de chaque résidu (Figure 48). Chaque pic observé sur le
spectre correspond a une corrélation entre un proton amide et 1’azote auquel il est directement

lié. Un pic de corrélation est observé par acide aminé, en dehors des chaines latérales.
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Figure 48: Spectre 2D 15N HSQC du domaine pUL89-XI. Chaque pic correspond a une
corrélation entre un proton amide et ’azote qui le porte a travers leur couplage
hétéronucléaire de 90 Hz. Un pic par acide aminé enrichi est observé. Les autres acides

aminés n’apparaissent donc pas sur le spectre.

Les expériences tridimensionnelles hétéronucléaires en "N permettent quant a elles
d’éclater I’information dans une troisiéme dimension et de lever ainsi les incertitudes
d’attribution dues aux recouvrements des signaux. L’expérience 3D TOCSY-HSQC permet
d’observer le systéme de spins auquel appartient chaque proton amide. L’expérience 3D
NOESY-HSQC permet d’observer, pour chaque hydrogéne amide, les proximités a travers
I’espace, avec les autres atomes d’hydrogeénes du peptide. Le principe d’attribution repose sur
I’exploitation en paralléle de ces deux expériences, mais dans notre cas ’expérience 3D-

NOESY-HSQC a permis de lever les indéterminations sur le spectre 2D NOESY.

L'expérience 2D HSQC permet de repérer les différents résidus enrichis de la molécule et
de relever leurs déplacements chimiques N et 'HN. Ces fréquences sont utilisées pour
extraire les plans correspondants dans I’expérience 3D (Figure 49). Dans notre cas, nous

avons mené une attribution en parallele utilisant les expériences 2D et 3D.
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Les plans ont ensuite été extraits de 1’expérience 3D NOESY-HSQC et ont été attribuées.

Ces bandes Figurent cote a cote et ne sont pas classées en fonction du numéro de ’acide

aminé dans la séquence mais en fonction du déplacement chimique N auquel est extrait le

plan (Figure 50).
Hi(FT1}
A

v

- 4%

s e

F3

-

—» |5N(F2)

I13N(F2)

4 I T :
.
I I

_____ L
I 1
I I
I I
I o

BN -
I I
I g
I 1
I |

= HN(F3)
Fl
[3MN(F2)
A
F2
H(F1)
.

HM{EF3)

H(F1}
&

> saQe 9

—» HN(F3)

Figure 49: Spectre 3D NOESY-HSQC. Le spectre 3D est représenté sous la forme d’un

cube dont les dimensions FI, F2 et F3 représentent respectivement les déplacements

chimiques de tout proton, de I’azote 15 et du proton amide, respectivement. Un exemple de

plan extrait de la 3D perpendiculairement a chaque dimension est donné en exemple.
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Figure 50: Bandes extraites des plans de la 3D 15N NOESY-HSQC
perpendiculairement a la dimension 15N. Dans la dimension horizontale (F3), dimension
de Dl’acquisition apparait le déplacement chimique du proton amide li¢ a 1’azote 15 a la
fréquence duquel a été extrait le plan. Dans la dimension verticale (F1), apparait le
déplacement chimique des protons proches de ce proton amide a travers 1’espace. Une partie
des attributions a été reportée. La calibration a été effectuée en fonction du déplacement

chimique du CD3CN (1.94 ppm) a 293 K.

139



2.b.ii.  Expériences homonucléaires 'H/'H

Grice au marquage isotopique des résidus Leu’”®, Val*®’, Leu®”, Val®® Leu® et Leu®”’
plusieurs points de départ pour I’attribution ont pu étre envisagés et ont menés a ’attribution
des taches de corrélation (Annexe D3). Dl a un élargissement des signaux quelques protons
n’ont pu étre attribués (Lys®” (Ha), par exemple). Cependant, nous avons réussi a collecter

598 contraintes NOEs dont 128 de moyenne portée (Tableau 11).

Quatre hélices ont finalement pu €tre modélisées en accord avec les expériences de
dichroisme circulaire: Pro’”-Gly**, Asp®®*-Phe’*, Asn**-11e®"’ et Pro®°®-Leu®* (Figure 51).
L’utilisation de I’acétonitrile s’est avérée indispensable a cause de la faible solubilisation de
I’échantillon dans I’eau pure. L’acétonitrile a permis d’outrepasser cet inconvénient et de
stabiliser les ¢léments de structures secondaires. Comme il a ét¢ montré dans le cas de Vpr,
protéine de VIH 1(Morellet, Bouaziz et al. 2003), contrairement au TFE, 1’acétonitrile ne

déstabilise pas le repliement tertiaire des protéines.

Par ailleurs, nous n’avons pas utilis¢ de DPC dans cette étude pour des raisons pratiques et
techniques. La premiére raison est que nous avons du tester plusieurs conditions pour
solubiliser notre échantillon (eau, mélange méthanol/chloroforme, acétonitrile). Rappelons
que nous disposions de peu d’échantillon (0,8 mg). Pour chaque nouveau milieu, il a fallu
évaporer ou lyophiliser (suivant la proportion d’eau) 1’échantillon. Ceci est chose aisée avec
des solvants organiques volatiles. Par contre, I’introduction de DPC n’aurait autorisé aucun

test postérieur.

La deuxiéme raison est la prise en compte de la taille du systeéme. L’ajout de DPC qui se
trouve sous forme micellaire aux concentrations utilisées augmente considérablement la taille
de I’objet observé et donc son temps de corrélation. Ce paramétre est d’une importance
crucial pour I’enregistrement d’expériences TOCSY. En effet, avec la taille du systéme
croissante, le transfert d’aimantation a travers les liaisons se fait de facon moins efficace ce
qui se traduit sur les spectres par des élargissements de signaux de faible intensité et par
conséquent une attribution moins aisée.

En comparant les structures obtenues pour pUL89-XI et celles de pUL89(580-600), on
remarque que le fait d’avoir allongé la séquence peptidique a permis de faire apparaitre
I’implication d’amino acides supplémentaires pour la formation de I’hélice comprise dans le
fragment Gly*®-Lys® qui était comprise entre Ala**‘et Phe’” dans le peptide court dans les

DPC et qui s’étend a présent entre Asp™ et Phe™*,
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De plus des hélices supplémentaires de part et d’autre du fragment 580-600 sont mise en
évidence et implique d’une part Gly>* et d’autre part les résidus Asn*-Lys®® qui initient une

hélice se poursuivant jusqu’a I1e®'.

Prises individuellement, les différentes hélices sont formées de manicre consensuelle sur
I’ensemble du jeu de structures calculé appuyé par des RMSDs sur les atomes du squelette de
I’ordre de I’angstrom (Tableau 11). Cependant, faute de signaux de structure tertiaire, leur
orientation relative est peu définie ce qui aboutit a une grande disparité des conformations
(Figure 51B). Un exemple est donné de cette mauvaise convergence dans le Tableau 11. La
superposition sur les atomes du squelette et a plus forte raison sur I’ensemble des atomes

lourds entre Asp>® et I1e®'® aboutit a des RMSDs de 2,7 A et 4,08 A, respectivement.
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Figure 51: Modélisation sous contraintes RMN de pULS89-XI. A. La séquence est

précisée en haut. Les connectivités NOEs propres aux structures secondaires précisées a
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gauche et reliant deux résidus sont représentées par des lignes horizontales dont les épaisseurs
sont proportionnelles a I’intensité des pics de corrélation observés (fort, moyen, faible, tres
faible). Les cylindres en bas d’image symbolisent les hélices observées apres calcul. B.
Superposition des dix meilleurs modéles sur la région Asp®**-Phe™* en fonction de leur
énergie avec 0 violations (> 0,2 A) colorés par chaines. L’orientation des fléches décrit les

quatre hélices se référant a la structure de plus basse énergie représentée en ruban bleu.

Restraints for calculation

Total NOE restraints 598
Intraresidue 268
Sequential (Ji-j|=1) 202
Medium range (|i-j|<5) 128
Structure statistics

R.M.S.D.

Bonds (A) 1.68E-03 + 8E-04
Bond angles (°) 0.47 + 8E-03
Improper torsions (°) 0.33 + 1E-03
NOE restraints (A) 2.3E-02 + 2E-03
Final Energies (kcal/mol)

Total 101.51 £ 9.03
Bonds 3.311£0.58
Angles 68.8+3.21
Improper angles 9.61+0.11
Van Der Waals 5.5842.46
NOE 13.94 + 3.17

Ramachandran plot

Most allowed (%) 81.1
Additionally allowed (%) 16.1
Generously allowed (%) 1.9
Disallowed (%) 0.8
RMSD from pairwise (A) Backbone atoms Heavy atoms
Pro575-Met579 0.37+0.19 1.34+0.61
Asp582-Phe594 0.61+0.3 1.64+0.57
Asp582-11e610 2.7+1.24 4.08+1.83
Tyr598-1e610 0.9410.48 1.82+0.7
Pro616-Thr631 1.22+0.62 2.00+£0.78

Tableau 11: Statistiques sur les structures de pUL89-XI calculées dans 50%
acétonitrile/ 50%H,0O, pH 3,2, 283K.
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Cette faible convergence des structures sur leur ensemble ne permet donc pas de discuter
du packing de cette région de pUL89. Nous pouvons tout de méme analyser la conservation

des hélices en rapport avec les caractéristiques physicochimiques des acides aminés.

1. Pro’”-Gly™* est une courte hélice de 6 acides aminés trés conservée (Figure 52) a
travers les herpesvirus et composée exclusivement de résidus avec un fort caractere
hydrophobe (Pro, Phe, Tyr, Leu, Met). Les NOEs observés entre Tyr’”” et Gly**® (a,N
(i,i+3)) et entre Met’” et Asp™ (o,N (i,i+3) et o,p (i,i+3)) (Figure 51A) permet la
formation d’un coude a la jonction entre cette hélice et I’hélice Asp®**-Phe™*.

2. Asp™-Phe’™ est I’hélice contenue dans le fragment 580-600 étudié précédemment,
rallongée en N-ter sous I’effet d’'une augmentation de la taille de notre systéme. La
majorité des résidus conservés sont localisés sur la méme face de I’hélice qui est
principalement composée de résidus hydrophobes (Ala**®, Val’*’, Phe*®, Phe’™) et de
Lys™® qui, de part ces quatre méthylénes, contient un fort caractére hydrophobe en
plus de son groupement amine polaire. L’autre face moins conservée, contient Asp™?,
Leu’® et Glu®® (totalement conservé a travers les homologues de pUL89 ou remplacé

par un aspartate, noté v dans ET, Figure 52).

3. Asn’”-11e*'"° semble elle aussi trés conservée puisque seulement 3 résidus sur 15 ne
sont pas conservés (Tyr™®, Glu® et Tyr*®). Contrairement a Asp®*>-Phe**, cette hélice
ne semble pas étre amphipathique. On remarquera une parfaite conservation de
plusieurs acides aminés: Asn’*, la triade ®'Ala-Ser-GIn®?, Ser®” et Thr®”. On peut
donc envisager un rdle structural ou fonctionnel important de cette hélice en vertu du

principe de conservation/fonction.

4. Pro®-Leu®?, hélice trés hydrophile (1 Asp, 2 Glu, 1 Asn, 2 Gln, 1 His, 1 Arg et 1
Thr), contient quatre résidus parfaitement conservés situés sur une méme face de
I’hélice (Asp615, Pro616, Tyr619 et GIn623). Il semble que la fin de 1’hélice soit
classe-spécifique (acides aminés notés x dans la ligne « ET » de l’alignement de

séquence, Figure 52).

Le fait d’avoir rallongé la taille du systéme a entrainé une stabilisation de 1’hélice insérée
dans le fragment pUL89(580-600), et a permis de mettre en évidence I’existence d’une face
hydrophobe conservée et une face hydrophile contenant entre autre le glutamate 588 dont le

role reste a déterminer.
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La comparaison des résultats expérimentaux (surlignage rouge, Figure 52) avec la
prédiction de structure secondaire de PSI-PRED montre que les hélices Pro°>-Gly*® et Asp®*
Phe™™ observées en RMN sont bel et bien retrouvées dans la prédiction. Par contre, les hélices
Asn*-11e®"” et Pro®®-Leu®? sont plus longues que celles prédites. En effet PSI-PRED a
envisagé 1’existence de trois brins béta s’intercalant entre les hélices avec des taux de
confiance élevés. Pourtant, nous considérons que ’expérience prévaut sur la théorie (méme
avec l’utilisation d’acétonitrile qui n’est pas un fort inducteur d’hélice) et par conséquent nous
allons utiliser les données de structures secondaires obtenues par RMN pour la construction
du domaine dans lequel est inséré pUL89-XI: le domaine endonucléase de pUL89 (pUL&9-
endo).
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Figure 52: Alignement de séquences de pUL89-XI avec ses homologues herpesviraux.
Extrait de I’annexe B1. Les hélices expérimentalement observées sont encadrées en rouge sur
la séquence de pUL89 (souche de référence AD169). ALPHA, BETA et GAMMA sont les
traces pour un méme genre et ET la trace de 1I’évolution de 1’ensemble des classes. Les résidus
parfaitement conservés sont en majuscule (rouge dans ET), les hautement conservés (orange
dans ET) correspondent a o (aliphatique), p (aromatique), v (négativement chargé), m
(positivement chargé) et T (finy ou minuscule), les moyennement conservés (vert dans ET)
pour 0 (polaire), ¢ (hydrophobe) et ¢ (small ou petit), en vertu du diagramme de Venn
présenté en Figure 25. En bas de la figure est représentée la prédiction de structures
secondaires obtenue par PSI-PRED (fleche et cylindre pour brin béta et hélice alpha,

respectivement) avec le taux de confiance schématisé par des barres cyans.
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C.3. Domaine endonucléasique de pUL89: pUL89-endo

Apres avoir étudi¢ par RMN le peptide pUL89(580-600) puis pUL89-XI, nous n’avons
pas réussi a mettre en évidence un repliement tertiaire propre a ce domaine di certainement au
fait de sa taille trop faible compar¢ a la protéine entiere. Nous avons donc exploré un domaine
de la séquence encore plus grand de pUL89 auquel appartient le fragment 580-600 identifié
par 1’équipe de Bogner pour son role crucial dans I’interaction avec pUL56 (Thoma, Borst et
al. 2006). Afin de sélectionner la séquence a étudier, nous avons crois¢ des informations
présentes dans la littérature concernant les terminases au sens large et celles concernant

pULS89 en particulier.

Comme nous 1’avons déja rappelé, les terminases sont chargées de reconnaitre, cliver et
transloquer I’ADN viral dans la procapside. Ces fonctions sont en grande partie assurées par
les domaines hélicase et endonucléase d’une sous-unité et ATPasique située sur 1’autre sous-
unité du complexe terminase. Ce mécanisme est commun aux bactériophages et aux
herpesvirus (Mitchell and Rao 2006; Ponchon, Boulanger et al. 2006; Rao and Feiss 2008) et
nous avons donc tiré profit des informations provenant des bactériophages pour en déduire les

équivalents chez pUL&9.

Précédemment, nous avons réussi a identifier et a reconstruire par homologie avec gp17
du bactériophage T4 le domaine hélicase de pULS89 (chapitre 6.2). Nous avons aussi identifié
un motif en doigt de zinc situé en C-terminal du domaine hélicase. Par déduction, nous avons
émis I’hypothése que la fonction endonucléase aspécifique imputée a pUL89 (Scheffczik,
Savva et al. 2002) devait étre contenue dans la partie C-terminal —i.e. au-dela du doigt de zinc

potentiel C*"X,H°X,;,C*¥*XC** (pUL89-ZF).

Comme il a été décrit par ailleurs pour les bactériophages, ce domaine contiendrait un site
actif de la forme Ppa-Me, c'est-a-dire contenant deux résidus acides portés par des brins béta
et un porté par une hélice alpha, le tout liant un ou plusieurs métaux (Mg>* ou Mn*")
(Friedhoft, Franke et al. 1999; Yang, Lee et al. 2006; Rao and Feiss 2008; Yang 2008).
Ponchon et al.(Ponchon, Boulanger et al. 2006) ont montré dans le cas des bactériophages que
ce domaine était similaire a celui rencontré chez les ribonucléases H, les Holliday junction

résolvases et les intégrases.
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Nous avons donc envisagé de modéliser a notre tour le domaine endonucléasique de
pULS89 a I’aide de MUSTER (Wu and Zhang 2008), serveur de reconnaissance de repliement,
puis par I’ajustement des alignements de séquence que nous utiliserons finalement pour la
reconstruction du modéle grace a la version standalone de MODELLER (Eswar, Eramian et

al. 2008).

C3.a. Modélisation de pUIL.89-endo

Afin d’identifier une ou plusieurs structure-support indispensable a la construction du
domaine endonucléasique de pUL89, nous avons d’abord di délimiter un domaine potentiel
contenant le domaine endonucléasique. Pour ce faire, nous avons admis I’hypothese que le
site catalytique doit contenir trois résidus acides qui, de par leur fonction cruciale, doivent étre
trés conservés a travers les homologues herpesviraux de pUL89. De notre alignement de
séquences (Annexe B1), plusieurs aspartates et glutamates contenu en C-terminal de pUL&9
(au-dela de pUL89-ZF) présentent un fort taux de conservation: Asp*”, Glu™, GLu**®*, Asp®",
Asp®® et Asp®'. Ainsi, la séquence Lys**-Leu®? (157 acides aminés) a été soumise a
MUSTER (http://zhang.bioinformatics.ku.edu/MUSTER). Les résultats de la recherche
d’homologues structuraux par MUSTER et des modeles générés en conséquence sont
répertoriés dans le Tableau 12 obtenu dans le fichier de sortie de 1’analyse
(http://zhang.bioinformatics.ku.edu/MUSTER/output/S2100/, résultats consultables sur le
serveur sur une période de un an).

La fonction d’évaluation des mode¢les utilisée par MUSTER est représentée par le Z-score
(colonne 5, Tableau 12). Celle-ci prend en compte plusieurs composantes qui vont étre

estimées pour chaque position de la séquence cible.

3-D models
Target- Full-length
from
Rank Template Align_length Coverage Zscore Seq_id Type Template e models by
readin
alignments 5 MODELLER
alignments
1 2ehgA 135 0.859  3.404 0.141 Bad alignment 1 threading | model 1
2 Lhjra 132 0.840  3.375 0.159 Bad alignment_2 threading 2 model 2
3 Ik1dA2 140 0.891  3.332 0.150 Bad alignment 3 threading 3 model 3
4 lh72¢1 143 0910  3.322 0.084 Bad alignment 4 threading 4 model 4
5 Iril 131 0.834  3.183 0.115 Bad alignment 5 threading 5 model 5
6 lejba 144 0917  3.175 0.097 Bad alignment 6 threading 6 model 6
7 1jlla 128 0.815 3.168 0.125 Bad alienment 7 threading 7 model 7
8 leuca2 146 0.929  3.149 0.137 Bad alignment 8 threading 8 model 8
9 lhgka 131 0.834  3.129 0.130 Bad alignment 9 threading 9 model 9
10 Irvvl 131 0.834  3.085 0.168 Bad alignment [0 threading_10model 10

146



Tableau 12: Résultats de la recherche de structure-support par MUSTER de
pUL89(456-612). Les dix modeles générés par MUSTER sont classés (colonne 1) par leur Z-
score (colonne 5). Les codes PDB (colonne 2), la taille du fragment aligné de la séquence de
pUL89(456-612) exprimé en acides aminé (colonne 3) et en pourcentage (colonne 4), le taux
de conservation (colonne 6), le type d’alignement en fonction du Z-score (colonne 7, « Bad »
pour Z-score <0,75), les alignements de séquences (colonne 8), le fichier PDB contenant les
Ca de la structure-support pour la phase de threading (colonne 9) et le modele reconstruit par
MODELLER aprés ajout des autres atomes du squelette et des chaines latérales et dynamique

moléculaire (colonne 10) sont représentés par chaque résultat.

1. Le premier terme est issu d’une recherche par homologie de séquences dans PSI-
BLAST (Altschul, Madden et al. 1997). Il est décomposé en une fraction de similarité
proche obtenue pour E-value fixé a 0,001 et une composante de similarité éloignée

obtenue avec E-value a 1,0.

2. Le deuxiéme terme compare la prédiction de structures secondaires obtenue par PSI-

PRED (Jones 1999) de la séquence cible et celle de la structure-support.

3. Le troisiéme terme mesure la déviation (par le biais du RMSD) obtenue sur des
fragments de 9 amino acides (fragments graines) de la structure-support aligné (sans
insertion de gap) avec d’autres structures non redondantes PDB homologues

s¢lectionnées par PISCES (Wang and Dunbrack 2003).

4. Le quatrieme terme compare ’accessibilité du solvant entre le résidu i de la séquence
cible et celle observée pour le résidu aligné j de la structure-support calculé par
STRIDE (Frishman and Argos 1995).

5. Les cinquieme et sixieéme termes comparent les angles du squelette peptidique ¢ et v,
respectivement, prédits par SVR-ANGLE (Wu and Zhang 2008) et calculés apres
threading.

6. Le septieme terme compare les similarités de profil d’hydrophobicité, intimement
liées au repliement moléculaire, par 1’utilisation d’une matrice d’hydrophobicité (Silva
2008).

7. L’ajustement des gaps dans 1’alignement de séquence est optimisé par [’utilisation de
I’algorithme dynamique de Needleman-Wunsch (Needleman and Wunsch 1970). Pour

prendre en compte 1’éventualité qu’une séquence peut contenir plusieurs domaines
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indépendants, MUSTER calcule le rapport de la taille du domaine aligné et de la
structure-support utilisé plutdt que la prise en considération de la taille totale de la

séquence cible par rapport a celle de la structure-support utilisé.

Ainsi, apres la prise en considération de ces différentes informations pour chaque position
de chaque modéle généré a partir des dix structure-supports sélectionnés, MUSTER n’a pas
réussi a générer de modele avec une grande fiabilité compte tenu des Z-scores inférieurs a 3,5.
Les tests d’entrainement du serveur ont montré qu’un modele est dit « Easy » (facile et donc
crédible) pour un Z-score au moins égal a 7,5. Pour autant, MUSTER a permis de retrouver
une homologie entre pULS89 et plusieurs ribonucléases H (codes PDB 2EHG, 1RIL et 1JL1)
et une Holliday junction resolvase (code PDB 1HJR) concordant avec des observations

similaires faites avec les bactériophages (Ponchon, Boulanger et al. 2006).

Le meilleur modele obtenu a partir de la structure-support issue du fichier PDB 2EHG,
c'est-a-dire la ribonucléase H de type 1 de Solfolobus Tokodaii (Sto-RNase HI) permet
d’identifier au moins deux acides aminés susceptibles de participer a la poche de liaison a un

ou plusieurs métaux.

Ces deux acides aminés sont Asp*® et Glu™* contenus tous deux dans des brins béta. Reste
donc a identifier I’acide aminé porté par une hélice alpha s’il on se réfeére a la topologie
canonique BPa-Me (Friedhoff, Franke et al. 1999). La Figure 53 montre que le glutamate 588
est dans ce calcul préliminaire proche des deux autres résidus catalytiques. Cependant, sa
chaine latérale n’est a ce stade pas tournée vers I’intérieur de la poche. Nous imputons ce
défaut d’orientation & un mauvais alignement de séquence entre la séquence de pUL89-endo
et la structure-support 2EHG. Afin de corriger cette erreur, nous avons entrepris de calculer

nous méme ce modele par MODELLER.
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Figure 53: Mod¢le de pUL89-endo calculé par MUSTER a partir de la structure PDB
de la ribonucléase H de type 1 de Solfolobus Tokodaii QEHG). Le squelette est coloré en
fonction des ¢léments de structure secondaires (brins B jaunes et hélices o rouges). Les
chaines latérales d’Asp*”, Glu™ et Glu™® sont représentées en sticks et font apparaitre un
positionnement entre elles favorables a la formation d’une poche de liaison a un ou plusieurs

métaux.

Pour construire nous méme le modele de pUL89(456-612) graice 8 MODELLER version
9.6, nous avons ajusté I’alignement de séquences généré par MUSTER. Nous avons d’abord
di procéder a la recherche de structure-supports supplémentaires pour incorporer dans nos
calculs les molécules d’eau, de magnésium et d’ADN indispensables a I’intégrité de notre
modele. Ceci a dans un premier temps nécessité la recherche dans la PDB d’une ribonucléase
cocristallisée avec un duplexe pour pouvoir introduire le squelette de cette nouvelle structure-

support dans I’alignement de séquence.

Dans un second temps, un réajustement manuel des alignements de séquences a du étre
opéré pour optimiser le modele. Deux critéres majeurs ont été¢ considérés a cet effet:
I’alignement des différents éléments de structures secondaires basé sur I’alignement des
acides aminés catalytiques avérés dans les structure-supports et supposés dans la séquence de

pUL&9-endo.
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Par recherche par mot-clé, nous avons réussi a trouver dans la PDB une RNase
cocristallisée avec un duplexe hybride ARN/ADN issu de Bacillus Hallodurans (Bachd-
RNase HI, PDB 1ZBI) (Nowotny, Gaidamakov et al. 2005; Nowotny, Gaidamakov et al.
2007). Du fait qu’aucun homologue plus proche de pUL89 n’a été identifi¢é par MUSTER
nous avons fait le choix d’étudier I’interaction pUL89-endo / acides nucléiques en se basant
sur 1’analogie avec cette RNase et son substrat. Les éléments de structures secondaires ont été

alignés comme présenté en Figure 54.

Les acides aminés observés expérimentalement dans la formation des poches catalytiques
de Sto-RNase et Bachd-RNase sont Asp’, Asp” et Asp'®, et Asp’', Asp**Asn et Asp'?,
respectivement. Pour la séquence de Bachd-RNase nous avons pris en compte la position
mutée au niveau du deuxiéme résidu catalytique (Asp'**Asn) et tronqué la séquence au-dela
de Thr'”" dont le repliement est trés différent (random coil) de Sto-RNase et de la structure
secondaire prédite de pUL89-endo. Finalement, I’alignement de séquences a reposé sur
l’alignement d’Asp*®, Glu®** et Glu®®® avec d’une part Asp’, Asp’”® et Asp'*® de Sto-RNase, et
d’autre part avec Asp’'et Asn'*? de Bachd-RNase (Figure 54A). Comme nous 1’avons précisé
a la fin de la partie traitant de pUL89-XI, nous avons pris en considération les éléments de
structures secondaires observés en RMN. Nous avons exclus la partie C-terminal de pUL89-
XI (Asn°"-Gly**) qui, selon MUSTER, ne s’aligne pas avec les RNases. Peut étre ce
fragment appartient il a un autre domaine de pUL89. Nous avons réalisé les calculs de la
forme libre et liée au duplexe séparément selon les alignements de séquence de 1’annexe E1.
Le fichier de contraintes utilisé pour le calcul de pUL89-endo 1i¢ et libre indifféremment est

rappelé a I’Annexe E2.
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A

Bl B2 B3 al a2
pULB9 456 RTLYVYLBPAFTTNRKASGTGVAAVGAY-————— RHQFLIYGL—— EHENERBLSES -z 523
Sto-RNase 1 -MIIGYFWGLCEPRNPGGIATFGFVIYL————- DNRKIEGYGLA-ERPFSIN--§ = 67
Bachd-RNase 64 TWESLSVIVGSQGNP---GIVEYKGVDTRTGEVLFEREPIPIG s 125
B4 o3 B5 B6 a4
pULB9 524 PYLDELRIA SSTLIRVLFYHT PDQNHIEQIJSaRUEDL 583
Sto-RNase 68 IS--SPIIKGNS GEYRVRA————KRI ATLIWVP REE 120
Bachd-RNase 126 R————KPIYSYS STL 171
ab ab

pULB9 ELE AT AV QF TSRFL|ISGYTKASQELVSY TT e g x bl
Sto-RNase 121 RGKLRDIGCIILT 149

Bachd-RNase

Figure 54: Construction du modé¢le pUL89-endo par MODELLER. A. Alignement de
séquences entre pUL89-endo avec Sto-RNase (2EHG, chaine A, fragment 1-149) et Bachd-
RNase (1ZBI, chaine A, fragment 64-171). Les brins B et hélices o prédits pour pUL89-endo
et observés expérimentalement pour les structure-supports sont colorés en jaune et rouge,
respectivement. Les hélices observées en RMN sont représentées avec des lettres blanches et
imposées comme contraintes. Les résidus catalytiques alignés sont encadrés en noir. B.
Modele de pUL89-endo sans le duplexe ARN/ADN issu de I’alignement de A. L’annotation

des éléments de structures secondaires se référe a celle utilisée en A.

En plus des données RMN, nous avons forcé la formation des hélices et I’appariement des
brins prédits par PSI-PRED. L’introduction des molécules d’eau et de magnésium ont
nécessité pour leur positionnement dans le site actif, 1’ajout de contraintes de distances
relevées sur les fichiers PDB 206M (Eastberg, Eklund et al. 2007), 3C6A (Sun, Kondabagil
et al. 2008) et 2QNC (Biertumpfel, Yang et al. 2007) et en accord avec la littérature (Harding
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1999). De cette fagon, les contraintes entre O°' de Asp*” et O°' de Glu™* avec Mg;, O% de
Asp*® et O deGlu>®® avec Mg, ont été imposées a des distances de 2,6 + 0,5 A. Le duplexe
hybride ARN/ADN a da étre introduit comme objet figé (limite de MODELLER) ce qui a
tout de méme permis I’appariement préférentiel de chaines latérales de la protéine avec les

charges et dipdles portés par les chaines d’acides nucléiques. 100 modeles ont été calculés

pour la forme liée (pUL89-endo"™) et la forme libre (pUL89-endo™).

C.3.b. Qualités des structures théoriques

L’estimation de la qualité des structures est un défi dans la modélisation de structures
théorique du fait de leur caractére spéculatif. Plusieurs outils disponibles sur Internet sont
disponibles permettant I’analyse de structures (théoriques ou expérimentales). Parmi celles-ci,
nous avons considérés deux outils en particulier: QMEANClust
(http://swissmodel.expasy.org/qmean/cgi/index.cgi) et Prosa

(http://www.came.sbg.ac.at/typo3/index.php?id=prosa).
QMEANClust (Benkert, Kunzli et al. 2009) dérive de la fonction QMEAN qui est une

combinaison linéaire de plusieurs termes énergétiques calculée pour chaque structure soumise
a Dl’analyse. QMEAN inclut des potentiels sur les angles dieédres, sur la solvatation
individuelle de chaque amino acide, sur les interactions a longues distances, mais aussi
I’estimation de 1’accessibilité au solvant et la comparaison entre les structures secondaires
prédites et calculées. Chaque terme est pondéré par des coefficients empiriques et le QMEAN
score finalement calculé. A la fonction QMEAN, QMEANCclust introduit un dernier parametre
qui traduit la convergence locale d’un ensemble de modeles (cluster) pour chaque position de
la séquence. Cette composante est dérivée de la comparaison entre un modele donné du
cluster et la structure médiane de ce cluster. QMEANCclust introduit donc la notion de densité
structurale. Plus un ¢élément de structure sera redondant plus celui-ci sera statistiquement
correct. Le score donné par QMEANCclust est compris entre 0 pour un mauvais, et 1 pour un
bon modele. L’avantage pratique de QMEANCclust réside dans I’analyse simultanée de
plusieurs structures (dans notre cas 100 modéles pour chaque cluster pUL89-endo™ et
pUL89-endo™) ce qui offre un gain de temps considérable.

Le deuxieme outil que nous avons utilisé est ProSA (Wiederstein and Sippl 2007). Celui-
ci calcule les énergies des carbones alphas en fonction des potentiels d’interactions avec les
atomes voisins appartenant a la protéine et d’exposition au solvant. Deux informations vont

découler de ce calcul d’énergie: un z-score et un graphique d’énergie résidu par résidu. Le z-
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score traduit la qualit¢ du modéle dans son ensemble en comparant 1’énergie totale calculée
pour le mode¢le a celles obtenues pour des structures expérimentales (RMN et RX). Le z-score
est placé dans un graphique regroupant les résultats en fonction de la taille de la séquence en
amino acides obtenus par RMN et RX. Il est donc ais¢ de vérifier la cohérence de chaque

modele par rapport a des systémes dont les structures ont été résolues expérimentalement.

Le graphique énergétique local permet d’identifier les contributions énergétiques le long
de la séquence calculé sur une fenétre de 40 résidus. Contrairement 8 QMEANCclust, ProSA ne
permet pas l’analyse simultanée de plusieurs modeles. Nous avons donc analysé avec ce

serveur les dix meilleures structures de chaque cluster, pUL89-endo™ et pUL89-endo™".

L’estimation de la qualit¢ des deux clusters a donc été faite dans un premier temps par
QMEANClust. Les dix meilleures structures (QMEANscore les plus ¢levés) ont révélé des
qualités similaires pour les deux jeux de structures générés. Ceux-ci sont compris dans les
intervalles 0,866-0,873 et 0,822-0,835 pour pUL89-endo" et pUL89-endo™, respectivement
(Tableau 13, colonne 4). L’analyse postérieure opérée par ProSA révele que les dix meilleures
structures de chaque cluster appartiennent toutes a I’intervalle -1<z-score<-9 calculé pour des

structures expérimentales de tailles égales a celle de pUL89-endo (i.e. 157 acides aminés).

En effet, pour les dix meilleures structures (selon QMEANCclust) des clusters pUL89-
endo™ et pUL89-endo"™", les z-scores sont compris dans les intervalles tels que -2,58 <z-

score <-3,58 et -3,05 <z-score < -3,75, respectivement (Tableau 13, colonne 5).

Une analyse complémentaire de la qualité des angles diedres du squelette a été réalisée par
PROCHECK et révele dans les deux jeux de structures des valeurs standard rencontrées dans

les protéines en vertu du diagramme de Ramachandran (Tableau 13, colonne 6 a 9).

Nous pouvons donc conclure de ces analyses que bien que MUSTER n’ait pas réussi a
détecter d’homologue proche du domaine pUL89-endo, I’utilisation de RNase HI comme
structure-support pour la modélisation théorique de sa structure a conduit a deux jeux de
structures de qualité raisonnable puisque les topologies (PROCHECK) et énergies (ProSA)
sont comparables a celles observées pour des structures expérimentales. L’introduction d’un
duplexe hybride ARN/ADN ne semble pas affecter la qualité des structures calculées mais
permet au contraire, par rapport a la forme libre, une meilleure convergence des structures
sous I’influence des interactions électrostatiques formées entre la protéine et le duplexe

(QMEANClust scores) et de la rigidité introduite.
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Tableau 13: Résultats de I’estimation des structures obtenues par MODELLER pour pUL89-
endo"™ et pUL89-endo™. Les numéros des modéles (colonne 2) sont ceux attribués par ordre
de calcul par MODELLER pour les deux jeux de structures (colonne 1). Les modéles sont
classés pour chaque cluster (colonne 3) par rapport a leurs QMEANCclust scores (colonne 4).
Chaque structure a été soumise a une analyse par ProSA dont le z-score calculé est précisé a
la colonne 5. Une analyse supplémentaire des angles diedres ¢ et y placés dans un graphique
de Ramachandran a été effectuée par PROCHECK (colonnes 6 a 9). Les valeurs indiquées par
PROCHECK sont exprimées en pourcentage.

Nous allons a présent exploiter les résultats de ces deux jeux de structures. Pour ce faire,
nous ne prendrons en considération que la meilleure structure obtenue dans chaque calcul,
c’est a dire le modele 77 de la forme libre et le modele 5 de la forme liée (numérotation par
ordre de structure calculée pat MODELLER). Nous allons discuter de trois aspects du
domaine pUL89-endo reflétés par nos calculs: premiérement, le site de liaison aux métaux,
deuxiémement, la surface d’interaction entre pUL89-endo et le duplexe, et troisiémement le

site d’interaction potentiel avec pUL56.

C3.c. Analyse de pUL89-endo

3.ci. Poche de liaison aux métaux

Les acides aminés importants pour la chélation des magnésiums ont ét¢ déduits des
résultats de MUSTER comme cela a été expliqué précédemment (Figure 53). Cependant, les
endonucléases peuvent contenir au sein de leur site actif de un a trois ions métalliques
différents (magnésium ou manganese) (Pingoud, Fuxreiter et al. 2005; Yang 2008). Pour
pouvoir évaluer dans notre cas combien de magnésium potentiels sont logés a priori dans le
site actif, nous avons procédé a une inspection de la conservation des acides aminés a

proximité de la triade acide.

Dans le cas d’un mécanisme a un métal, la triade acide est complétée par un résidu
basique treés conservé qui va orienter les chaines latérales des résidus acides et d’une molécule

d’eau qui va accomplir I’hydrolyse du lien phosphodiester.

Le mécanisme a deux métaux substitue ce résidu basique par un deuxiéme métal. Dans

notre cas, aucun résidu basique conservé n’a été identifi¢ a proximité de la triade acide. De
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plus, les RNases qui ont servi de support pour 1I’obtention des mod¢les calculés requicrent la
fixation de deux magnésiums pour accomplir la catalyse (Yang, Lee et al. 2006). De ce fait,
nous avons fait ’hypothése que cela devait aussi étre le cas pour pUL89-endo. Par analogie
avec les RNases, nous proposons le mécanisme suivant: chélation d’un magnésium par les
carboxylates des résidus Asp*® et Glu™® ainsi que par les oxygénes du lien phosphodiester au
niveau des atomes O; et OP; permettant la stabilisation de ’état de transition lors de la
catalyse, pontage des deux magnésiums par I’intermédiaire de Asp** qui va maintenir a une
distance d’environ 4A les deux ions métalliques, chélation du deuxiéme magnésium par deux

molécules d’eau et la chaine latérale de Glu®*

qui va optimiser le positionnement favorable
d’une des deux molécules d’eau pour I’attaque nucléophile sur le phosphate du squelette du

brin a cliver (Figure 55).
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Figure 55: Chélation des magnésiums et Mécanisme de I’hydrolyse de la liaison
phosphodiester au sein du site catalytique de pUL89-endo. Les résidus acides, les
molécules d’eau, les acides nucléiques et les magnésiums sont colorés en rouge, bleu, gris et
noir respectivement. Les fleches noires explicitent le mécanisme réactionnel conduisant a la

lyse du lien phosphodiester.
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3.c.ii. Surface d’interaction avec le duplexe

Le modéle calculé en présence du duplexe hybride ARN/ADN, bien que non conforme
avec la préférence naturelle de pULS89 a cliver ’ADN double-brin (Scheffczik, Savva et al.
2002), nous a permis d’identifier un grand nombre d’interactions pouvant s’établir entre
I’enzyme et le duplexe. Notre étude a été conduite par la comparaison de I’interface observée
expérimentalement chez Bachd-RNase (code PDB 1ZBI) et celle observée dans le cas de
pUL89-endo apres calculs. Bachd-RNase interagit avec le duplexe hybride en conformation B
au niveau de son petit sillon par I'intermédiaire de plusieurs résidus polaires ou chargés

(Nowotny, Gaidamakov et al. 2005) (Figure 56A).

L’analyse de notre structure en complexe avec le duplexe fait apparaitre une grande
similarité¢ dans la composition des interfaces entre Bachd-RNase et pUL89-endo. En effet,
plusieurs amino acides de la RNase trouvent un équivalent chez pULS89. De plus, la grande
majorité des résidus identifiés comme ayant un role critique dans la liaison a I’ADN sont trés
conservés a travers les homologues herpesviraux de pULS89 (squelette en dégradé de vert dans

la Figure 56B). Nous pouvons donc prédire les interactions suivantes.

Pour le brin d’ARN (brin subissant le clivage), a I’instar de Gly”, Ser™, Lys'® et Thr'** de
la RNase, les résidus Pro**, Thr*’, His**® et His*"' (et/ ou GIn’™) interagiraient avec les
groupements phosphates alors que, comme Gly’”, Asn'®, GIn'** et Lys"*® de Bachd-RNase,
Thr'”®, Ser’™, Asn™’et His’® créeraient des interactions avec les sucres. Nous n’avons pas
considére ici les acides aminés de la RNase interagissant avec les oxygenes 2°-OH des riboses

car non rencontrés dans le systéme natif pUL89/dsDNA.

Le brin d’ADN est quant a lui maintenu par des contacts polaires avec les hydroxyles des
sucres par I’intervention de Asn*”et Ser’™ (contreparties de Asn”’et Asn'”® de Bachd-RNase)
et avec les groupements phosphates via Ser’®”, Asn™®, Arg*’ et/ou Lys*"!, et GIn** similaires a

Thr'®, Trp'?, Ser'*” et Thr'*, respectivement.

La stabilisation du duplexe implique donc la participation d’un nombre important de
résidus incluant les fragments Gly**-GIn** et Pro***-Val*”’ directement adjacents aux résidus
catalytiques Glu™* et Asp*® et situés au centre de la surface d’interaction implique un role
crucial de ces résidus pour la fixation du duplexe et son clivage. Ces deux fragments semblent
étre accompagnés de la triade **Asn-Ser-Gly™’.
paragraphes traitant de la RMN de pUL89(580-600) et pUL89-XI peut avoir un rdle dans le

maintien de I’ADN.

Cette triade dont nous avons parlé aux
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Figure 56: Comparaison des interfaces avec le duplexehybride ARN/ADN lié¢ a A.
Bachd-RNase (code PDB 1ZBI) et B. pUL89-endo (modéle 5 du cluster pUL89-endo").
Les chaines latérales des acides aminés interagissant avec le duplexe ou les ions magnésiums
(spheres jaunes) sont représentés en sticks et colorés selon leur caractére physicochimique:
rouge, bleu, violet, saumon et gris pour négativement chargé, positivement chargés,
asparagine et glutamine, donneurs de liaisons hydrogene et apolaires, respectivement. Le brin
d’ARN est représenté en ruban transparent gris foncé et le brin d’ADN en ruban transparent
gris clair. En B. le squelette de pUL89-endo est coloré avec une échelle de vert fonction du
taux de conservation de chaque acide aminé. La majorité des résidus potentiels interagissant

avec le duplexe sont conservés a travers les homologues herpesviraux de pULS9.

3.c.iii.  Impact de l'interaction avec pUL56

Rappelons que la reconstruction théorique des modeéles de pUL89-endo sous les formes
liée et libre a été motivée par le désir d’expliquer I’influence de I’interaction entre les deux
sous-unités du complexe terminase de CMVH sur I’activité endonucléasique propre a pUL89

révélée par Scheffczik et al. (Scheffczik, Savva et al. 2002).

Grace aux mod¢les obtenus, nous avons réussi a prédire quels acides aminés de pUL8&9
forment la poche de liaisons aux métaux et quels sont ceux qui sont chargés de maintenir le
substrat durant la catalyse. Nous avons ainsi émis I’hypothése que le glutamate Glu>®® lie un
ion magnésium. Précédemment nous avions observé par RMN que le peptide pUL89(580-
600) est constitué d’une hélice amphipathique entre Asp®®* et Phe™. Nous avions aussi

souligné une grande conservation de la face hydrophobe alors que la face hydrophile ne
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contenait que peu de résidus conservés dont Glu™. Par conséquent, le role crucial de

pULB9(580-600) décrit par Thoma et al. (Thoma, Borst et al. 2006) peut s’expliquer par la
participation de Glu®*® dans la liaison a un magnésium, facteur indispensable au clivage de
I’ADN lors de la phase de maturation. Son interaction avec pUL56 est donc, par déduction,

assurée par la face hydrophobe de I’hélice.

Grace au modele du domaine endonucléasique présenté ici, nous pouvons replacer le
fragment pUL89(580-600) dans le contexte du domaine endonucléase de pUL89. La Figure
57A montre pUL89-endo selon une vue dans I’axe du duplex. Les différents amino acides
annotés sont ceux dont les chalnes latérales sont exposées de manicre similaire aux résidus

Ala®®® et Phe®® portés par la face hydrophobe de I’hélice Asp>*2-Phe™*.

Ici encore, nous faisons le parallele entre la conservation a travers les homologues

herpesviraux de pUL89 des résidus annotés et le caractére physicochimique.

Nous observons alors que les résidus aliphatiques Leu*®, Val*’, Ala*?, 1le™”, Val®®, 11e"°

461 490

et les aromatiques Tyr*®!, Tyr** et His** forment un patch hydrophobe trés conservé. Ce patch
hydrophobe est encadré de résidus hydrophiles trés conservés dont Lys®*, GIn®” et Ser®”’. La
surface créée par cet ensemble d’amino acides est donc en accord avec la topologie rencontrée
dans le cas des interfaces protéine-protéine. En effet, la densité importante de résidus
hydrophobes peut étre capable d’assécher la surface d’interaction avec pUL56 afin de
stabiliser le complexe. Les résidus hydrophiles peuvent jouer un role dans la spécificité de
I’interaction avec pUL56 (Bogan and Thorn 1998; Hu, Ma et al. 2000; Glaser, Steinberg et al.

2001; DeLano 2002).

Rappelons que pUL56 et pUL89 se comportent de manicre différente avec I’ADN.
Lorsque I’ADN viral est encore sous forme concatémérique a la suite de sa synthése en cercle
roulant, pUL56 est capable de reconnaitre spécifiquement les séquences pac encadrant les
unités virales. pUL89 est quant a lui charger de cliver de maniére aspécifique I’excés ADN a
la fin de I’étape de translocation. L’association avec pUL56 a été montrée comme étant
décisive dans ’efficacité du clivage par pULS89. Par ailleurs, le complexe terminase composé
par le dimere de pUL56 et le monomere de pUL89 est formé avant sa translocation dans le

noyau.

La Figure 57B apporte une hypothése pouvant rendre compte de I’influence de pUL56 sur
I’activité endonucléasique de pUL89. Nous avons superposé les meilleures structures issues

des calculs de pUL89-endo libre (magenta) et liée (bleue) a ’ADN. Sachant que la
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reconnaissance de I’ADN ne puisse s’effectuer qu’en présence de pULS6, nous pouvons en
déduire que la structure calculée de pUL89-endo lice au duplexe d’ADN (complexe binaire)
serait en fait une structure théorique de pUL89-endo dans le complexe ternaire
pUL89/pULS56/ADN. Au contraire, la forme libre de pUL89-endo représenterait I’état

conformationnel de celui-ci sans interagir avec pUL56 et donc ne pouvant cliver I’ADN.

Finalement, la superposition des deux structures a la Figure 57B montre une divergence
des structures surtout au niveau de I’hélice o4 et de la boucle la précédant. En effet ce
fragment du domaine contient les acides aminés His**, His*"' et GIn*’* dont nous avons
évoqué plus haut I’hypothése de leur role dans la stabilisation du brin-substrat (ARN dans
notre modele) pour son clivage ultérieur. En effet, ce fragment subit une rotation de 135° en

présence du duplexe.

Figure 57: Surface d’interaction avec pULS6 et impact sur la liaison a PADN. A.
Description des différents résidus constituant la surface d’interaction avec pULS56. Le
squelette est représenté en ruban coloré en fonction de la conservation a travers les
homologues herpesviraux de pULS89. Les chaines latérales des acides aminés potentiellement
impliqués dans I’interaction avec pULS56 et la triade catalytique acide sont représentés en

sticks et colorés selon leurs propriétés physico-chimique (i.e. rouge, bleu, violet, saumon et

159



gris pour négativement chargé, positivement chargés, asparagine et glutamine, donneurs de
liaisons hydrogéne et apolaires, respectivement). Un grand nombre de ces résidus sont
hydrophobes. Les brins d’ARN et d’ADN sont représentés en rubans noir et gris,
respectivement. B. superposition des meilleurs modeles (selon QMEANCclust) calculés pour
pUL89-endo™ (modéle numéro 77) et pUL89-endo"™ (modéle numéro 5) colorés en magenta
et bleu respectivement. La fléche rouge décrit la rotation d’environ 135° de 1’hélice a5 pour la

liaison au duplex.

3.c.iv. Comparaison avec les terminases de bactériophages: validation des hypothéses
Récemment, des structures de domaines endonucléasiques de terminases ont été résolues
par diffraction des rayons X: gpl7 des phages T4 et RB49 (codes PDB 3CPE et 3C6A,
respectivement) et G2P du phage SPP1 (code PDB 2WBN). La comparaison de notre mod¢le
avec ces structures expérimentales souligne un repliement similaire a celui que nous avons
calculé a partir de I’homologie avec des RNases. Malheureusement, MUSTER n’a identifié
aucune de ces trois structures lors de sa recherche d’homologues structuraux. Ceci est peut
étre dii a une mise a jour de la banque de données antérieure a la résolution de 1’une de ces

trois structures PDB.

Smits et al. (Smits, Chechik et al. 2009) ont résolu la structure de la grande sous-unité
terminase, G2P du phage SPP1. Une comparaison de ce domaine avec les structures des sous-
unités gpl7 issus des bactériophages RB49 et T4 résolues auparavant (Sun, Kondabagil et al.
2008) a été décrite.

Des mod¢les théoriques des domaines nucléases des protéines gpl9 du phage T7 et gpA
du phage A ont été construits a partir de la structure RX de RB49 comme structure-support.
Les structures théoriques et expérimentales ont toutes aboutie a la description d’un repliement
RNase H-l/ike constitué¢ d’un feuillet béta flanqué d’hélices alpha. Par homologie avec les
RNases, ces différentes sous-unités terminases sont supposées chélater deux ions magnésium.

Ceci a été vérifié expérimentalement pour G2P.

Les triades acides impliquées dans la chélation des métaux sont variables mais toutes
contenues dans des motifs BBo-Me: Asp*” Glu**Asp™ pour gpl17 de T4, Asp**® Glu*’Asp™®
pour gpl7 de RB49, Asp”® Asp®*'Asp*” pour G2P de SPP1. Les séquences de G2P et gpl7

sont peu similaires (12% d’identité) mais adoptent des repliements tertiaires identiques.

Proches du repliement des RNases H et des Holliday junction resolvases, elles se

différencient de ces classes de protéines par 1’existence d’un B hairpin complétant le feuillet
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béta commun aux RNases H. Ce motif supplémentaire a été retrouvé dans les structures de
gpl7 de RB49 et T4 et est supposé étre spécifique des terminases. Son implication dans la
liaison a I’ADN a été suggérée. La structure de G2P a été modélisée avec un duplexe d’ADN
en conformation B. Le mod¢le théorique résultant a été superposé avec la structure d’une
RNase H humaine complexé avec un duplexe hybride ARN/ADN (Nowotny, Gaidamakov et
al. 2007; Nowotny, Cerritelli et al. 2008). L analyse des facteurs B des cartes de diffraction de
la structure 2WBN correle avec une flexibilité importante de ce fragment qui est supposé
moduler le clivage de I’ADN sous leffet de la petite sous-unit¢ Gl
P. Ce B hairpin est proche de I’histidine 400 et ’aspartate 403 montré par mutagenése dirigée

comme cruciaux pour I’activité nucléase de G2P.

Pour conclure, un repliement analogue aux RNases a ¢té retrouvé dans notre modele
théorique et dans les structures résolues par RX de terminases de bactériophages. De plus, les
triades acides identifiées respectent le motif ffo-Me comparable aux observations faites chez
les RNases, Holliday junction resolvases et intégrases. Plus spécifiquement aux terminases,
un P hairpin a été identifi¢ dans le cas des bactériophages. Ce motif précede directement
I’hélice portant le troisiéme résidu de la triade. Dans pUL89-endo ce motif est équivalent a
I’hélice o4 et la boucle la précédant (en bleu dans la Figure 58). Il est alors intéressant de
remarquer la conjonction des mouvements du P hairpin chez G2P et boucle-hélice chez
pUL89-endo observés expérimentalement et théoriquement, respectivement. Les conclusions
que nous avions émises sur le role de ce mouvement dans le clivage de I’ADN concorde avec

celles de Smits et al.
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Figure 58: Comparaison des structures de G2P du phage SPP1 (A) et pUL89-endo
(B). Les structures sont colorées en fonction des €léments de structures secondaires (brins 3
jaunes et hélices a rouges). Les triades acides de chaque protéine sont colorées en cyan et les
chaines latérales représentées en sticks. Le 3 hairpin de G2P et le motif boucle-hélice o4 de
pUL89-endo sont colorés en bleu et montrent une orientation similaire par rapport a leur

poche catalytique respective.

C.4. Bilan de I’étude du domaine d’interaction avec pUL56

Partant des observations de Thoma et al., nous avons entrepris 1’étude du peptide *Gly-
Lys® montré comme ayant une grande affinité avec pUL56 et indispensable a ’activité du
complexe terminase. Par ailleurs, ’interaction avec pUL56 a ét¢ montrée comme modulant

I’interaction de pUL89 avec I’ADN.

Les analyses RMN sur ce peptide de 21 acides aminés ont montré une propension de ce
fragment a adopter une structure en hélice. Cette hélice, stabilisée en milieu hydrophobe, est
amphipathique. La face hydrophobe semble trés conservée alors que la face hydrophile ne

contient qu’un résidu conservé: Glu™,
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En vue de pouvoir résoudre le repliement tertiaire du domaine contenant ce peptide, nous
avons allongé le systéme entre Asp’®-Leu® et résolu sa structure dans 1’acétonitrile 40%.
Aucun signal de repliement tertiaire n’a été observé. Cependant, nous avons tiré profit des
¢léments de structures secondaires observés expérimentalement que nous avons introduites
comme contraintes expérimentales pour compléter la construction du domaine Lys*‘-Leu®*

pUL&9-endo.

Ce fragment a été révélé par MUSTER comme homologue structural de RNases de type H
et d’Holliday junction resolvase. La modélisation de ce domaine par MODELLER 9.6 a
finalement permis de souligner la constitution d’une poche de liaison a deux magnésiums par
homologie avec les RNases. Cette triade acide est constituée des résidus Asp*®, Glu®** et
Glu™® appartenant a I’hélice contenue dans pUL89(580-600). Cette premiére observation est
suffisante pour faire le lien entre 1’interaction pUL56/pUL89 et activité nucléasique de ce

dernier.

Nous avons poursuivi nos investigations en comparant les formes liée et libre de pUL89-
endo. Les résidus impliqués dans la fixation a 'ADN ont été déduits par ’homologie
structurale entre pUL89-endo et les RNases. Certains résidus potentiellement impliqués dans

la liaison a I’ ADN sont situés sur un motif boucle hélice précédant pUL89(580-600).

La comparaison des deux formes de pUL89-endo révele un large mouvement de ce
fragment en présence d’ADN. Des observations similaires ont ¢été observées
expérimentalement chez les terminases de bactériophages et donc appuient le role de ce motif
dans la régulation du clivage de ’ADN. Or, la reconnaissance de I’ADN se fait via pULS56.
Par conséquent, le mouvement du motif boucle-hélice est induit ou son positionnement
stabilisé pour interagir avec I’ADN par I’interaction avec pUL56 ce qui explique les résultats
observés concernant 1’influence de cette interaction sur le rendement catalytique du complexe

terminase.

D. Conclusion Sur L’étude De PUL89

Un alignement de séquence entre pUL89, sous-unité du complexe terminase, et 17
homologues herpesviraux a été¢ effectué. Celui-ci a révélé I’existence de cinq domaines
distincts. Un domaine N-terminal riche en résidus basiques dont la fonction est encore peu
claire, un domaine hélicase chargé de transloquer le duplexe d’ADN sous I’impulsion de la
lyse de molécules d’ATP, un doigt de zinc dont la structure est inconnue mais I’implication

dans la reconnaissance de I’ADN est suggérée, un domaine endonucléasique couplée a une
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surface d’interaction avec pUL56 et un domaine C-terminal dont la fonction est elle aussi peu

claire.

Afin de récolter des informations sur la structure de ces différents domaines, a défaut de
pouvoir en résoudre la structure compléte par diffraction des rayons X a cause d’un protocole
d’expression qui reste encore a optimiser, nous avons couplé recherche bioinformatique et

RMN.

Ces études ont permis de modéliser le domaine hélicase de pULS89 grace a la structure de
gpl7 du bactériophage T4. Les résidus impliqués dans la liaison a ’ATP et a I’ADN ont
¢taient suggérés par comparaison de notre modele avec des structures expérimentales et en
prenant en considération la répartition croisée des caractéres physicochimiques et des taux de
conservation des résidus présents a la surface du modele généré. Un mécanisme de résistance
aux dérivés D-benzimidazolés a ¢été proposé. L’hypothése retenue consiste en la
déstabilisation de la reconnaissance de I’ADN en présence de ces molécules peut étre capable
de s’intercaler dans les duplexes d’ADN du fait de leur grande similarité structurale avec des
nucléotides. Les mutations de résistance montrent une infime modification de la géométrie et
non des fonctions chimiques des acides aminés mutés. Nous suggérons que ces mutations
créent des encombrements stériques empéchant les inhibiteurs a s’intercaler au niveau des

plateaux de bases de I’ADN.

Nous avons ensuite étudié¢ le domaine endonucléasique. Ce travail a débuté par 1’é¢tude du
fragment pUL89(580-600) indispensable a I’interaction avec pUL56. Le systéme a été étendu
de part et d’autre pour atteindre une taille de 68 acides aminés. Le repliement tertiaire de ce

domaine rallongé n’a pas pu étre observé mais quatre hélices ont été identifiées.

La construction du domaine pUL89-endo a partir d’une homologie avec des RNases a
permis d’expliquer comment pUL89(580-600) interagit avec pULS56 via une face hydrophobe

> La comparaison

et assure la liaison aux magnésium catalytique via son résidu conservé Glu
des structures liée et libre avec un duplexe hybride ADN/ARN en conformation B permet
d’expliquer I’influence de pULS56 sur le clivage de I’ADN par pUL89 par réarrangement

structurale.

Ce travail théorique reste a €tre confirmé et complété par la résolution de la protéine
enti¢re si elle est exprimable en grande quantité et cristallisable pour des études structurales
par rayon X (compte tenu de la taille considérable du systéme, i.e. 674 acides aminés). Si

cette possibilité n’est pas envisageable, la synthése chimique (ou I’expression) et 1’étude
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RMN domaine par domaine peuvent constituer une alternative. Cependant, méme fragment¢s,
les différents domaines de pUL89 sont en moyenne long de 150 résidus ce qui est un facteur
limitant pour la synthése peptidique en phase solide et incite a I’enrichissement en isotopes
stables des échantillons (N, "*C) pour aider a Dattribution des signaux RMN et donc a la
reconstruction des structures. L’étude des mutants D344E et A355T doit aussi étre envisagé

pour €lucider le mécanisme d’action des dérivés D-ribobenzimidazolés.
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VIIl. ETUDES DE LA PROTEINE PUL56

Ce chapitre traite de pUL56 dont les données structurales sont actuellement quasi
inexistantes dans la littérature. Nous avons commencé a étudier les aspects phylogéniques en
nous basant sur les alignements de séquences. Des études de spectroscopie (UV/visible,
dichroisme circulaire et RMN) ont été initiées pour pULS56, cible thérapeutique révelé par

traitements aux dérivés D-ribobenzimidazolés.

La protéine pULS56 constitue la grande sous unité du complexe terminase de CMVH avec
une séquence de 850 acides aminés. Sa structure observée en microscopie électronique est en
forme de selle a cheval composée de deux chaines (Scheffczik, Savva et al. 2002; Savva,
Holzenburg et al. 2004). La protéine pUL56 interagit avec la petite sous-unité pUL&9 et
pUL104, la protéine portail. Montrée comme portant une activité ATPasique, cette protéine
remplit un role particulierement important dans la reconnaissance de I’ADN, au niveau des
séquences pac délimitant les unités d’ADN viral, apres synthése en cercle roulant de I’ADN

concatémérique.

Dans cette partie, nous allons présenter les travaux réalisés sur deux fragments de pULS56
pouvant avoir un role dans la reconnaissance de I’ADN: un domaine de type basic leucine

zipper (bZIP) identifi¢ par PHYRE le motif en doigt de zinc .
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Figure 59: Récapitulatif des régions conservées a travers les herpesvirus sur le graphique d'hydrophobicité de pULS6. Deux échelles
d’hydrophobicité ont été utilisées, Kyte & Doolittle et Eisenberg colorées en rouge et jaune, respectivement. Différentes boites trés conservées ont été
précisées et la trace correspondante rapportée (cf. Annexe B2). Les fragments identifiés expérimentalement sont représentés en bleu (site de liaison a
I’ATP et signal de localisation nucléaire notés ATP-bs et NLS respectivement). Les cystéines classe-spécifiques et complétement conservées sont
colorées en vert clair et vert foncé, respectivement. En particulier, trois d’entre elles sont totalement conservées et appartiennent au doigt de zinc
potentiel. Une autre appartient au fragment suivant directement la zone flexible peu conservée (pointillées). Les résidus acides totalement et hautement
conservés sont colorés en magenta.
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A. Alignement De Séquences

L’alignement de séquences entre pUL56 et 22 homologues herpesviraux d’origines
humaine et animale est présent¢ en Annexe B2 et a été fait 1’objet d’une publication

(Champier, Couvreux et al. 2008).

Nous avons récapitulé dans la Figure 59 les différents éléments remarquables issus de cet
alignement et les boites caractéristiques identifiées expérimentalement: le signal de
localisation nucléaire (NLS) indispensable au passage de pUL56 dans le noyau par la voie de
I’importine a qui entraine dans son sillage pUL89 (Giesen, Radsak et al. 2000) et le site de
liaison a I’ATP (Hwang and Bogner 2002). Nous avons aussi indiqué quelques boites (la trace
pour chacune est indiquée et extraite de 1’Annexe B2) qui semblent étre trés conservées a

travers les homologues herpesviraux de pUL56.

Afin de proposer des pistes pour ’identification ultérieure par mutagenése dirigée (par
exemple) des résidus importants a I’activité endonucléasique, nous avons relevé huit résidus
acides conservés a travers tous les homologues de pULS56 alignés (encadrés en magenta en
Figure 59). Quatre d’entre eux sont situés dans des régions conservées: Glu'’ situé dans le

514

doigt de zinc potentiel, Glu’'* aprés la région flexible, Glu™' adjacent & I’ATP-bs et Asp’™.

La protéine pULS56 existant sous forme de dimére (Savva, Holzenburg et al. 2004), il nous
a semblé intéressant d’annoter les différentes cystéines conservées (surlignées en noir en
Annexe B2) soit uniquement chez les béta herpesvirus soit complétement conservées a travers
tous les herpesvirus notées en vert clair et vert foncé, respectivement, en Figure 59. Il
apparait donc que le N-terminal contient une région riche en cystéines conservées chez les

homologues de béta herpesvirus (Cys', Cys"”, Cys'®, Cys* et Cys®). Cinq autres cystéines

115 145

sont disséminées dans la séquence dont quatre (Cys'"”, Cys'®, Cys'® et Cys'™) précédant le
doigt de zinc CX,CXCXH parfaitement conservé proposé par Krosky (Krosky, Underwood
et al. 1998). Une autre cystéine parfaitement conservée est présente a la position 537 et
appartient a une région que nous avons nommée domaine bZIP (basic leucine zipper) identifié
par homologie avec les protéines CREB-/ike domaine (c-AMP Responsive Element Binding
protein).

La reconnaissance spécifique de I’ADN viral au niveau des séquences pac étant

déterminante pour sa maturation et son encapsidation, nous nous sommes intéressés a 1’étude

168



de deux domaines pouvant potentiellement remplir cette fonction: le doigt de zinc contenu

dans le fragment '"Val-Ile** et le domaine *Arg-Ile>*® de type bZIP.

B. Doigt De Zinc De PUL56 De HCMV
L’expression de ce peptide s’étant avéré difficile, la séquence "**Val-lle*** (pUL56-ZF)
contenant le doigt de zinc a été¢ synthétisée par syntheése peptidique en phase solide au
laboratoire selon une stratégie Fmoc et sa masse de 5308,04 Da vérifiée par spectroscopie de

masse MALDI-TOF.

L’étude du doigt de zinc a été réalisée en utilisant plusieurs spectroscopies. En UV/visible
nous avons tenté de vérifier la propension du peptide a lier le métal, en dichroisme circulaire
nous avons voulu observer 1’effet structurant de I’ajout de zinc, et en RMN nous avons

enregistré des spectres TOCSY et NOESY afin d’en calculer la structure.

La spectroscopie UV/visible est une technique de choix pour I’observation de doigt de
zinc puisqu’elle nécessite peu d’échantillon (concentration micromolaire), elle est non
destructive et permet d’observer les transitions spécifiques sous I’effet de 1’ajout de métal.
Ainsi, un grand nombre d’études portant sur les doigts de zinc ont été réalisées (Burke, Sanyal
et al. 1992; Worthington, Amann et al. 1996; Bavoso, Ostuni et al. 1998; Westman, Perdomo
et al. 2004). Les spectres ont été enregistrés sur un spectrometre Beckman-DU 530 entre 250
et 800 nm. Dans une cuve en quartz de 1 cm de large, 150uM de pULS56-ZF sont solubilisés
dans 170 uM de DTT en tampon phosphate 7,5 préalablement dégazé sous argon. La titration
avec Co*" a été réalisée par ajout de 30-300 uM de CoCl,. Le spectre sans ajout de CoCl, a été
soustrait aux spectres obtenus par incrémentation de CoCl,. Le doigt de zinc de Ncp7(1-30)
(Morellet, Jullian et al. 1992) a été analysé dans les mémes conditions pour pouvoir valider le

protocole.

Les résultats présentés en Figure 60A révelent que pULS6-ZF lie effectivement le métal.
On observe les transitions internes au métal sous 1’effet Jhan-Teller autour de 650 nm et les
dons de paires d’¢électrons des ligands au métal autour de 300 nm. En comparant les courbes
obtenues avec le premier doigt de zinc de Ncp7(1-30) (Figure 60A, droite), nous pouvons
juger de I’instabilité du peptide. Les intensités des transitions observées pour pUL56-ZF
augmentent de fagcon réguliére jusqu’a environ 0,5 équivalent. Au-dela de cette valeur, les

raies d’absorption vers 300 nm deviennent moins bien définies.

Les courbes de dichroisme circulaire (Figure 60B) ont été enregistrées avec un

spectrometre JobinYvon-CD6 sur une solution de 80 pM de pULS56-ZF a pH 7,5 et
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incrémentée avec une solution de ZnCl, (16-140uM). On peut observer I’influence du métal
induisant une légére structuration en hélice du peptide par 1’apparition de signaux a 214 et

222nm.
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Figure 60: Analyse de pULS6-ZF par spectroscopie UV/visible et dichroisme
circulaire. A. Une solution de 150uM de pUL56-ZF en tampon phosphate 7,5 et en présence
de DTT a été incrémenté en CoCl, (gauche). La méme expérience avec Ncp7(1-30) du VIH a
¢été effectuée (droite) pour valider notre protocole expérimentale. B. Zoom des courbes de
dichroisme circulaire dans la région 208-235nm obtenu pour puL56-ZF incrémenté en ZnCl,.
Les courbes obtenues pour 0, 0,6 et 1 équivalent sont représentées en pointillés, carrés et

disques noirs, respectivement.

Nous avons par la suite tent¢ de résoudre la structure de ce peptide (530 uM, 1,5mM
ZnCl,) par RMN. Sa faible solubilité¢ au-dela de pH 5,5 a limité son étude au-dela de cette

valeur. Les spectres ont été enregistrés avec et sans zinc a pH 5,5 mais n’ont révélé aucune
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différence. La formation du doigt de zinc n’a donc pas été observée. Ceci a slrement été
défavorisé par le pH inférieur au pKa des hydrogénes portés par les fonctions thiol de la
cystéine (8,5) et imidazole de I’histidine (6,5), dans lequel le peptide a été solubilisé.

Dl aux difficultés de mise en solution pour les expériences RMN, les spectroscopies
optiques ont quand méme permis d’observer une influence du métal sur le repliement de
pUL56-ZF. En particulier, les transitions observées en UV/visible prouvent, sans ambigiiité,
la propension des résidus cystéines et histidine a chélater le métal jusqu’a 0,5 équivalent,
valeur aprés laquelle le signal devient plus difficile a interpréter. Ces larges bandes
d’absorption traduisent selon nous une instabilité¢ du doigt de zinc pouvant étre expliquée de

différentes fagons.

La Figure 61 montre les différentes possibilités pouvant rendre compte des proportions de

0,5 équivalents observés en UV/visible.

Les deux premicres possibilités (Figure 61A et B) sont la chélation d’un métal par deux

peptides mettant chacun en jeu deux ligands.

En B nous avons représenté la formation éventuelle de ponts disulfures intermoléculaire
apres oxydation des thiols (traits rouges) pouvant expliquer la stabilit¢ d’un tel dimere.
Cependant, nous n’avons trouvé aucun exemple dans la littérature similaire a I’un ou 1’autre

de ces cas.

En C, l’instabilité du doigt de zinc est expliquée par I’entropie élevée de la boucle de 24
acides aminés qui diminue statistiquement le rapprochement des quatre ligands potentiels

pour la chélation du zinc.

223

Enfin, en D, nous mettons en jeu la présence de His™ non conservée pouvant entrer en

compétition avec His*"’.

rrrrr

les expériences avec Ncp7 sont cohérentes avec la structure en doigt de zinc. Par conséquent,
notre protocole expérimental semble €tre adapté a la prévention de la formation de ponts

disulfures. Donc, la possibilité présentée en B parait peu probable.

Afin de vérifier la possibilité¢ C, il serait intéressant de rallonger le peptide pouvant faire
apparaitre des éléments de structures secondaires supplémentaires afin de faciliter la
proximité des résidu-ligands.

Pour vérifier la possibilité D, impliquant un équilibre entre une forme mettant en jeu His*"

223

et une seconde impliquant His**, nous avons synthétisé le peptide homologue '**Val-Ile***
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d’origine murine ne contenant pas d’histidine autre que celle alignée avec His*'" de pUL89 du
CMVH. Celui-ci a été obtenu par synthese peptidique et seul quelques milligrammes ont pu
étre purifiés. Ce peptide s’est finalement trouvé trés difficile a solubiliser y compris a pH

acide. De fait, nous n’avons pu vérifier notre hypothése
9

Ce fragment de pUL56 semble avoir une importance dans le mécanisme d’encapsidation
du fait de sa propension a former un doigt de zinc et donc a son potentiel a interagir avec
I’ADN. Comme dans le cas de pUL89, ot nous avions localisé les positions mutées (Asp*** et
Ala**®) proches de la surface d’interaction avec I’ADN et du doigt de zinc potentiel
CX,HX,CXC, la mutation de résistance aux dérivés D-ribobenzimidazolés observée sur
pULS56 est située au centre de la boucle entre Cys'* et Cys*” (Q204R). Ce résidu est encadré

3

par des résidus parfaitement conservés (Asn*” et Gly*”) ayant un rdole potentiel dans une

A B
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Figure 61: Cas expliquant une déstabilisation du signal observé en UV/visible au-dela
de 0,5 équivalents. Le disque gris schématise ’atome de zinc, les résidus conservés (Cys'”',
Cys', Cys*”, His*'?) sont annotés en rouge et I’histidine non conservée (His**’) en noir. A et
B montrent la possibilité de dimérisation a travers la chélation du zinc. C et D illustrent des

¢changes conformationnels entre deux formes.
Apres avoir optimisé sa synthése chimique ou son expression en systeme bactérien, il
serait intéressant de poursuivre les investigations sur la structuration de ce doigt de zinc

rallongé de part et d’autre de sa séquence pour faire apparaitre des éléments de structures
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secondaires supplémentaires pouvant stabiliser son repliement tertiaire et éventuellement
faciliter sa solubilisation. Une fois ces conditions remplies, son étude en interaction, si elle
existe, avec les séquences pac spécifiques et 1I’é¢tude du mutant Q204R en présence de
BDCRB offriraient une meilleure compréhension des mécanismes de reconnaissance de

I’ADN et d’action des dérivés D-ribobenzimidazolés.

C.  Etude Structurale De PUL56(507-548): BZIP Domaine
Nous avons synthétisé au laboratoire un autre peptide de pULS56: pUL56(507-548).

Celui-ci a été sélectionné empiriquement afin de mettre en évidence une interaction entre
ce peptide et pUL89(580-600). Nous nous sommes basés sur les différentes données
statistiques disponibles sur les interfaces protéine-protéine (composition en acides amings,
appariements de structures secondaires, conservation) et sur les données propres au systéme

pUL56/pULS9.

Nous avons de cette fagon sélectionné un fragment composé de résidus conservés (Hu, Ma
et al. 2000) typiques des interfaces (arginines et aromatiques) (Lo Conte, Chothia et al. 1999;
Ofran and Rost 2003; Moreira, Fernandes et al. 2007) et prédit en hélice du fait des
appariements préférentiels entre éléments de structures secondaire de méme nature (Jones and
Thornton 1996; Ansari and Helms 2005). Ce dernier critére a été orienté par les résultats
expérimentaux obtenus par RMN pour pUL89(580-600) montrant une structure en hélice
alpha de ce peptide. Par ailleurs, les tests sur I’activité ATPasique de pUL56 ont été effectués
par Scheffczick et al. sur le fragment pUL56(404-850) en présence de pULSO. 1l a été prouvé
que pULS89 influence I’activité ATPasique de ce fragment de pUL56 (Scheffczik, Savva et al.
2002). Par conséquent, pUL89 interagit avec un fragment de pUL56 situé dans la région 404-
850.

En entrecoupant ces différentes informations statistiques et expérimentales, nous avons
sélectionné deux peptides de pUL56: Arg™-Ile** et Glu®*-Ala™. Ces deux peptides ont été
synthétisés par SPPS. pUL56(663-720) a été produit en treés faible quantité a cause d’une
séquence peptidique défavorable aux couplages entre amino acides successifs (<5mg). Par
ailleurs, il s’est montré trés peu soluble dans 1’eau, 1’acétonitrile ou le TFE ne permettant pas
son ¢étude, méme a faible concentration. Nous nous sommes donc focalisé¢ sur 1’étude de

pUL36(506-548).
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C.1. Dichroisme circulaire
Le peptide pUL56(506-548) a été purifié¢ en grande quantité (120mg) et plusieurs
conditions de mise en solution ont été testées afin de stabiliser son repliement ont été étudiées
par dichroisme circulaire (Figure 62).

Dans I’eau, le peptide est majoritairement non structuré.

Les effets du TFE et du méthanol a 10% sont sensiblement les mémes et entrainent une
légere structuration en hélice.

30% de méthanol ou un mélange 10% MeOH/10% TFE/80% H20 augmentent la
proportion d’hélice mais le peptide reste majoritairement random coil.

Finalement, 30% de TFE stabilisent fortement la structuration en hélice en accord avec la

prédiction établit par PSI-PRED (Annexe B2).

Nous avons donc choisi ces derniéres conditions pour faire 1’étude de notre peptide par

RMN.
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Figure 62: Dichroisme circulaire dans différents solvants sur le peptide pUL56(506-
549). Pour chaque condition, trois scans moyennés et lissés sur 25 points ont été enregistrées
entre 185 nm et 260 nm par pas de 0,5 nm avec une bande passante de 2 nm et un temps

d’intégration de 2s.
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C.2. Cross-linking

Le but premier dans 1’é¢tude de ce peptide fut de mettre en évidence une interaction

éventuelle entre celui-ci et pUL89(580-600). Pour ce faire, nous avons procédé¢ a des

expériences de cross-linking selon le protocole suivant (Back, de Jong et al. 2003; Sinz 2006):

1.

Pour la préparation des solutions meres, les peptides ont été¢ mis en solution dans H20
milliQ a une concentration de 1 mM déterminée par la mesure de I’absorbance a 280
nm (équation de Beer-Lambert). pUL56(506-549) a ¢ét¢ mis en solution dans 5
équivalents de DTT pour empécher la formation d’un pont disulfure via sa cystéine

536.

Le nombre d'amines primaires (chaines latérales des lysines et N-ter) susceptibles de
réagir avec I’agent de réticulation a été calculé afin de déterminer la quantité de cross-

linker a ajouter en solution.

Dans le milieu réactionnel, la concentration de chaque peptide a été fixée a 50 uM et
le volume total ajusté a 350uL avec une solution de tampon phosphate 100 mM, pH
7,0.

Les expériences de réticulations des peptides seuls et mélangés ont été conduites en

paralleles.

Une solution mére de BS® (Bis-sulfosuccinimidyl) suberate, Figure 63) a été préparée.
Le temps de demi-vie d'une solution de BS® dans I’eau est de 1 heure. Nous avons
donc préparé cette solution au dernier moment afin d’éviter son hydrolyse. La quantité
de BS’® ajoutée dans chaque milieu réactionnel a été calculée pour un ratio [BS*]/
[amines libres total en solution] = 0,5 car le BS? est bifonctionnel et donc réagit avec

2 amines primaires pour former des liaisons peptidiques avec elles (Figure 63).

Les réactions ont été controlées sous agitation faible, a température ambiante, pendant

3 a 5 minutes puis stoppées par ajout de 350 uL de tampon Tris 100 mM, pH 7,5.

Les différentes expériences ont été analysées sur gel d’acrylamide (Tricine 16%

adapté aux faibles poids moléculaires).
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Figure 63: Formule du Bis-sulfosuccinimidyl) suberate.

Nous avons mis en présence les deux peptides dans I’eau d’une part (Figure 64, puit 7), et
dans 30% de TFE d’autre part (Figure 64, puit 6). En comparant les résultats obtenus pour les
peptides étudiés isolement (Figure 64, puits 1-5 et §), nous sommes arrivés a la conclusion

que, dans les conditions d’expériences, les deux peptides n’interagissent pas.

Trois hypothéses peuvent expliquer ces résultats. Premiérement, dans [’eau, ni
pULS56(506-548) ni pUL89(580-600) ne sont structurés de fagan stable. Ce défaut de
structuration peut empécher 1’interaction. Deuxieémement, dans le TFE, les deux peptides sont
structurés mais le solvant peut faire obstacle aux interactions hydrophobes et par conséquent
empécher lui aussi ’interaction entre les deux peptides. Troisiemement, le domaine

pULS56(506-548) n’est pas impliqué dans I’interaction avec pULS9.

Par contre, aux concentrations utilisées dans cette expérience, nous pouvons observer
clairement la formation d’un dimére de pUL56(506-548) dans le tampon phosphate (Figure
64, puits 1 et 5). Au contraire, pUL89(580-600) n’interagit ni avec lui-méme (Figure 64, puit
3) ni avec pUL56(506-548) quel que soit le solvant (Figure 64, puits 6 et 7).

Notons tout de méme que le dimere de pULS56(506-548) n’est pas observé, ou tres
faiblement, dans les mélanges de peptide. Dans le TFE, nous pouvons penser que le solvant
empéche la formation du dimere nécessitant 1’établissement d’interactions hydrophobes (puit
6). Dans le tampon, I’explication la plus évidente serait que bien que n’interagissant pas avec
pULBI9(580-600) ce dernier semble toutefois interférer avec la formation du dimere de

pUL56(506-548) (puit 7).

Au vue des résultats de cross-linking obtenus sur les peptides seuls, nous pouvons
affirmer que pUL56(506-548) a la capacité de dimériser. Nous avons donc poursuivi les

investigations pour calculer la structure de ce dimére par RMN.
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puUL56(dimere)

pUL56(monomére)

¥
pUL89(580-600) |

pUL89({580-600) - - + + - + + +
pUL56 + + - - + + + -

BS3 - + + - + + + +

TFE - - - - - + - -

DTT + + - - + + + -

Figure 64: Expériences de cross-linking entre pULS56(506-548) et pUL89(580-600).
Chaque peptide a été introduit avec une concentration de 50 uM. 0,5 équivalent de BS® par
rapport au nombre d’amines primaires (chaine latérale des lysines et N-terminals) présentes
en solution est introduit (2, 3,5-8). En 1 et 4, les peptides sont seuls en solutions. En 2, 3.5 et
8, chaque peptide isolé est mis en présence de BS®. Le mélange de peptides en présence de
BS? est solubilisé dans 30% TFE (puit 6) et dans le tampon seul (puit 7). En 6, une 1égére
bande correspondante au dimere de pULS56(506-548) est présente mais de faible intensité. Les

différentes conditions sont précisées sous chaque puit.

C.3. pUL56(506-549): un peptide de type bZIP ?

Afin de pouvoir proposer un role a pUL56(506-549), nous avons soumis sa séquence a
PHYRE. Celui-ci a identifié¢ une similitude avec la structure PDB 1DH3 définie comme un
domaine CREB (cAMP response element-binding protein) (Schumacher, Goodman et al.
2000), avec un taux de confiance de 40% bien que le taux d’identité entre pULS56(506-549) et
cette protéine soit seulement de 9%.

Les protéines de type CREB sont caractérisées par une capacité a dimériser via un leucine
zipper parallele (structure type coil coiled) et, un site d’interaction spécifique avec I’ADN
constitué¢ de résidus basiques d’ou la notation associée bZIP pour basic leucine zipper. Ces
protéines sont impliquées dans des mécanismes de régulation de la transcription (Konig and
Richmond 1993; Schumacher, Goodman et al. 2000). Ces deux caractéristiques, dimérisation

et interaction avec I’ADN, sont en accord avec les observations faites dans le cas de pUL56.
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Nous avons aligné pUL56(506-548) avec trois protéines CREB présentes dans la PDB et
observé de grandes similitudes entre elles notamment par une composition en résidus basiques
(triade *""RKR’") et hydrophobes (Val’'’, Val’"*, Tyr’*'| Leu’”, Val’”, Val**’, 1le**") (Figure
65).

En particulier, la cystéine parfaitement conservée a travers les homologues herpesviraux
de pULS9 est alignée avec des leucines impliquées dans la dimérisation des protéines CREB.
Nous formulons I’hypothese que la conservation de ce résidu est justifiée par son implication

dans la stabilisation du dimere de pULS56.

510 520 530 540 548
I | I [ |
ET ——mmmmmmmmm— ==y ==-RE-5-Ypblao--1pxxoux-Co--QOx-xpbsipp-—-—-—--—--
BETA  ========= 5-HBa-5EaSaRK-nAY pSKaSE-GYonVp-CIn-QE-LpSKLp-======
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Figure 65: Alignement de pULS56(506-548) avec 3 protéines de type CREB. Les
premiere et deuxieme lignes indiquent la trace de 1’évolution chez I’ensemble des homologues
herpesviraux de pULS56 et la trace propre aux homologues béta herpesviraux, respectivement.
Les résidus hydrophobes et basiques alignés avec pUL56(506-548) sont colorés en blancs et
jaunes, respectivement. Les trois séquences de protéines CREB sont issues de GCN4 YEAST
(accession number: P03069, PDB 1DGC), CREB1_MOUSE (accession number: Q01147
PDB 1DH3), et CREBPA_RAT (accession number: P05554, PDB INWQ).

C.4. Etude de la dimérisation de pUL56(506-548) par HPLC et RMN
Les hypothéses sur la formation d’un dimére et d’une structure de type bZIP issue de la
recherche d’homologues par PHYRE nous ont incité a déterminer la structure de ce peptide
par RMN. Dans ce but, nous avons contrdlé la formation du pont disulfure par HPLC en

phase inverse avec une colonne greffée C4.

La forme dimérique est éluée prés d’une minute avant la forme monomérique comme le

montre la Figure 66. Ainsi, du fait d’une taille deux fois plus importante qui impliquerait
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intuitivement un temps d’¢élution plus grand, seule une surface hydrophobe permet
d’expliquer une ¢lution plus rapide que celle du monomere. Ceci permet d’émettre
I’hypothése que la dimérisation se fait a travers une interface hydrophobe complétée par le

pont disulfure dont nous avons contrdlé la formation.

Dimére Monomére
Mt{héo) | M{exp) j Mt(héo) | Mi{exp)
M+6 1695,67 | 1696,15 } M+4 127226 | 127164
- | 5
M+7 145358 | 145307 " | M+5 1018,01 | 101759
M+8 1272 12721 i 1 M+6 848,51 | 848,16
M3 11308 | 11303 : W7 72744 | 720,27
. \ E :
M+10 10178 | 10175 a] | ! M+8 636,63 | 636,49
M+11 92537 | 92524 i ) 4 \ M+9 566,01 | 565,79
M+12 848,34 848,37 M+10 509,51 509,41
M+13 783,16 | 783,11 "L o M+11 46328 | 463,22
M+14 728 |- n! |
M+15 678,87 | 678,61 - |
e bt e / -
. ' . -
. Dimére -1 Monomeénre

A d——

i@ BARAL A AN
't
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Figure 66: Suivi de la formation du pont disulfure par HPLC et spectrométrie de
masse ESI. L’empilement des chromatogrammes montre le passage de la forme
monomérique (15,15 minutes) a la forme dimérique (15,65 minutes). Les masses
expérimentales (M(exp)) des spectres de chaque espeéce ont été attribués et vérifient les
masses théoriques (M(théo)) des formes mono- et dimérique a leurs différents états de charges

(Tableaux).

Les peptides avec et sans pont disulfure ont finalement été analysés dans 30% de TFE a
303 K par RMN a pH 6,1 a différents temps de mélange (50 ms, 100 ms, 150 ms, 200 ms et
250 ms). L’attribution des déplacements chimiques a été réalisée dans les deux cas (Annexe
D4) et peu de différences ont été relevées, traduisant un environnement similaire des acides

aminés dans les deux conditions.
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Le jeu de contraintes de structures secondaires présenté a la Figure 67 a été utilisé pour

reconstruire le dimére.

L’ensemble des signaux recueillis permet d’envisager la formation d’un dimere parallele
di a la présence de corrélations entre protons de bouts de chaines latérales de résidus
adjacents, comme cela a déja été rencontré par ailleurs (Junius, O'Donoghue et al. 1996). En
particulier, les distances mesurées par buid-up entre les protons aromatiques de Tyr™' et les
méthyles de Leu®? ont été mesurées a 4,37 A + 0,87 (Tyr™' (§%)/ Leu’*(82)), 4,21 A + 0,84
(Tyr®2! (8*)/ Leu®(51)), 4,58 A + 0,92 (Tyr*?' (e*)/ Leu™(82)) et 4,42 A + 0,88 (Tyr*! (e*)/
Leu’*(B*)) (Figure 68, A). Ces contraintes ont été introduites comme contraintes non

ambigués en plus du pont disulfure.

Les statistiques obtenues pour le calcul du dimere sont résumées dans le Tableau 14. Faute
de contraintes intermoléculaires suffisantes, les RMSDs calculés montrent la faible

convergence des dix structures calculées sur I’ensemble du dimere.

510 520 530 540 5438
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Figure 67: Table de connectivités des NOEs recueillies pour la modélisation du dimére
de pULS56(506-548).

L’ensemble du spectre dans les deux conditions se superpose parfaitement excepté pour
certains résidus.

Méme si aucune contrainte intermoléculaire supplémentaire n’a été collectée en plus de

1

celles relevées entre Tyr™?' et Leu™™, les déplacements chimiques de résidus aliphatiques et

conservés (Figure 65) s’en voit fortement affectés traduisant leurs implications probables dans
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la formation du leucine zipper dont nous avons supposé ’existence (Annexe D4, en rouge).
Ces acides aminés sont Leu™?, Val®®, Val*®, Val***, Ile™** et Thr’**. Tous ces résidus sont des
résidus hydrophobes appuyant ainsi notre hypothése sur leur implication dans la dimérisation

en accord avec les expériences d’HPLC.

540

Les deux glutamines GIn*® et en particulier GIn**, parfaitement conservée (Figure 65) et

. sont trés influencées par la formation du dimére (Figure

située un tour d’hélice avant Thr
68A’). Aucune contrainte n’a été relevée mais la double fonction de donneur et d’accepteur de
liaison hydrogeéne permet de formuler I’hypothése d’un appariement antisymétrique de leur
chaines latérales pour la formation de deux liaisons hydrogénes qui pourrait stabiliser le
dimere dans son extrémité C-terminal (King 1996). Il est suggéré que cette acide aminé
pourrait, en plus de la cystéine, conférer une spécificité pour la reconnaissance des deux
monomeres stabilisée par le leucine zipper (Harbury, Zhang et al. 1993; Junius, Mackay et al.

1995). De plus ce résidu est conservé dans les familles des dystrophine, utrophine, bZIP et

bHLH-ZIP (basic helix-loop-helix leucine zipper) (Hurst 1994; Blake, Tinsley et al. 1995).
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Restraints for caleulation

Total MOE restraints 581
Intraresidue 346
Sequential (ji{[=1) 114
Medium range (Ji4|=5) 112
intermoléculaire 2]
Structure statistics

R.M.S.D.

Bonds (7) (1.32-1.T)E-03
Bond angles (%) 0.46-0.49
Improper torsions (°) 0.33-0.35
NOE restraints (7) (2.86-3.47)E-02
Final Energies (kcal/mol)

Total 135.75-160.18
Bonds 2.60-4.33
Angles 8B.13-98.47
Improper angles 12.29-13.89
Van Der Waals 4.3-9.83
NOE 24,95-36.60
Ramachandran plot

Most allowed (%) 69.4
Additionally allowed (%:) 228
Generously allowed (%) 4.7
Disallowed (%) 31

RMSD from pairwise (?) Backbone atoms Heavy atoms

R517-E541 3.87+1.27 7.92+2 82
R517-V520/v523-K538 3.06+0.93 8.16+2.98
R517-V520 2.73+0.77 8.2443.00
WE23-K538 2.55+1.11 8.1342.87

Tableau 14: Table de statistiques des dix meilleures structures calculées pour
pULS56(506-548) dans 30% TFE a 303 K.

La structure obtenue est composée de trois €¢léments: un pont disulfure, une interface
hydrophobe et un cluster basique. Le pont disulfure est formé par I’appariement des cystéines

536 dont nous avons contrdlé la formation par HPLC (Figure 66).

L’interface hydrophobe est formée principalement par Tyr®?', Leu’? Val’® et Val*®,
résidus conservés (ET, Figure 65), en accord avec les observations faites sur le

chromatogramme (Figure 66) et les variations de déplacements chimiques décrites en Figure
68.
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Enfin le cluster basique contient la triade °'’Arg-Lys-Arg®®. La superposition avec la
structure PDB 1DH3 (Figure 69) permet de prédire une reconnaissance probable de I’ADN au

niveau de son grand sillon.

Cette analyse reste hypothétique mais permet d’expliquer la parfaite conservation a travers
les homologues herpesvirauux de pUL56 des résidus Arg’'” pour la liaison de I’ADN, et de
Tyr??!, Cys*¢ et GIn** pour sa dimérisation avec une orientation comparable a celle observée

dans les structures de type bZIP consignées dans la PDB.

Figure 68 (page suivante): Comparaison des spectres RMN de pULS56(506-548) entre
la forme oxydée et réduite du pont disulfure. Les spectres des formes réduite et oxydée
sont colorés en rouge et noir, respectivement. A, A’, B et B’ sont des extraits des spectres
correspondants au zone des protons aromatique/aliphatique, aromatique/aromatique,
aliphatique/aliphatique et proton alpha/aliphatique, respectivement. Les corrélations entre
Tyr?!' et Leu™ ont été introduites comme contraintes intermoléculaire pour la formation du
dimére (A). GIn** et en particulier GIn>* sont influencés par la formation du pont disulfure
(A”). Les méthyles de Leu™, Val’® et Ile™* et les protons alpha de Leu’*?, Val*®, Val**,

Val***, Ile*** et Thr*** sont influencés par la formation du pont disulfure (B et B).

183



ppm
0.804

0.854

0.504

0.954

1.354

1.404

1.454

1.504

1.55+

1.007@
1.054

Q540(e21 /622

Qs23(e21/e22) 90

I548(NH)

4.3

.5

2(51) V533(y2

&

L522(qr)

).

y

LTa)

P
R~

1.

6 1.5

184



r/ Pont disulfure \

Interface hydrophobe

Cluster basique
rd S~

Figure 69: Comparaison de la structure de plus faible énergie calculée par RMN du
dimere de pUL56(506-548) avec la structure PDB 1DH3. La structure de pUL56(506-549)
est coloré en ruban cyan. Le cluster basique (*'’Arg-Lys-Arg’"?) est coloré en bleu foncé, les
chaines latérales des résidus constituant 1’interface hydrophobe sont colorées en magenta
(Tyr**', Leu’®, Val’®, Val*, GIn** et Thr’*) et le pont disulfure en rouge (Cys™°). La
structure 1DH3 est colorée en ruban jaune. Le positionnement relatif des deux unités
monomeériques est orienté de maniere comparable dans les deux cas. Le duplexe d’ADN issu

de la structure PDB 1DH3 est représenté en ruban gris.

L’étude de ce domaine de pULS56 a été initiée par la recherche de maniere empirique d’un

site d’interaction pour pUL89(580-600).

Pour vérifier cette hypothése, nous avons procédé a des expériences de cross-/inking. Bien
que nous n’ayons pu observer de réticulation entre les deux peptides, nous avons mis en

¢vidence une forte propension du fragment pUL56(506-548) a dimériser.
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Une recherche d’homologues structuraux a été réalisée par PHYRE et a révélé une
similarité¢ avec les protéines de types CREB capables d’interagir avec I’ADN grace a un

cluster basique apres constitution d’un dimere par une interface hydrophobe.

Nous avons poursuivi nos investigations en for¢ant la formation d’un pont disulfure
probable di a la présence d’une cystéine parfaitement conservée a travers les homologues
herpesviraux de pULS56. La formation de ce pont disulfure a été¢ suivie par HPLC en phase
inverse. Bien que deux fois plus gros, le dimére est élu¢ 30 secondes avant le monomere.
Nous avons donc suggéré que dans ces conditions les résidus hydrophobes sont cachés du

solvant pour former une interface hydrophobe stabilisant le dimére.

Ces observations ont été confortées par I’observation en RMN de signaux entre extrémités
de chaines latérales de résidus adjacents, d’une part, et le blindage ¢électronique de plusieurs
méthyles de résidus hydrophobes conservés et situ€s sur une méme face de I’hélice formée,
d’autre part. En plus du pont disulfure, le dimeére formé fait apparaitre une interface

impliquant des résidus conservés a travers les homologues herpesviraux de pULS56.

De plus, la glutamine 540 est elle aussi fortement influencé par la formation du pont
disulfure. Il est alors envisagé qu’elle aussi occupe un role prépondérant dans la dimérisation
de ce peptide.

La superposition de ce dimere avec une protéine CREB souligne le role du cluster basique

conservé dans I’interaction potentielle avec le grand sillon d’un duplexe d’ADN.

Ceci nous permet de définir ce peptide comme appartenant a la famille des structures de
type bZIP compatible a la fois avec le role de reconnaissance spécifique de I’ADN et de la

dimérisation observée en microscopie €lectronique.

D. Bilan De L’étude Des Domaines De PUL56
L’identification des domaines fonctionnels de pULS56 apres alignement de séquences a
révélé la présence d’un grand nombre de cystéines, en particulier dans son extrémité N-
terminal, conservées a travers les homologues de béta herpesvirus de pULS56. Cette
concentration importante de tels résidus peut traduire la faculté a dimériser de pULS6 a

travers ce domaine.

Par ailleurs, nous avons tenté de mettre en évidence la formation d’un doigt de zinc de
type CX,CX,4CXH parfaitement conservé chez les homologues herpesviraux de pULS56 et
probablement impliqué dans le mode d’action des dérivés D-benzimidazolés car contenant

une mutation résistante a ces inhibiteurs (Q204R) au milieu de sa boucle.
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Nous avons donc synthétisé¢ le peptide pUL56(186-233) que nous avons analysé par
divers spectroscopies. Par dichroisme circulaire, nous avons mis en évidence une légere
influence du zinc sur la structuration en hélice du peptide. En UV/visible, nous avons observé
les transitions caractéristiques de la chélation du métal par des résidus cystéines et histidines.
Malheureusement, au-dela de 0,5 équivalent de métal, les signaux deviennent moins bien

definis suggérant une instabilité du doigt de zinc potentiel.

Nous avons émis plusieurs hypothéses qui restent a vérifier pour expliquer ce phénomene.
En particulier, nous proposons d’allonger la taille du systtme pour faire éventuellement
apparaitre des éléments de structures secondaires supplémentaires capables de stabiliser la
large boucle de 24 acides aminés. Nous proposons aussi de muter une histidine non conservée
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(His**) qui peut interférer avec 1’histidine conservée His?" et ainsi déstabiliser la formation

du doigt de zinc.

Les expériences de RMN ont été entreprises pour I’étude de ce peptide mais sa faible
solubilisation a pH neutre a empéché 1’observation d’un repliement sous I’effet d’ajout de

zinc.

Un autre domaine capable d’interagir avec I’ADN a été étudié. Celui-ci a été sélectionné
empiriquement comme partenaire potentiel dans une interaction éventuelle avec pUL89(580-

600).

Par cross-linking, cette hypothése n’a pas été vérifiée mais une dimérisation de ce peptide

a été observée.

La comparaison des temps d’¢élution en HPLC phase inverse de ce peptide avec et sans
pont disulfure, formé a travers la cystéine 536, a suggéré une dimérisation a travers une

interface hydrophobe.

En RMN, les attributions des déplacements chimiques ont été réalisées avec et sans pont
disulfure. Les différences de déplacements chimiques ont été principalement observées pour
des résidus hydrophobes, conservés de surcroit. En plus de ces résidus hydrophobes, la
glutamine 540, compleétement conservé, est elle aussi trés influencé par la formation du pont
disulfure impliquant donc un role dans la dimérisation. Par ailleurs, des NOEs présentes pour
la forme réduite, et exacerbés dans la forme oxydée, entre Tyr*?' et Leu’* permettent

d’envisager un réle crucial de ces deux résidus dans I’amorce de la dimérisation.

La structure RMN de ce dimere avec pont disulfure a été calculée.
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La comparaison de pUL56(506-548) avec des protéines de type CREB montre la
constitution d’une interface hydrophobe de type leucine zipper permettant la dimérisation de
deux monomeres pour former, a sa base, un cluster basique capable d’interagir avec le grand

sillon d’un ADN double-brin.

La reconnaissance spécifique de I’ADN est attribuée a pULS56 dans 1’étape de maturation
et de ce fait peut constituer une cible thérapeutique intéressante. C’est pour cette raison que
nos hypotheses doivent étre vérifiées afin d’aboutir a 1’¢lucidation des mécanismes de
reconnaissance de ’ADN viral par pUL56, en particulier au niveau des séquences pac, et des

dérivés D-benzimidazolés au niveau du doigt de zinc potentiel.

Il sera donc indispensable d’étudier les complexes pULS56-ZF (sauvage puis mutant

Q204R)/pac en présence de D-ribobenzimidazolé d’une part, et pUL56-bZIP/pac d’autre part.
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IX. CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Les travaux exposés dans cette thése ont ciblé 1’é¢tude structurale de plusieurs protéines du
Cytomégalovirus humain considérées comme de nouvelles cibles thérapeutiques. Celles-ci ont
¢té découvertes suite a la conception d’inhibiteurs autres que les traitements actuellement
disponibles visant pUL54, I’ADN polymérase de CMVH (Ganciclovir, Valganciclovir,
Cidofovir et Foscarnet). En effet, les traitements visant pUL54 ont fait émerger un nombre
important de mutations de résistances au niveau de pULS54 et de la phosphotransférase virale
pUL97. Depuis environ 15 ans, une nouvelle classe de molécules offrant une alternative
thérapeutique intéressante est en cours de développement: les dérivés ribobenzimidazolés. Les
premiers a avoir été développés sont les D-ribobenzimidazolés BDCRB et TCRB. Ceux-ci ont
montré des activités in vitro trés intéressantes dirigées vers le complexe terminase ((pUL89 et
pULS56) de CMVH et sa protéine portail (pUL104). Cependant, in vivo, ces molécules se sont
vues dégradées au niveau de leur liaison glycosidique par les glycosylases cellulaires. Pour
remédier a ce défaut de biodisponibilité, plusieurs autres molécules ont été¢ développées apres
optimisation des BDCRB et TCRB par I’incorporation de groupements hydroxyles, de
chaines aliphatiques, d’halogénation supplémentaire ou de la formulation de leurs
homologues L-ribobenzimidazolés. Cette derni¢re classe a comme représentant principal le

Maribavir visant la phosphotransférase pUL97 et sa protéine accessoire pUL27.

A I’heure actuelle, malgré le screening de nombreuses molécules visant les terminases ou
pUL97, peu d’informations structurales sont actuellement disponibles concernant ces
protéines-cibles. Afin d’¢lucider le mécanisme d’action de ces nouvelles molécules et de
rationaliser leur optimisation, la connaissance de leur structure tridimensionnelle s’avere
indispensable. Par conséquent, nous avons initi¢ une étude structurale des terminases pUL89
et pULS56. Celles-ci a reposé sur des analyses bioinformatiques qui nous ont permis de
déterminer des domaines conservés ayant par conséquent des rdles importants dans des
fonctions catalytiques ou dans I’imbriquement des différentes sous-unités terminases menant

a la maturation et a la translocation de I’ADN viral dans la capside.

L’¢étude de ces domaines a nécessité leur production en masse et en grande pureté dans la
perspective de leur étude par résonance magnétique nucléaire. Cependant, les protocoles
d’expression dans des systémes bactériens restent a optimiser puisque nous avons di faire
face a des problémes de toxicité ne permettant pas I’obtention de matériel suffisant pour des

¢tudes expérimentales.
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Historiquement, 1’Unité de Pharmacologie Chimique et Génétique ou ont été effectués
ces travaux est riche d’une grande expérience dans le domaine de la synthése peptidique en
phase solide (SPPS). Ceci a donc constitué¢ une alternative pour la production d’échantillons
de grandes puretés. Néanmoins, plusieurs inconvénients inhérents a cette technique et a la
nature des séquences peptidiques sélectionnées ne nous ont pas permis d’explorer
expérimentalement les différentes hypothéses structurales émises par la simple analyse des

alignements de séquence.

En effet, la SPPS est basée sur le couplage chimique d’acides aminés par 1’alternance
d’étapes de déprotection et de couplage a I’intérieur d’un réacteur. Le rendement de ces étapes
est intimement li¢ a la nature de la séquence peptidique (domaines riches en résidus
hydrophobes, présence de glycines ou de prolines) qui peut aboutir a des rendements faibles.
Par ailleurs, avec la longueur de la séquence 1’accessibilit¢ des acides aminés a coupler
diminue et par conséquent le rendement en est affecté tout autant. L’utilisation de résines
spéciales pour limiter la charge en peptide, le capping pour bloquer des positions dont les
déprotections auraient été¢ inefficaces et [’augmentation des temps de couplage pour
augmenter les chances d’enchainer les acides aminés ont été optimisés pour chaque séquence
synthétisée. Ainsi, nous avons pu synthétiser quelques domaines de pUL89 et de pUL56 en

grandes quantités (de 50 mg a plus de 100 mg pour certains).

Cependant, apres obtention de ces échantillons, restent les étapes de solubilisation de ces
peptides pour leurs études en RMN (dans I’eau de préférence pour étre au plus proche des
conditions physiologiques). La encore, des problémes récurrents ont été rencontrés
notamment pour I’étude du doigt de zinc potentiel de pUL56 (de HCMV ou MCMYV) ou des
domaines d’interaction de pUL89 (pUL8Y (568-635)). En dernier recours des solvants
organiques (acétonitril, TFE) ou des milieux lipidiques (DPC) ont di étre utilisés pour
résoudre ce genre de problémes.

Une ultime étape reste a surmonter lorsque 1’on étudie des protéines: leur structuration.
C’est la structure qui va répartir efficacement les acides aminés pour le repliement stable d’un
domaine menant dans le cas idéal a la constitution d’un cceur hydrophobe, d’un site
catalytique ou un motif de fixation a un métal. Cette derniere étape a été difficile a surmonter
pour I’étude du doigt de zinc de pUL56 en particulier. Pour pUL89(580-600), 1’utilisation de
TFE ou de DPC a mené a la formation d’une hélice en accord avec les prédictions de
structures secondaires et retrouvé lors de ’allongement de la séquence (pUL89(568-635)).

Comme nous I’avons rappelé, la SPPS est limitée par la taille du peptide a synthétiser. De la

190



méme maniere, la RMN dans son utilisation classique est elle aussi peu adaptée pour I’étude

de peptides excédant 100 acides aminés en abondance isotopique naturelle.

Nous nous sommes donc tournés vers des méthodes théoriques pour étudier différents
domaines de pUL89. La modélisation n’est pas limitée par la taille mais par I’enrichissement
des banques de données telle que la PDB. La connaissance d’homologues structuraux déja
résolus par RMN ou diffraction des rayons X est a la base de la modélisation moléculaire.
Cependant la fiabilité des modeles générés dépend grandement du pourcentage de similarité
entre une structure-support et la séquence cible. Plus celui-ci sera élevé, plus la structure
théorique sera plausible et donc exploitable pour 1’analyse fine du repliement et pouvant

servir d’outil de travail pour I’optimisation d’inhibiteurs.

Les modeles générés doivent cependant étre scrupuleusement examinés pour €liminer les
clashs stériques apreés réparation des chaines latérales, compenser I’insertion de gaps
éventuels, optimiser les alignements de séquences ou ajouter des cofacteurs (molécules d’eau,

métaux..).

Les modeles générés restent théoriques et par conséquent peuvent étre sujet a controverse

tant que I’expérience ne vient pas soutenir la fiabilité de ces modéles.

Nous avons ainsi étudié¢ les domaines hélicase, d’une part, et endonucléase couplé au site

d’interaction avec pULS56, d’autre part, contenus dans la séquence de pULS9.

Le domaine hélicase modélisé a partir de la structure de son homologue gpl7 du
bactériophage T4 a permis de rendre compte de la conservation de certains acides aminés
impliqués dans la fixation de I’ATP dans son site actif et la reconnaissance de I’ADN pour sa
translocation. Ce modéle inclus les positions Asp®* et Ala** sensibles aux dérivés D-
ribobenzimidazolés et sont situés a proximité d’un doigt de zinc potentiel (d’apres les
alignements de séquences) qui n’a pas pu €tre modélisé mais pourrait étre impliqué dans la

reconnaissance du duplexe d’ADN pour sa translocation.

Le domaine endonucléase a quant a lui ét¢ modélis¢ grace a une homologie structurale
avec des RNases H de type 1. Par ailleurs, la résolution de la structure du peptide 568-635
¢tablie par RMN a permis ’observation de quatre hélices qui ont été utilisées comme
contraintes pour 1’obtention de ce modele. Celui-ci contient un site de fixation aux métaux
constitué par trois résidus acides conservés. L’un d’eux appartient au fragment 580-600
identifié par I’équipe d’Elke Bogner comme étant indispensable a I’interaction avec pULS56.
Notre modéle peut donc expliquer la dépendance de I’activité endonucléasique de pUL89

sous I’effet de son association avec pUL56. Un deuxiéme élément pouvant rendre compte de
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cette dépendance est le mouvement d’un fragment a proximité du fragment 580-600 observé
en comparant les structures calculées en présence et en absence d’un duplexe hybride
ADN/ARN. La reconnaissance spécifique de I’ADN au niveau des séquences pac est imputée
a pUL56. Le mouvement observé peut étre induit par 1’assemblage de pUL89 avec pUL56
afin d’optimiser I’interaction avec I’ADN pour le clivage ultérieur de I’exces d’ADN apres sa
translocation dans la capside. Cette hypothése semble étre cohérente avec des observations
faites sur les structures expérimentales de divers homologues de pULS89 issus de plusieurs
bactériophages.

Les structures et fonctions des domaines N-terminal (1-140), central (365-455) contenant

le doigt de zinc **CX,HX;;CXC** et C-terminal (613-674) restent a élucider.

L’¢tude de pUL56 s’est avérée plus laborieuse que celle de pUL89 faute d’homologue
proche ou ¢€loigné dans les banques de données. Nous avons tout de méme réussi a montrer

une propension a lier le zinc au niveau du fragment "**Val-Ile**

en accord avec 1’hypothése
sur I’existence d’un doigt de zinc de type CX,CX,4CXH contenant au centre de sa boucle le
site de mutation résistante Q204R aux BDCRB et TCRB. Cependant, la RMN n’a pas permis

de confirmer ce résultat a cause d’une faible solubilité de ce peptide a pH physiologique.

Par ailleurs, nous avons recherché le site d’interaction de pULS56 pour pUL89 en nous
basant sur des études statistiques concernant les interfaces protéine-protéine. Les expériences
de cross-linking n’ont pas permis de vérifier cette hypotheése. Cependant elles ont révélées la
propension du fragment 506-548 a dimériser. D’aprés une recherche d’homologues opérée par
PHYRE, cette hypothése s’avere plausible puisque ce domaine a montré des similitudes
structurales avec des protéines de type CREB capable d’interagir avec I’ADN via un cluster
basique. Cette hypothese reste a vérifier expérimentalement mais plusieurs signatures dans la
séquence primaire concordent avec cette idée et notamment la conservation d’un cluster
basique, de divers résidus hydrophobes et d’une cystéine parfaitement conservée. La structure
RMN de ce peptide a été réalisée dans le TFE et la superposition de cette structure avec une
proté¢ine CREB tir¢ée de la PDB permet effectivement d’observer une interaction probable

avec I’ADN a travers le cluster basique de pUL56(506-548).

Enfin, nous nous sommes intéressés a 1’é¢tude préliminaire de pUL97 et pUL27, toutes

deux ciblées par le Maribavir.

Concernant pUL97, la modélisation entreprise sur son domaine kinase reste a optimiser
car plusieurs incohérences avec les résultats expérimentaux ont été observées dans notre

modele. L’utilisation de Modeller pourra remédier a cet inconvénient. Une fois le modéle
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obtenu il sera possible de mieux comprendre comment pUL97 reconnait spécifiquement des
motifs de type S/T-X4-K/R. Ainsi, la formulation d’un inhibiteur basé sur ce motif capable
d’interagir spécifiquement avec pUL97 et ainsi inhiber son activité au centre du cycle de

réplication viral de CMVH pourra étre envisageé.

L’étude sur pUL27, protéine accessoire de pUL97, s’est limitée a 1’analyse de sa séquence
primaire. Il semblerait que seuls les béta herpesvirus soient pourvus d’une telle protéine.
Grace a un alignement de séquences, nous avons décrit quatre domaines conservés a travers
les différents homologues de pUL27 contenant des signatures compatibles avec une
multimérisation éventuelle de pUL27. Nous avons par ailleurs identifié¢ deux fragments situés
en N et C-terminaux riches en résidus basiques pouvant contenir des signaux de localisation
nucléaire. Aucun homologue structural n’a été trouvé par PHYRE et donc nous n’avons pu

proposer de modele théorique pour cette protéine.

En conclusion, les problemes rencontrés pour la production, la solubilisation et la
structuration des fragments étudiés ont été des facteurs limitant non négligeables pour

I’¢lucidation expérimentale de leurs structures.

pULS9, pUL56, pUL97 et pUL27 sont des protéines de grandes tailles (674, 850, 707 et
608 acides aminés). Par conséquent, la RMN dans son utilisation conventionnelle n’est pas
une technique adaptée pour la résolution compléte de leurs structures. Il ne reste alors que
deux possibilités: la diffraction des rayons X ou la modélisation par homologie. Nous 1’avons
vu, la modélisation est limitée par I’enrichissement des banques de données en homologues
structuraux et reste une méthode théorique. Il subsiste donc toujours un doute sur la fiabilité et
I’exploitation tirées de ces structures. Il est donc indispensable d’étudier ces différents
systemes par diffraction des rayons X des que les protocoles de surexpression seront
optimisés.

Il sera alors possible d’envisager la cocristallisation des unités pUL89, pULS56 et pUL104
(702 acides aminés) en présence de double-brin d’ADN pour mieux comprendre les
interactions régissant la constitution de cet énorme édifice moléculaire pour les étapes de
maturation et de translocation de I’ADN viral. Le mode d’action des dérivés D-
ribobenzimidazolés et lui aussi au stade d’hypothéses bien que son role dans la perturbation
de la reconnaissance entre le complexe terminase et I’ADN soit une idée qui nous semble
plausible au regard des mutations de résistance situé¢s systématiquement au niveau de doigts
de zinc potentiels de pUL56 et pULS89. Les protocoles de synthéses chimiques des dérivés

benzimidazolés ont ¢été optimisés et les chimistes de notre équipe ont réussi a produire
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quelques unes de ces molécules en grande pureté. L’¢tude des mutants de pUL&9, pUL56 et
pUL104 sont des étapes indispensables a I’¢lucidation de leur mécanisme d’action et donc de
leur optimisation future pour augmenter leur spécificité et réduire les effets secondaires
éventuels. Des études similaires, toujours par RX devront étre menées sur pUL97 et pUL27.
En particulier, pour cette derni¢re 1’¢lucidation de sa structure pourra affirmer ou infirmer

I’hypothese que nous avons formulée sur sa multimérisation.

Afin de résoudre la problématique posée, cette thése s’est appuyée sur 1’utilisation de la
résonance magnétique nucléaire qui a pu étre complétée par la modélisation grace a
I’accumulation croissante des structures RMN et RX dans les banques de données. A long
terme, les différentes informations collectées par les différentes équipes de biostructuralistes
du monde entier, pourront peut €tre permettre de se dispenser de techniques expérimentales
pour la résolution de structures de protéine dont leur modélisation pourra s’effectuer grace a

la seul connaissance de leur séquence.
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XI. ANNEXES

A. Annexe A : Analyse Théorique Des Cibles Du Maribavir
Apres avoir traité des cibles des dérivés D-ribobenzimidazolés, nous nous attachons ici a
I’é¢tude préliminaire des cibles du Maribavir, représentant des L-ribobenzimidazolés. Ainsi,
deux protéines ont fait I’objet de notre attention: la phosphotransférase pUL97 et sa protéine
accessoire pUL27. Les différents éléments tirés de ces études restent pour la plupart des
hypothéeses afin d’amorcer de plus amples investigations pour I’élucidation de leurs structures

et de leurs fonctions.

A.1. Annexe A1: Etude préliminaire de la phosphotransférase pUL97
La phosphotransférase de CMVH est au centre d’un grand nombre d’interactions durant le
cycle d’infection du virus. Celles-ci incluent la maturation de protéines de CMVH telles que
pUL44 pour sa reconnaissance par pULS54, mais aussi pp65 qui va €tre modifiée afin de
s’agglutiner autour de la néocapside pour en former le tégument. La protéine pUL97 est aussi
responsable de la déstabilisation de la membrane nucléaire aprés phosphorylation de la lamina

cellulaire conduisant a I’exportation extranucléaire de la capside.

Nous présentons ici, une étude bioinformatique par modélisation du domaine catalytique
de pUL97 de CMVH, cible du Maribavir.La connaissance du fonctionnement générale des
phosphotransférases (Madhusudan, Trafny et al. 1994; Skamnaki, Owen et al. 1999) nous a

permis d’avoir un point de vue critique sur des mod¢les générés par PHYRE.

A.l.a. Obtention d’un modéle théorique de pUL97.

Les différents sous-domaines de pUL97 au niveau de son site catalytique sont répertoriés
a ’Annexe BS5. La séquence complete de pUL97 (AAS48981) a été soumise au serveur
PHYRE. Dix mode¢les du site catalytique de pUL97 ont été générés par fold recognition avec

un taux de confiance de 100% estimé par PHYRE pour chacune d’entre elles (Figure 70).

Aucune de ces 10 structures ne regroupe 1’intégralité des domaines fonctionnels (site de
fixation de I’ATP, site de fixation du substrat et P-loop). Dans le meilleur des cas, un modéle
a été construit les domaines fonctionneles par 1’introduction de gaps dans la séquence, sans

considérer 1’intégralité de la séquence (modele 2NRU D).
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Le seul modéle considérant un continuum est celui basé sur la structure PDB 1WHA qui
ne présente pas le site complet de liaison au substrat et est classé¢ 7/10 en fonction de son E-

value, illustrant ’homologie entre la séquence cible et la structure-support.

En dehors d’un trés bon recouvrement des modeles au niveau du site de liaison a I’ATP et
de la P-loop, aucun modéle ne permet de visualiser avec une grande confiance le site de

liaison a son substrat.

300 L 400 Pransfer5QQ = 600 700
ATP binding (453462)- Substrate binding
(337-345) (481-483) (620-527)-(553-667)
| . o u . | = — |
| .l_- .|_.'- IIIH | n! |'I — : I

315 364 370 525 553 605

2nruD 1,90E-30
e

329 511 533 622
gl —_—
322 362 375 511 533 651 665 677

1vjyA 1,5E-14

1uwhA 1,2E-12 935 541
106yA 1,6E-11 335 489 506 525 553 571
335 525 553 571

1mruA 2,8E-11 —

Figure 70: Modé¢les générés par PHYRE. En haut, la séquence de pUL97 avec en violet
le site de liaison a I’ATP, en rouge, la boucle de transfert du phosphate (P-loop) et en magenta
le site de liaison du substrat. Les segments jaunes et cyans correspondent au site de résistance
au Maribavir et Ganciclovir, respectivement (Chou 2008). Les séquences des 10 mod¢les
générés sont schématisées et les codes PDB des structures de référence précisées a gauche.
Les pointillés représentent les parties de la séquence tronquées précisées par les numéros des
acides aminés. Les séquences sont classées dela plus a la moins cohérente en fonction de leurs

E-value précisées a coté des codes PDB des structure-supports.

Il a été montré que la délétion 590-607 rendait pUL97 résistante au Ganciclovir (Chou

2008). Ce qui signifie aussi qu’elle reste fonctionnelle sous cette forme. Donc, la séquence
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complete de pUL97 tronquée du fragment 590-607 (pUL97A (590-607)) a été a son tour

soumise a PHYRE. La encore, et a partir des mémes structures PDB, 10 mod¢les ont été

générés (Figure 71). Contrairement au cas précédent, le meilleur modele généré a partir de la

structure- support 2NRU D fait apparaitre la totalité des sites fonctionnels. Ce modéle va

donc servir de base pour les études structurales suivantes.

2nruD 1,0E-33

300 o 400 P-transfer5()Q 600 700
ATP binding (453462)- Substrate binding
(337-345) (481-483) (520-527)-(553-557)
| E dling . | » St |
—i = ——a-—— |
315 633

329 635
2qluA 7,1E-23
& I - .
2evaA 7,2E-16 i 484 503 646
1V- A 4,6E-15 3356 363 376 635
g | ———————————— " m—
liasA 1,4E-14 g 566 569 635
1uwhA 2,5E-14 s 635
106yA 3,4E-13 i 489 506 571
336 361 368 571

1mruA 5,5E-13

Figure 71: Modéles générés par PHYRE sur le mutant de délétion pUL97A (590-607).

Méme légende que précédemment. Les pointillés dans la zone 590-607 traduisent la délétion

souhaitée qui n’est donc pas un artefact de reconstruction.

212



A.l.b. Analyse de la structure pUL97A (590-607) 2nruA.

Comme I’ensemble des phosphotransférases, notre modéle est constitué d’un grand lobe

portant le site de fixation du peptide-substrat et d’un petit lobe, poche de liaison de I’ATP
(Figure 72A). Malgré les statistiques de PHYRE, plusieurs incohérences entre la littérature et

notre modele ne nous permettent pas d’exploiter cette structure théorique.

Tout d’abord, la proximité des grand et petit lobes peut empécher le relargage de I’ATP et
empéche toute étude de docking pour observer sa fixation ou celles des inhibiteurs de pUL97

dans le site actif (Figure 72A).

Deuxiémement, le repliement de pUL97 au niveau du site de fixation du substrat souléve
lui aussi un probléme. En effet, le sous-domaine IX (553-557) représentant ce site de
reconnaissance du substrat semble treés €loigné de la poche de fixation de I’ATP et donc ne
peut rendre compte d’un mécanisme évident pour le transfert d’un groupement phosphate de

I’ATP a une sérine ou une thréonine d’un peptide-substrat éventuel (Figure 72B).

Enfin, le positionnement de la lysine catalytique Lys*®

montrée expérimentalement
comme cruciale dans la catalyse est lui aussi discutable. En effet, celle-ci est située au niveau
du groupement adénine de I’ATP alors que son rdle est de ponter les phosphates B et y
pendant le transfert de ce dernier vers le substrat. Dans notre modéle c’est Lys*® qui est

favorablement située pour jouer ce réle (Figure 72C).

Afin d’éviter ces problémes, nous proposons d’ajuster manuellement les alignements de
séquences afin de reconstituer le site actif (en particulier la lysine 365) en accord avec la
bibliographie. Ceci pourra étre controlé avec MODELLER. Enfin, le modele généré devra

étre minimisé pour éliminer les contacts stériques éventuels.
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Petit lobe

Grand lobe

Figure 72: Analyse du modéle préliminaire de pUL97 délété a partir de la structure
PDB 2NRU. A. Le modé¢le est représenté en surface. La proximité entre les deux lobes ne
permet pas le relargage de I’ATP. B. Le domaine de fixation du substrat (SDIX) est ¢loigné
de la poche de fixation de I’ATP (sticks jaune). C. La lysine catalytique Lys365 est située loin
de la queue polyphosphate alors que la lysine non conservée 359 est positionnée

favorablement pour la création de contacts polaires avec les phosphates f3 et vy.

A.l.c. Substrat naturel et de synthése a pUL97 et perspectives.

Nous proposons ici plusieurs pistes qu’il pourrait étre intéressant de suivre pour
I’¢élucidation des mécanismes de reconnaissance de pUL97 envers ses substrats dés que le
modele de pUL97 sera amélioré.

Il a ét¢ montré par Baek (Baek, Krosky et al. 2002) que pUL97 reconnait spécifiquement
les sites de phosphorylation correspondant au motif S/T-X4-R/K. Un peptide de synthese
SP38 (RKESYSVYVYKYV) issu de I’histone H2B a montré une affinité¢ particuliérement
intéressante avec pUL97 ce qui peut étre le point de départ de la formulation d’un

peptidomimétique pouvant inhiber 1’activité¢ de pUL97.
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Un substrat naturel de pUL97 a par ailleurs déja été identifié. 11 s’agit de la
phosphoprotéine pUL44, protéine accessoire de la polymérase virale pUL54 (Krosky, Baek et
al. 2003). Il a ét¢ montré que cette protéine est principalement phosphorylée au niveau des
sérines bien que sa séquence contienne 38 sérines, 30 thréonines et 10 tyrosines. En effet, il a
¢té¢ observé 10 fois plus de phosphorylation sur les sérines par rapport aux thréonines

(tyrosines non phosphorylées traduisant le caractere Ser/Thr- et non Tyr-kinase).

Afin de prédire ces sites de phosphorylations, nous avons soumis la séquence de pUL44
(P16790) a PROTSCAN (via NPS@ PBIL) pour la recherche du motif S/T-X4-R/K identifié
par Baek et al. La Figure 73 montre la séquence de pUL44 colorée au niveau des résultats
obtenus par PROTSCAN en représentant en magenta les sérines potentiellement
phosphorylées par pUL97, en bleu les lysines et arginines en position i+5 indispensables a

cette phosphorylation et en rouge les résidus situés entre les sérines et ces résidus basiques.

On observe donc 5 motifs S-X4-K. En effet, d’apres la recherche par PROTSCAN seules
des sérines sont propices a la phosphorylation ce qui est en accord avec les résultats de
Krosky et al. De plus, le résidu basique en i+5 est systématiquement une lysine. Nous avons
continué nos investigations en recherchant si pUL44 était disponible dans la PDB. En effet, sa

structure est consignée dans la PDB sous le code 1T6L.

mdrktrlsep
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fnmefssacv
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tlrivtehdt
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Figure 73: Recherche des motifs S/T-X4-R/K présents dans la séquence de pUL44.
Les motifs rencontrés sont colorés selon le code: sérine en magenta, résidu basique en i+5 en

bleu et les acides aminés intermédiaires en rouge.

En respectant le méme code couleur que dans la Figure 73, nous avons reporté les sites
potentiels de phosphorylation qui sont bel et bien accessible ce qui appuie nos hypothéses

(Figure 74).
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Figure 74: Cartographie des sites potentiels de phosphorylation de pUL44 (code PDB
1T6L). Les deux vues sont obtenues par rotation de 180°. Les différents sites identifiés sont
tous situés a la surface de la protéine. Le code couleur utilisé correspond a celui de la Figure

73.

A.l.d. Bilan de I’étude de pUL97
En résumé, un modele de pUL97A (590-607), résistant 8 GCV et donc fonctionnel, a été

généré par PHYRE avec un haut indice de confiance si 1’on se base sur les « E values » (plus
¢levé que le modele basé sur la méme structure-support PDB aprés soumission de la séquence
non tronquée (Figures 70 & 71, modeles 2nurD en vert) et faisant apparaitre tous les sites
importants a son activité phosphotransférase. Cependant, ce mod¢le reste a optimiser pour
faire apparaitre une topologie pouvant reconstruire un site actif capable de loger une molécule
d’ATP, et repositionner la lysine 365 afin de rendre compte de son role dans le transfert du
phosphate. Par ailleurs, la poche de liaison au substrat est un autre point a optimiser pour

pouvoir étudier in silico le mode de reconnaissance des substrats.

Nombres de choses commencent a étre connues au sujet de cette protéine mais la
reconnaissance d’un motif spécifique S/T-X4-K/R peu conventionnel reste a élucider. Les
structures de MBV et GCV sont aisées a construire ou a récupérer dans la PDB
(monophosphorylé et non phosphorylé pour GCV, codes PDB 2F3T et 1KI2, respectivement),
la structure de pUL44 est connu et un peptide issu de 1’hiostone HB2 ayant une grande
affinité avec pUL97 a été identifié. Il serait donc intéressant de mener différentes calculs de
docking pour tenter d’élucider les mécanismes moléculaires impliquant pUL97, ses
partenaires naturels ou de syntheses, et ses inhibiteurs afin d’ouvrir d’autres voies pour le

traitement du CMVH.
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A.2. Annexe A2: Protéine accessoire pUL27
Nous présentons dans ce chapitre un travail traitant de la protéine accessoire pUL27. Peu
d’informations sont actuellement disponibles sur cette protéine. Pourtant, des traitements au
Maribavir (MBV) ont mené a I’émergence de souches résistantes au niveau de sa séquence
(Komazin, Ptak et al. 2003) suggérant ainsi un role de cette protéine dans le mécanisme
d’action du MBV. Le MBYV inhibe les étapes de sortie du noyau et de la réplication de ’ADN

viral en visant en particulier la phosphotransférase pUL97.

La protéine pUL27 est colocalisée avec pUL97 mais ne semble pas indispensable a
I’exportation extranucléaire de la capside et, a ce titre, a ¢té¢ définie comme étant la protéine
accessoire de la phosphotransférase (Chou, Marousek et al. 2004). Plusieurs mutations et
délétions ont été observées chez pUL27 chez des souches recombinantes de laboratoire
contenant des séquences de pUL97 défectueuses avec un faible taux de résistance au MBV
(Chou, Marousek et al. 2004; Chou 2009). Quelques unes de ces mutations ont été identifiées
en association avec des mutations observées sur pUL97 et d’autres conjointement avec des
mutants inefficaces de pUL97 suggérant un role régulateur de pUL27 vis-a-vis de Iactivité de

pUL97.

Ici, nous présentons une analyse de la structure primaire de pUL27. Nous avons formulé
des hypothéeses sur le role de certains domaines conservés et le role de quelques mutations

pouvant rendre compte d’un mécanisme d’action de MBV sur pUL27.

La Figure 75 résume les différents domaines conservés issus de I’alignement de séquences

présenté en Annexe B6.

En premier lieu, les homologues de pUL27 ont ét¢ identifiés uniquement chez les [-
herpesvirus. Ce point permet d’émettre 1’hypothése d’un rdle de cette protéine propre au
mode d’infection des béta-herpesvirus. Ainsi, contrairement aux alignements de séquences
générés pour les autres protéines ayant fait I’objet de cette thése (pUL89 et pULS56), nous
avons classé les séquences selon les genres cytomégalovirus, muromégalovirus, roséolovirus

et I’homologue issu de I’herpesvirus Tuppaiid 1 constituant un genre a lui seul.

Nous avons identifié quatre domaines conservés communs aux différents genres de béta
herpesvirus (boites bleue, verte, noire et rouge, Figure 75), un domaine conservé chez tous les
herpesvirus excepté I’homologue de HHV-6A (boite violette en pointillées, Figure 75) et deux
motifs riches en résidus basiques dont le motif est propre a chaque genre (surlignés en noir

dans I’Annexe B6). Un domaine situé en N-terminal (Glul7-Glu50) est conservé a travers les
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différents homologues cytomégalovirus et contient 16 résidus acides (acide aspartique ou

glutamique) conservés. La fonction de ce fragment nous est difficile a prédire.

Aucune prédiction de structure tertiaire n’a pu étre accomplie par PHYRE, faute

d’homologue structural.

Cependant, bien que I’étude s’est basée uniquement sur cet alignement de séquence,
plusieurs signatures permettent d’émettre des hypothéses sur une multimérisation potentielle
de pUL27 et la présence de divers sites de phosphorylation probables par pUL97 de la forme
S/T-X4-K/R pUL97. Les résultats présentés ont fait objet d’une publication (Hantz, Couvreux
et al. 2009).

A2.a. Multimére de pUL27 ?

Au regard de la conservation d’un grand nombre d’amino acides hydrophobes et de

cystéines nous pouvons spéculer sur la nature multimérique de pUL27.

Le domaine conservé I (Val'®-Thr***) contient quatre résidus parfaitement conservés
(Tyr'™®, Arg?’, Leu® et Leu*) et plusieurs résidus hydrophobes dont deux aliphatiques

168

(Val'® et Leu'”) et deux aromatiques (Tyr'®® et Tyr**®) hautement conservés.

Le domaine conservé II (Leu*®-Asp®) contient lui aussi des résidus aliphatiques (Leu**®
et 11e”) et aromatiques (Phe’® et Tyr?’’) hautement conservés. En plus de ces résidus
hydrophobes, deux acides aminés parfaitement conservés sont contenus dans ce domaine. Ces
deux résidus sont des cystéines (Cys*' et Cys**’) qui sont, de part leur capacité a former des
liaisons covalentes, capables de jouer un rdle important dans le repliement de pUL27. Compte
tenu de la proximité de ces deux cystéines dans un fragment prédit en hélice empéchant la
formation d’un pont disulfure intramoléculaire, il semblerait que la liaison intermoléculaire

soit plus probable.

Le domaine III (Leu*-Pro**) est prédit comme étant constitué de deux hélices alpha dont
une longue de 55 acides aminés. Sept résidus appartenant a la premicre hélice sont
parfaitement conservés (Leu®”, Pro*®, His**, Leu*"!, Asp®°, Leu®’ et Gly*'). Nous avons
reconstruit grace a Pymol ce fragment de 55 résidus prédit en hélice (Figure 76). On remarque
que la face hydrophobe de cette hélice amphipathique est trés conservée et contient les résidus
parfaitement conservés Asn*” et Glu*''. La taille de cette hélice et la conservation de sa face

hydrophobe constituent des indices supplémentaires d’une multimérisation de pUL27.

Le domaine IV (Phe*'-Arg>®) contient les résidus parfaitement conservés Phe*”!, Glu**® et

His** ainsi qu’un grand nombre de résidus hydrophobes.
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La majorité des résidus conservés parmi les homologues de pUL27 sont aliphatiques ou a
caractere hydrophobe. Le fait que ces résidus soient dépourvus de groupements fonctionnels
justifie leur réle plutot dans le repliement des protéines ou aux interfaces dans des complexes
permanents que dans des fonctions catalytiques. De plus, la présence de plusieurs cystéines
parfaitement conservées est en accord avec la possibilit¢ que pUL27 multimérise en
particulier via les domaines III et IV. Cependant, il est pour le moment impossible de prédire
I’importance de cette multimérisation dans la fonction de pUL27, a partir de cette analyse

préliminaire.

A.2.Db. Sites de phosphorylation

Les études menées sur ’activité phosphotransférase de pUL97 ont permis 1’identification
d’un motif-substrat particulier: S/T-X4-R/K. La colocalisation et I’interdépendance des
mutations au Maribavir observées sur pUL27 et pUL97 suggerent une interaction probable
entre ces deux protéines virales. Ici, nous avons découvert au moins trois motifs potentiels de

phosphorylation de pUL27 par pUL97.

Le premier est contenu dans le domaine I et correspond a "'SRAAKR'. Ce motif est
prédit en hélice et est conservé a travers les homologues de cytomégalovirus. Le deuxiéme
motif est “**SGDVQR*” contenu dans le domaine III. Ce fragment est commun a pUL27 et
son homologue de PoHV 4 uniquement. Enfin, un troisiéme motif est rencontré dans le
domaine C-terminal: *>SNHANR’®, Comme le premier motif potentiel de phosphorylation

celui-ci est conservé a travers les différents homologues de cytomégalovirus.

Les présences de ces trois motifs dont deux conservés a travers les homologues
cytomégalovirus sont en faveur d’une interaction enzyme-substrat avec pUL97 pouvant

permettre la maturation de pUL27 éventuellement pour 1’exportation nucléaire de la capside.

A2.c. Mutations au Maribavir

Seize mutations ont ét¢ observées a des positions disséminées dans la séquence de pUL27

qui constituent des sites de résistances au Maribavir.

La majorité de ces résistances sont localisées dans les domaines conservés I (L193F et la
délétion 218), 11 (R233S et A269T) et III (L335P, V353E, W362R, W362stop, A406V,
C415stop et L426F). W153R est trouvée dans la région partiellement conservée. Deux autres
enfin appartiennent a des régions non conservées: E22stop en N-terminal et la délétion 301-
311 dans la région centrale de la séquence supposée flexible diie a la présence d’un grand

nombre de glycines et de sérines.
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Il est intéressant de remarquer qu’un nombre important de mutations est rencontré aux
niveaux de positions conservées chez les différents homologues (Leu'”?, Ala*®, Val** et
Leu**) ou pour le moins conservées pour les cytomégalovirus (Trp'>, Arg?”, Trp*®, Ala*® et
Cys*"®). De plus, la leucine 335 parfaitement conservée a travers tous les homologues de

pUL27 est elle aussi sujette a une mutation.

Contrairement a pUL97 ou un mécanisme d’action du MVB a pu étre proposé
intuitivement compte tenu de la localisation de mutation au niveau du site de fixation de
I’ATP, il est moins évident de comprendre celui mis en jeu pour pUL27. Du fait que deux
motifs potentiels de phosphorylation sont proches de plusieurs points de mutations, peut étre
ces mutations permettent-elles de contourner I’inhibition de 1’activité phosphotransférase par
MBYV en modifiant quelques amino acides rendant possible la phosphorylation de pUL27 par
pUL97.
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Figure 75: Domaines conservés de pUL27. Les régions conservées issues de I’alignement de séquences présenté en Annexe B6 sont précisées
suivant le méme code de conservation (rouge, orange et vert pour parfaitement, hautement et moyennement conservé, respectivement). La prédiction

de structures secondaires est schématisée en dessous (zig zag et fleches pour les hélices et brins béta, respectivement).
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Figure 76: Hélice 387-439 du domaine conservé III de pUL27 construite dans Pymol. Les résidus sont colorés en fonction de leur taux
de conservation en accord avec ’alignement de séquences de 1I’Annexe B6. La face hydrophobe est trés conservée et contient les résidus

parfaitement conservés Asn®” et Glu*'".
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A.2.d. Bilan de 1’étude de pUL27

La recherche de domaines fonctionnels a I’intérieur de la séquence de pUL27 a été initi¢e

par alignement de séquences de celle-ci et de ses homologues herpesviraux. Comme Komazin
et al (Komazin, Ptak et al. 2003), nous n’avons trouvé d’homologues de cette protéine que
chez les béta herpesvirus. Cette protéine se décompose en quatre domaines conservés notés I a
IV) a travers tous ses homologues et deux deux fragments situés aux extrémités de sa
séquence susceptibles de contenir des signaux de localisation nucléaire, car riches en résidus

basiques.

La conservation des résidus a I’intérieur des domaines I a IV montre plusieurs signes nous
faisant penser que cette protéine doit exister sous forme multimérique. Cette hypotheése est
soutenue par la présence d’un grand nombre d’acides aminés hautement a parfaitement
conservés constituant des domaines hydrophobes. De plus, deux cystéines parfaitement

conservées appartenant au domaine IV distantes de deux résidus confortent cette hypothese.

Par ailleurs, trois sites de phosphorylation potentiels, correspondant au motif
caractéristique S/T-X4-K/R reconnu par la phosphotransférase pUL97, ont été identifiés. Ceci
est un premier ¢lément compatible avec une interaction de type enzyme-substrat entre pUL27
et pUL97. Ainsi, les mutations croisées observées entre ces deux protéines soumises aux
Maribavir peuvent trouver ici une explication. En mutant, pUL27 peut s’adapter aux formes

résistantes de pUL97 et ainsi accomplir sa fonction biologique.
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B.1.

HSV-1
HSV-2
CeHV-2
CeHV-1
EHV-1
BHV-5
HHV-3
MDV-2
ALPHA
AD169
CCMV
RhCMV
TuHV-1
HHV6-B
HHV-7
BETA
PL_HV3
PL HV1
HHV-8
HHV-4
GAMMA
ET
PSI-PRED

ANNEXE B: Alignements De Séquences

ANNEXE B1: Alignement de séquence de pUL89 et 17 de ses homologues herpesviraux

1 10 20 30 40 50

| | | | | |
—-——--MFGQQLASDVQQYLERLEKQRQL VGADEASAGLTMGG----- DALRVPFLDFATATPIREIOTVVPGVGTL
-——--MFGQQLASDVQQYLERLEKQRQQ VGVDEASAGLTLGG----- DALRVPFLDFATATPREOTVVPGVGTL
—-—---MFGRQLADDVRLFFEGLEKQRQQ MGAADAPAGLP-AG----- DALRVPFLDFATATPINEOTVVPGVGTL
—-——-MFGRQLADDVRLFFEGLEKQRQQ MGASDAPAGLA-AG-—---- DALRVPFLDFATAAPRSEIOTVVPGVGTL
———-MFGRVLGRETVQYFEALRREVQA RGAKNRAAEAQNGG————EDDAKTAFLNFAIPTPQQTVVPGVGTL

—-——-MFGGALGEQSARYFQRLLRERRE AAGRGARAEGGGSGGARGEDDARAP FLDFAVAAPQTVVPGVGTL
MSLIMFGRTLGEESVRYFERLKRRRDE FGTLESPTPCSTRQGSLG-NATQIPFLNFAT DVTQAVI PGIGTL
—-——--MFGGLLGEETKRHFERLMKTKND LGASHRNERSIRDG----- DMVDAPFLNFATIPVPIRAEIOTVMPAIGIL

60 70

| |
DCCEHSPLFSAVARELLFNSLVPA
DCCEHSPLFSAVARELLFNSLVPA
DCCEHAPLFAAVARELLFNSLVPP
DCCEHAPLFSAVARELLFNSLVPP
DCCETAQIFASVARELLFRSLSKW
GYCELAPLFAATASELLLTSLARA
NCCEYIPLFSATAREAMFGAFLSS
NCCDSLGIYSAITTEMLYSSIACS

----MFG-Lt08d0--ppd-L-nd-0-n-t0-—-—-—-————-—-————-—---— 5-¢p3¢poFLoFAQPo@oSRHQPVPPTaGPLHOSCV-—--apTTPOoORPPP—Te———

—————————————————————— MLRGDSAAKIT QERYAELQKEKSHPTSC IS TAFTNVATLCYQMMHPELGLA
—————————————————————— MLHGDSAAKI QERYEELQKEKNHPTSC IS TAFTNVAALCYQMMHPELGLA
—————————————————————— MLRGESASRI QERYQELLKEKNHPSSCI STSFTNVAALCYQMMHPELGLA
—————————————————————— MLSHETVHALRARY DELKRHREARPNVI S TEFPDAATLCFQTLS PELGLA
—————————————————————— MLRTCDITHIKNNYEAT IWEGERNCSTI STKYPNSATI FYFIMLTPELGFA
—————————————————————— MLRSCDIDAIQKAYQSIIWEHEQDVK—ISSTFPNSAIFCQKEFIILTPELGFT

SCNEAFLPLMAFCGRH -------
SCNEAFLPLMAFCGRY -------
CCNEAFLPLTTFCGRY -------
ACNSVCLPLVRFC AY —-——----
SYNQQVKPLYTFCE[J0 -------
AYCRHVKPLYLFCDJO -------

—————————————————————— MLYAKILP LQKAYKDLKKRDSEKISTWENNPLVFESS-CKEAERWPEPFLGVLSGINQYSANLECYCRNFNP----YI
—————————————————————— MLYAKMLP LHQAYKDLOQIQDTEQIHKWENNPLVFCT-SKEAERWPBIPFLGVLSGVNQYSSNLESYCRLENP-—--YI
—————————————————————— MLLSRHRE LAANLQETAKDAGER---WELSAPTFTRHCPRTARVMARPFIGVVHRINSYSSVLETYCTRHHP—-—-AT

—————————————————————— MLYASQRG LTENLRNALQODSTTQGCLGAETPS IMYTGAES DEWAEPLVGT IHASNLYC PMLRAYCREYGP PVEVA
—————————————————————— ML@od---nL--0¢83¢--50005—--¢p—--0¢pacp---T1pKo-RpaHPPaGpad--N-Y10-LOcYCS-p-P----¢¢

—————————————————————— XX— = ——mmm e — e — e —— e —— == -~ —PPOX-——XXOX— - QPXPXOGQPPI - -0~ ———PX-QPO-—X—-——————-
—————————————————————— hhhhhhhhhhhhhhhhh eeeecchhhh hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhe-------
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HSV-1
HSV-2
CeHV-2
CeHV-1
EHV-1
BHV-5
HHV-3
MDV-2
ALPHA
AD169
CCMV
RhCMV
TuHV-1
HHV6-B
HHV-7
BETA
PL_HV3
PL_HV1
HHV-8
HHV-4
GAMMA
ET
PSI-PRED

80 90 100 110 120 130 140 150
| | | | | | | |

QLKGRDFGGD----H--TAKLEFLAPELVRAVARLRFKECAPADVVPQRNAYYSVLNTFQALHRSEAFRQLVHFVRDFAQLLKTSFRASSLTE-TTGPPK
QLRGRDFGGD----H--TAKLEFLAPELVRAVARLRFRECAPEDAVPOQRNAYYSVLNTFQALHRSEAFRQLVHFVRDFAQLLKTSFRASSLAE-TTGPPK
QLRGRDFGGD----R--ATKLEFLAPELVRAVSRLRFAACAPGDVVPQORNAYYSVLNTFRALHRSEAFROQLVHFVRDFARLLRTSFRASSLSEEDAGPLK
QLRGRDFGGD----R--ATKLEFLAPELVRAVARLRFAECAPGDVVPQRNAYYSVLNTFRALHRSEAFQOLVHFVRDFARLLRTSFRASSLAE-DAGPAK
QSGEARERLD----P--ASVEAYVDPKVRQALKTISFVEYSDDEARSCRNAYYSIMNTFDALRSSDAFHQVASFVARFSRLVDTSEFNG-ADLDGDGQQAS
EAG-—-—--- IN----T--GTGEAHVSQELAGALGALRFAAHPPAEAAAHRNAYHSVMEALESMRASGAFAQVAAFVARFSRLVGTSFSHLGGDDGADPPRA
TGYNCTPNVVLKPWR--YSVNANVSPELKKAVSSVQFYEYSPEEAAPHRNAYSGVMNTFRAFSLSDSFCOLSTFTORFSYLVETSFESIE----ECGSHG
EFDELRRDSVPRCYPRITNAQAFLSPMMMRVANSIIFQEYDEMECAAHRNAYYSTMNSEFISMRTSDAFKQLTVEFISRESKLLIASFRDVNKL--DDHTVK
5-——-—————--- o-——-—-——-= o----ao--p-—oo-—-o—-F--50--vo-oSRNAYd1ppdop-1pd-S-1F-Qaoc-Fp-3F1dLa-oSFd-—-———---- o----
—————— DYNSPEESQRELLFHERLKSALDK-------LTFRPCSEEQRASYQK--LDALTELYRDPQFOQQINNFMTDFKKWLDGGFSTAVEGDAKA--IR
—————— DYHSPEE-KRELVFHERLKSALDE-------LAFRPCPEEQRASYQK--LDALTELYRDPQFVQINSFMTDFKKWLDGGFATA-EGDAKP--IR
—————— DYHS-EEDRRTLLFHENLKTALDN----—---LNFLPCPEDQRQSYQK--LDALTELYRDPQFVQINNFMTDFKRWLDGGFATM-EGDAKP--IR
—————— DYNQPLTRHATLNLSAAVRAGLDE-------ITFRPCSEEQRSQSHK--TIAALTGLYKDPDFLQINSFLTDFRRWIDGDFDPSGGGDKSTTHIY
—————— HLKN----RKPLTILPSLTRKLQE-----—--MKFLPASDKSFESQYTEFLESFKILYREPLFLOIDGFIKDFRKWIKGEFNDFGDTRK----IQ
—————— HVKS----K--IAICDPLNCALSK-----—--LKFTAITIEKNTEVQYQKHLELQTSEFYRNPMFLOIEKFIQODFQRWICGDFENTNKKER----IK
—————— 5¢p80----8--a-p---ad--Ld5-----—--@p-F-ap-vd5---555--a---5-pYROP-F-QI5-FpSDFOnWadG-F-0o-—---8-----1I3
PTDFTSDVGTPRYMTTQ---ROMLIDGLAH--SIKSFFREDVPVEHDAKVEFQSALTTYQCSLKCPKFEELRNFIINLSSFLNGAYVSKTS-—==-———-— S
PFDVKCAMGTPRCISAQ---ROMLIDGFSD--SIRALFGTKIATDREVKVEFESALSTYTCSTQCRKFEELKNFIINLSSFLNGTYVSKSN-—-—————— S
PTSANPDVGTPRPSEDNVPAKPRLLESLSTYLOMRCVREDAHVSTADQLVEYQAARKTHDSLHACSVYRELQAFLVNLSSFLNGCYVPGVH--—-——-— W
SDESLPMFGASPALHTPVQVOMCLLPELRD--TLOQRLLPPPNLEDSEALTEFKTSVSSARAILEDPNFLEMREFVTSLASFLSGQYKHKPA-—-——-———-- R
0-8--0-pGoo---80-—--83--La--¢p-8--03¢d-p————— a-8-v-ppEpSot1-80¢pd1-¢p-0—-p-Epd-FapdLoSFLoG-Yp——---—————-——— 5
————————— X—————————————0X——(p————————————————X-X-—--XX0--—-—-—-————-x-0--p-0¢px-Fp-0¢pxdpo-o-p-—-———————————-
—————— hhhhhhhh--------hh hhhhhhhhh--hhhhhhhhhchhhhhhhhhhhhhhhhh —ee
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HSV-1
HSV-2
CeHV-2
CeHV-1
EHV-1
BHV-5
HHV-3
MDV-2
ALPHA
AD169
CCMV
RhCMV
TuHV-1
HHV6-B
HHV-7
BETA
PL_HV3
PL_HV1
HHV-8
HHV-4
GAMMA
ET
PSI-PRED

160 170 180 190 200 210 220 230
| | | | | | | |
KRAKVDVATHGRTYGTLELFQKMILMHATYFLAAVLLGDHAEQVNTFLRLVFEIPLEFSDAAVRHFRORATVFLVPRRHGKTWFLVPLIALSLASFRGIKI
KRAKVDVATHGQTYGTLELFQKMILMHATYFLAAVLLGDHAEQVNTFLRLVFEIPLEFSDTAVRHFRORATVEFLVPRRHGKTWFLVPLIALSLASFRGIKI
KRAKVDVATHGRSHGTLEPFOQKMILMHATYFLAAVLLGDHAEQVSTFLRLVFEIPLEFSDAAVRHFROQRATVEFLVPRRHGKTWFIVPLIALSLASFRGIKI
KRAKVDVATHGRSHGTLEPFQKMILMHATYFLAAVLLGDHAEQVSTFLRLVFEIPLEFSDAAVRHFROQRATVEFLVPRRHGKTWFIVPLIALSLASFRGIKI
KRARVDVPTYGKQRGTLELFQKMILMHATYFIAAVILGDHADRIGAFLKMVENTPEFSDATIRHFROQRATVEFLVPRRHGKTWFLVPLTIALALATEFKGIKI
KRARVEPPS-DOTRGALELFQKMILMHATYEFVAATLLRDHAERIGAFLRVAFNTPAFSDAAVAHFROQRATVEFLVPRRHGKTWFLVPLIALALATFKGIKI
KRAKVDVPIYGRYKGTLELFQKMILMHTTHFISSVLLGDHADRVDCEFLRTVENTPSVSDSVLEHFKOKSTVFLVPRRHGKTWELVPLIALVMATEFRGIKV
KRARIDAPSYDKLHGTLELFQKMIFDACHLEFCNFCFTWRSRRASERLLRVAFDTPHEFSDIVTRHFRORATVEFLVPRRHGKTWFLVPLIALAMSSFEGIRI
KRAnovoo--05-3GoLEaFQKMIp—ppppFpo-ppp—53-5-—--pLReaFdpP-pSD-¢¢p-HFnQnoTVFLVPRRHGKTWFaVPLIALV(podF3GIna
———————————————— LEPFORKNLLIHVIFFIAVTKIPVLANRVLOYLIHAFQIDFLSQTSIDIFKOKATVFLVPRRHGKTWFIIPIISFLLKHMIGISI
———————————————— LEPFOKNLLIHVIFFIAVTKIPVLANRVLOYLIHAFQIDFLSQTSIEIFKOKATVFLVPRRHGKTWFIIPIISFLLKHMIGISI
———————————————— LEPFOKNLLIHVIFFIAVTKIPVLANRVLOQYLVHAFEIDFLSQTSVEVFKOKATVFLVPRRHGKTWFIIPIICFLLKHMIGISI
———————————————— LEPFOKNLLMHVLVFIAVTKLPVLANRVAEYLLYMFDIDFLSAASLDLFKQKATVFLVPRRHGKTWEFTVPIICFLLKNVQGIST
———————————————— LEPFOKNILIHVIFFIAVTKLPALANRVINYLTHVFDIEFVNESTLNTLKOQKTNVFLVPRRHGKTWFIVPIISFLLKNIEGIST
———————————————— LEPFQOKSILIHITFFISVTKLPTLANHVLDYLKYKFDIEFINESSVNILKOQKASVFLVPRRHGKTWEMIPVICFLLKNLEGIST
———————————————— LEPFQKdaL¢pHaopFIoVTKaPoLANNVadYLeppFdIvFaoc-ooadppKQKooVFLVPRRHGKTWFpaPaIoFLLKS¢-GISI
———————————————— IEPFOKQLILHTFYFLISIKAPASCVQLEFNIFKHYFDMSDMITDTMEIFKQKASVFLIPRRHGKTWIVVAITSILLTSIEDLHT
———————————————— VEPFOKQLILHTFYFLISIKAPESCMKLEFDIFKVYFDLSDMIPERMEVFKOKASVEFLIPRRHGKTWIVVAIISILLTSIEDLHTI
———————————————— LEPFQOOLVMHTFFFLVSIKAPQKTHQLFGLFKQYFGLFETPNSVLOQTFKQKASVFLIPRRHGKTWIVVAIISMLLASVENINI
———————————————— LEAFQKQVVLHSEYFLISIKSLEITDTMEFDIFQSAFGLEEMTLEKLHIFKQKASVFLIPRRHGKTWIVVAIISLILSNLSNVQI
———————————————— aEaFQ3QaapHoFpFLaSIKta--0-3¢pFocaFd-@Fop-vpp—-5-¢pdeFKQKASVFLIPRRHGKTWIVVAI¢@SpaLodadoadI
———————————————— oEaFQOxap—pXPPFpxX-ppxXx—-—-—-—-—-————-@px—-pFx@——px———@-ppnQnocVFLoaPRRHGKTWppaaapopupxdp—ocada
———————————————— echhhhhhhhhhhhheeeeechhhhhhhhhhhhhhh hhhhhhhhhhceeeee eehhhhhhhhhhhh ee
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HSV-1
HSV-2
CeHV-2
CeHV-1
EHV-1
BHV-5
HHV-3
MDV-2
ALPHA
AD169
CCMV
RhCMV
TuHV-1
HHV6-B
HHV-7
BETA
PL_HV3
PL_HV1
HHV-8
HHV-4
GAMMA
ET
PSI-PRED

240 250 260 270 280 290 300 310 320 330
| | | | | | | | | |

GYTAHIRKATEPVFEEIDACLRGWFGSARVDHVKGE-TISFSFPDGSRSTIVFASSHNTNGIRGODEFNLLEVDEANFIRPDAVQTIMGEFLNQANCKIIEV
GYTAHIRKATEPVFDEIDACLRGWFGSSRVDHVKGE-TISEFSFPDGSRSTIVFASSHNTNGIRGODEFNLLEVDEANFIRPDAVQTIMGEFLNQANCKIIEV
GYTAHIRKATEPVEDEIDACLRGWFGAARVDHVKGE-TISEFSFPDGSRSTIVFASSHNTNGIRGODENLLEFVDEANFIRPDAVQTIMGEFLNQANCKITIEV
GYTAHIRKATEPVEDEIDACLOQGWEFGSSRVDHVKGE-TISEFSFPDGSRSTIVFASSHNTNGIRGODEFNLLEFVDEANFIRPDAVQTIMGEFLNQANCKITIFEV
GYTAHIRKATEPVEDEIGARLROQWEGNSPVDHVKGE-NISEFSFPDGSKSTIVFASSHNTNGIRGODEFNLLEFVDEANFIRPEAVQTIIGFLNQTNCKITIFEV
GYTAHIRKATEPVFEEIVARLROQWEFGSERVDHVKGE-VISEFSFPDGARSTIVFASSHNTNGIRGODEFNLLFVDEANFIRPEAVQTIVGFLNQASCKITIFEV
GYTAHIRKATEPVFEGIKSRLEQWEFGANYVDHVKGE-SITFSFTDGSYSTAVFASSHNTNGIRGODEFNLLEVDEANFIRPDAVQTIVGEFLNQTNCKITIEV
GYISHIRKAIEPVFEDIGDRLRRWFGAHRVDHVKGE-TITFSFPSGLKSTVTFASSHNTNSIRGODFNLLEVDEANFIRPDAVQTIIGEFLNQATCKIIEV
GYpoHIRKATEPVFE-I-03Ld-WFGo—-VDHVKGE-GISFSFp3G-3STapFASSHNTNOIRGQDFNLLFVDEANFIRPVAVQTI@GFLNQOSCKIIFV
GYVAHQKHVSQFVLKEVEFRCRHTFARDYVVENKDN--VISTIDHRGAKSTALFASCYNTNSIRGONFHLLLVDEAHFIKKEAFNTILGFLAQONTTKIIFI
GYVAHQKHVSQFVLKEVEFRCRYTFARDYLVENKDN--VISIDHRGAKSTALFASCYNTNSIRGONFHLLLVDEAHFIKKEAFNTILGFLAQONTTKIIFI
GYVAHQKHVSQFVLKEVEFRCRHTFAKDYVVENKDEF--VISIDHKGAKSTALFASCYNTNSIRGONFHLLLVDEAHFIKEKAFNTILGFLAONTTKIIFI
GYVAHQKHVSQFVLKEVEFRCRRLFGRTHTVENKDN--VISIDHPIAKSTALFASCYNTNSIRGONFHLLLVDEAHFIKKDAFNTILGFLAQNTTKITIFI
GYVAHQKHVSHFVMKEVEFKCRRMFPEK-TITCLDN--VITIDHONIKSTALFASCYNTHSIRGQOSFNLLIVDESHEFIKKDAFSTILGFLPQASTKILFEI
GYVAHQKHVSHFVMKDVEFKCRRFFPOK-NITCQODN--VITIEHETIKSTALFASCYNTHSIRGOQSFNLLIVDESHFIKKDAFSTILGFLPOSSTKIIFEFI
GYVAHQKHVSJFVPKVVEFNCROQFo35--ad0-D---VISIVH--aKSTALFASCYNTS3SIRGQOFOLLAVDETHFIKSSAFOTILGFLaQoSTKIAFT
GYVAHQKHVSNAVEFTEIMNTMYRFFPSKDIEVKRENGTILFKREGKKPSTLMCATCENKNSIRGQTFNLLY IDEANFIKKDALPTILGFMLOKDAKLIFEFI
GYVAHQKHVSNTVEFTEIINTLNRFFPSKYIEIKKDNGTILFKADGKKPSTLMCATCENKNSIRGQTFNLLY IDEANFIKKDALPTILGFMLOKDAKLIFEFI
GYVAHQKHVANSVFAEIIKTLCRWEFPPKNLNIKKENGTIIYTRPGGRSSSLMCATCENKNSIRGQTEFNLLYVDEANFIKKDALPAILGFMLOKDAKLIFT
GYVAHQKHVASAVEFTEIIDTLTKSEFDSKRVEVNKETSTITFRHSGKISSTVMCATCENKNSIRGOQTFHLLEVDEANFIKKEALPATILGFMLOKDAKITIFT
GYVAHQKHV130VFOEIpdTpdn-FooKdadadnvotTIppd—-G--0ScaMCATCFNKNSIRGQTFSLLpaDEANFIKKVALPOILGFMLOKDAKaIFI
GY@oHXnnoodxVex-o-x0@pd--FoX———XXX-X———0XXX-—-——— xSoopPAcSPNOSGIRGQOFSLLYoDE TS FInxdApxcIpGFexQxdoKauFa
eeecchhhhhhhhhhhhhhhhhhh eee eeeeehh hhhhhhhhhhh eeeeee

——eeeee ceceeeeeee
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HSV-1
HSV-2
CeHV-2
CeHV-1
EHV-1
BHV-5
HHV-3
MDV-2
ALPHA
AD169
CCMV
RhCMV
TuHV-1
HHV6-B
HHV-7
BETA
PL_HV3
PL_HV1
HHV-8
HHV-4
GAMMA
ET
PSI-PRED

340 350 360 370 380 390 400 410 420 430
| | | | | | | | | |

SSTNTGKASTSFLYNLRGAADELLNVVTYICDDHMPRVVTHTNATACSCYILNKPVFITMDGAVRRTADLFLADSFMQEIIGG---QARETGDDRPVLTK
SSTNTGKASTSFLYNLRGAADELLNVVTYICDDHMPRVVTHTNATACSCYILNKPVFITMDGAVRRTADLFLPDSFMQEIIGG---QARETGDDRPVLTK
SSTNTGKASTSFLYNLRGAADELLNVVTYICDDHMPRVVTHTNATACSCYILNKPVFITMDGALRRTADLFLADSFMQETIIGG---QSREAADDRPVLTK
SSTNTGKASTSFLYNLRGAADELLNVVTYICDDHMPRVVTHTNATACSCYILNKPVFITMDGALRRTADLFLADSFMQETIIGG---QSREADDDRPVLTK
SSTNTGKASTSFLYNLKGAADDLLNVVTYICDEHMERVKAHTNATACSCYILNKPVFITMDGAMRNTAELFLPDSFMQEIIGGG--NVSGAHRDEPVETK
SSTNTGKASTSFLYNLKGASDGLLNVVTYICNEHTPRVAAHGGATACSCYVLNKPVFITMDAAARSTAETFLPNSFMQEIIGGG--EVARRAEPAAVETR
SSTNTGKASTSFLYNLRGSSDQLLNVVTYVCDDHMPRVLAHSDVTACSCYVLNKPVEFITMDGAMRRTADLEFMADSEVQEIVGGRKONSGGVGEFDRPLETK
SSTNSGKASTSFLYGLKGSADDLLNVVTYICDEHMKHVTDYTNATSCSCYVLNKPVFITMDGAMRRTAEMFLPDSFMQEITIGGGVVDRTICQGDRSIFTA
SSTNoGKASTSFLYoLnGt tD-LLNVVTYaCovHe-nVeopooaTtCSCYaLNKPVFITMD tAQROTAVQFeooSFPQEIaGG-—-8——-——-- o-ocopT-
SSTNTTSDSTCFLTRLNNAPFDMLNVVSYVCEEHLHSFTEKGDATACPCYRLHKPTFISLNSQVRKTANMEFMPGAFMDEIIGGT--NKISQONTV--LITD
SSTNTTSDATCFLTRLNNAPFDMLNVVSYVCEEHLHSFTEKGDATACPCYRLHKPTFISLNSQVRKTANMEFMPGAFMDETIIGGT--NKIAQNNV--LITD
SSTNTTSDATCFLTRLNNAPFDMLNVVSYVCEEHLHTFTEKGDATACPCYRLHKPTFISLNSQVRKTANMFMPGSFMDEIIGGT--NKITESNV--LITD
SSTNTTTDATCFLTKLNNSPEFDMLNVISYVCEEHIQVEFSEKPDATACPCYRLHKPTFITINSEVRQTANMFLAGSFMDEIMGGT--NKIVEDTP--LITD
SSTNSGNHSTSFLMKLNNSPFEMLSVVSYVCEDHAHMLNERGNATACSCYRLHKPKEFISINAEVKKTANLFLEGAFIHEIMGGA--TCNVINDV--LITE
SSTNSGNHSTSFLTKLSNSPFEMLTVVSYVCEDHVHILNDRGNATTCACYRLHKPKFISINADVKKTADLEFLEGAFKHEIMGGS--LCNVVNDT--LITE
SSTNood50Tt1FLenLONTPFVMLSVaSYVCEVHad-¢povioocATcCoCYRLHKPQFIcaNt1dVndTASeFp-GTFOEI9GGo---8-0-cop—--LITv
SSSNSSDQOSTSFLYKLKSADERLLNIVSYVCNEHKEDENLOQDKITISCPCYRLHIPSYITIDTTIKNTTNLEFMDGVESSELMGD---NDNQHLAAFQVVSD
SSSNSSDOSTSFLYKLKSADEKLLNVVSYVCSEHKEDFSLODKIISCPCYRLHIPSYITIDTSIKNTTNLEFMDGVFATELMGD---ADNQPSVAFQIVSE
SSVNSSDRSTSFLLNLRNAQEKMLNVVSYVCADHREDFHLODALVSCPCYRLHIPTYITIDESIKTTTNLFMEGAFDTELMGEG--AASSNATLYRVVGD
SSVNSADQATSFLYKLKDAQERLLNVVSYVCQEHRQDEFDMQODSMVSCPCFRLHIPSYITMDSNIRATTNLFLDGAFSTELMGDT--SSLSQGSLSRTVRD
SSoNStD3 1 TSFLeSLnoASEn@LNaVSYVC-vHndDFd¢pQD-paSCPCpRLHIPGYITeDSoInoTTNLFeVGOFoTELMGV-—--00-8—--0ca-3¢pV-Vv
SSoNoodxoToFLexLOoTxX-pLdaaoYaC-VHX--pxxx0o-@@oCoCpxLOpPxpIopdxxenxTpdpFp-coFxdEapGX——-—-—-————-—— X--Qp—-
e hhhhhhh eeeeeeeechhhhhhhh eeecchh eeeecchhhhhhhhhh hhhhhhh -= -=
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HSV-1
HSV-2
CeHV-2
CeHV-1
EHV-1
BHV-5
HHV-3
MDV-2
ALPHA
AD169
CCMV
RhCMV
TuHV-1
HHV6-B
HHV-7
BETA
PL_HV3
PL_HV1
HHV-8
HHV-4
GAMMA
ET
PSI-PRED

440 450 460 470 480 490 500 510 520
| | | | | | | | |

SAGERFLLYRPSTTTNS--GLMAPDLYVYVDPAFTANTRASGTGVAVVGRYRD---DYIIFALEHFFLRALTGSAPADIARCVVHSLTQVLALHPGAFRG
SAGERFLLYRPSTTTNS--GLMAPELYVYVDPAFTANTRASGTGIAVVGRYRD---DFIIFALEHFFLRALTGSAPADIARCVVHSLAQVLALHPGAFRS
PAGERFLLYRPSTTTNG--GLMAPELYVYVDPAFTANTRASGTGIAAVGRYRD---DFIVFALEHFFLRALTGSAADDIARCAAHSLTQVLALHPGVFEFRS
PAGERFLLYRPSTTTNG--GLMAPELYVYVDPAFTANTRASGTGVAAVGRYRD---DFIVFALEHFFLRALTGSAADDIARCAAHSLTQVLALHPGVFRS
TAQDRFLLYRPSTVANQ--DIMSSDLYVYVDPAFTTNAMASGTGVAVVGRYRS---NWVVFGMEHFFLSALTGSSAELTARCVAQCLAQVFATHKRPEDS
AAGEQFLLYRPSTAATR--GPWPERLYMYIDPAFTSNARASGSGIAVVGRHRG---SWLVLGLEHFFLPALTGSSAAETIARCAVRCFAQVMAVHRRRLDG
TARERFILYRPSTVANC--AILSSVLYVYVDPAFTSNTRASGTGVAIVGRYKS---DWIIFGLEHFFLRALTGTSSSEIGRCVTQCLGHILALHPNTFETN
SAIDRFLIYRPSTVNNQ--DPFSQDLYVYVDPAFTANTKASGTGVAVIGKYGT---DYIVFGLEHYFLRALTGESSGSIGYCVAQCLIQICATHRKRFGV
O0A-v3FaaYRPSTpod——--capo--LYPYVDPAFToNe-ASGTGaAcaGnp-o-—-—-opaapopEHPFL-ALTGSt1--I15Cacd3¢p-d¢ppAaH-—--¢p-0
QSREEFDILRYSTLNTNAYDYFGKTLYVYLDPAFTTNRKASGTGVAAVGAYRH---QFLIYGLEHFFLRDLSESSEVAIAECAAHMITISVLSLHP-YLDE
QSREEFDILRYSTLNTNAYDYFGKTLYIYLDPAFTTNRKASGTGVAAVGTYRH---QFITYGLEHFFLRDLSESSEVAISECAAHMAVSILSLHP-YLDE
QSRDEFDILRYSTLNVNAQEHFGKTIYVYLDPAFTTNRKASGTGIAAVGLYRH---QFITYGLEHYFLRDLSESSETATIAECAAHMLTSVINLHP-YINE
ESREEFDIFRYSTMNKQLHPHLDRCLYVYLDPAFTSNKKASGTGIVALGRYRE---QYLIYGLEHYFLKDLLESSETATIAECAAHMLLAVLQLHP-FFLE
QOGOTEFEFFRYSTINKNLIPFLGKDLYVYLDPAYTGNRRASGTGIAAIGTYLD---QYIVYGMEHYFLESILMTSSDTAIAECAAHMILSILDLHP-FFTE
QGLIEFDLFRYSTISKQIIPFLGKELYIYIDPAYTINRRASGTGVAAIGTYGD---QYITIYGMEHYFLESLLSNSDASIAECASHMILAVLELHP-FFTE
80--EFVppRYSTpopda--ppondaYaYoaDPApT-NnnASGTGooAdG-Y-8---QpaaYGPEHPFLScL-50SvetITECATHMaptaadLHP-pp-E
IATISQFEMVRIDTLSDAVGKMLNPIVHMYIDPAFTNNTGASGTGI-STIIACLHNQTK-VLLGCEHYFLSELTGSATVDIARCALSLIKSVALLHP-VVKE
VAISQFEMVRIDTSSDGVSKNIHPIVHMYIDPAYTNNTGASGTGI-SIIGCVON-CK-ILLGCEHFFLNELTGSASLDIGRCAVSLIKSVSLLHP-SIKV
AALTQFDMCRVDTTAQQVQKCLGKQLEVYIDPAYTNNTEASGTGVGAVVTSTQTPTRSLILGMEHFFLRDLTGAAAYETIASCACTMIKAIAVLHP-TIER
DAINQLELCRVDTLNPRVAGRLASSLYVYVDPAYTNNTSASGTGIAAVTHDRADPNRVIVLGLEHFFLKDLTGDAALQIATCVVALVSSIVTLHP-HLEE
-AaoQPVPPRADT-0—-V--—0---appYaDPAPpTNNT-ASGTGa-tap-o--0-on-ooLGPEHPFLIVLTGCACPS I 1 5Capopad tacpLHP-—-ad -
-o--0¢pxppRPoT-0—--——-— ¢———cppYaDPAPT-Nx-ASGTGo-X0X—-X————— x-0opoEHPFL-XL-xxXT1X--I18Caxxxp-xpxxoH---p--

hhhcceeee —-——ceeeeechhhhhhh hhhhhhhhhhhhhhhhhhhco- e

ceeeee ceeeeeee

230



HSV-1
HSV-2
CeHV-2
CeHV-1
EHV-1
BHV-5
HHV-3
MDV-2
ALPHA
AD169
CCMV
RhCMV
TuHV-1
HHV6-B
HHV-7
BETA
PL_HV3
PL_HV1
HHV-8
HHV-4
GAMMA
ET
PSI-PRED

530 540 550 560 570 580 590 600 610
| | | | | | | | |

VRVAVEGNSSQDSAVATIATHVHTEMHRLLASEGADAGSGPELLFYHCEPPGSAVLYPFFLLNKQKTPAFEHFIKKENSGGVMASQEIVSATVRLOQTDPVE
VRVAVEGNSSQODSAVAIATHVHTEMHRILASAGAN-GPGPELLFYHCEPPGGAVLYPFFLLNKQKTPAFEYFIKKENSGGVMASQELVSVTVRLOQTDPVE
VRVAVEGNSSQDSAVATAARLHAELHRLLASGGAGVAA-PELLFYHCEPPGGAVLYPFFLLHKQKTPAFEHF IKKFNSGGVMASQEVVSVTMRLOTDPVE
VRVAVEGNSSQDSAVATAARLHAELHRLLASGGAGVAV-PELLFYHCEPPGGSVLYPFFLLNKQKTPAFEYFIKKENSGGVMASQEVVSVTMRLOTDPVE
VRVAVEGNSSQDAAVATATNIQLELNTLRRADVVPMPG--AVLFYHCTPHGSSVAYPFFLLOKQKTGAFDHFIKAFNSGSVLASQELVSNTVRLOQTDPVE
LEFVAVEGNSSQDSAVATIALGVRRELDSLAASGAVPMPA--ETRFYHCRPPGSAVAYPFFLLOKOKTAAFDHFIRLENSGRVVASQDLASLTMRLQTDPVE
VHVSIEGNSSQDSAVAISLATIAQQFAVLEKGNVLSSA--PVLLEFYHSIPPGCSVAYPFFLLOKQKTPAVDYFVKRENSGNITASQELVSLTVKLGVDPVE
IKIATEGNSNQDSAVAIATRIAIEMISYMKAAVAPTPH--NVSEFYHSKSNGTDVEYPYFLLOQRQKTTAFDFFIAQFNSGRVLASQDLVSTTVSLTTDPVE
o-aTaEGNSOQDTAVAITp-a--3¢--¢p--0-cao-o0--——-@-FYH1-0-GooV-YPpFLL3nQKToApvpFa--FNSG-apASQvaaS-TedL-¢DPVE

LRIAVEGNTNQAAAVRIACLIRQSVQSSTLI-———-—-—-——-— RVLFYHTPDQ-NHIEQPFYLMGRDKALAVEQFISREFNSGYIKASQELVSYTIKLSHDPIE
LRIAVEGNSNQAAAVRIACLIRQSVQSTKLI-———-—-—-——— RVLFYHTPDT-NRIQQPFYLMGHDKALAVEQFISRENSGYIKASQEVVSYTIKLNHDPIE
LRIAVEGNSNQAAAVRIACLIRONVQCNSLI-—-=-—-==-——-- PVLEFYHTPDQ-NNIEQPFYLMGRDKRLAVEQFISRENSGY IKASQEIVSYTIKLNHDPIE
VRVTIEGNSNQAAAVRIACAIKQNILCNRHV-=-==—----— VILFYHTPDQ-NEIEQPFYLLGREKRLAVESFIAKENSGYIKASQELVSFTIKITYDPVD
VKIIIEGNSNQASAVKIACIIKENITANKSI-—-—-——----— QVTFFHTPDQ-NQIAQPFYLLGKEKKLAVEFFISNFNSGNIKASQELISFTIKITYDPVE
LKITIIEGNSNQSSAVKIACILKQTISVIRYK-———-——-——-— HITFFHTLDQ-SQIAQPFYLLGREKRLAVEYFISNFNSGYIKASQELISFTIKITYDPIE
ana@aEGNoNQt tAVnIACaandoo-o-——-@p-—-—-—-—-——-—-=— apFpHTaDd-00I-QPFYLpGnVK-LAVE-FIcOFNSGYIKASQEaaSpTIKaocpDPav
IHISVEGNTSQDATVAIANIIDECSC--—--I-—-—————-—-— PAKFYHHADKTNGVMWPMY ILGAEKSQAFESFICALNSGTLKASQSIISNTIKLSYDPVC
VHISVEGNTSQODAAVAIANIIDECSH----I-—-—--—-—--—--— PIKFYHHADKAKGAMWPMY IMGSEKAQAFESFIYALNSGTLKASQSITSHTIKLSYDPVS
VNAAVEGNSSQDSGVAIATVLNEICP--—--L-—-—-——----— PIHFLHYTDKSSALQWPIYMLGGEKSSAFETFIYALNSGTLSASQTVVSNTIKISFDPVT
VKVAVEGNSSQDSAVAIASIIGESCP--—--L-—-—-———----— PCAFVHTKDKTSSLQWPMYLLTNEKSKAFERLIYAVNTASLSASQVTVSNTIQLSFDPVL
adatVEGNoSQDToVAIAcaaoE-T-—-—-~- o-—————=== PpeFpHp@eDKod 1a-WPeYppooEKTSAFESIAaNCTOoLIASQ-ppSSTISaSpDPV-
o—oxoEGNooQoToVXITX-0-——-X—-—-—-—— X-—=————————- ¢-FeHX-0--xx0-3PppppxxOK-xApV-@po——@pNo 1 -axASQ-ppS-Tpdo—-¢pDPa -
eeeee hhhhhhhhhhhhhhhcccccc-=-======= eeeeeee —-cceecchhhhecchhhhhhhhhhhhh eeeehhhhhheeee hhh
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HSV-1
HSV-2
CeHV-2
CeHV-1
EHV-1
BHV-5
HHV-3
MDV-2
ALPHA
AD169
CCMV
RhCMV
TuHV-1
HHV6-B
HHV-7
BETA
PL_HV3
PL_HV1
HHV-8
HHV-4
GAMMA
ET
PSI-PRED

620 630 640 650 660 670
| | | | | |

YLLEQLNNLTETVSP---NTDVRTYSGKRNGA--SDDLMVAVIMAIYLAAQAGPPHTFAPITRVS———-——
YLSEQLNNLIETVSP---NTDVRMYSGKRNGA--ADDLMVAVIMAIYLAAPTGIPPAFFPITRTS——-——
YLTAQLDNLTETLAP---NSDARSYSGKRNGA--SDDLMVAVIMAVYLAATPHAHHAFAPITRAAP-——-
YLTAQLNNLTEILSP---NSDARSYSGKRNGA--SDDLMVAVIMAVYLAATPHAHHAFAPVTRAGQALER
YLLTOQMKNLTEVVTG---TSETRVFTGKRNGA--SDDMLVALVMAVYLSSLPPTSDAFSSLPAQ--—----
YLFAQLONLTESTAG---PGEARAFSGKRRGA--ADDLMVALVMAVFVGSLPPTDSAFAPLAARPPAD--
YLCKQLDNLTEVIKGGMGNLDTKTYTGKGTTGTMSDDLMVALIMSVYIGSSCIPDSVFMPIK-——-———-——
YLTKQLTNISEVVTG---PTCTRTFSGKKGG---NDDTVVALTMAVYISAH-IPDMAFAPIRV-=-—-——-——
YL--Q¢pONo-E-p-0-—-——-— Spn-poGK--o---oDDppVAapMtapatt-—-—-p--pFpoa-———----——
YLLEQIQONLHRVTLA---EGTTARYSAKRON-RISDDLITAVIMATYLCDDIHAIRFRVS———-———-—-———
YLLEQLONLHRVTLA---EGGAGSYSAKRHQ-RFSDDLITAVIMATYLCDEMHAIHFRVS—-—-=-—-=—-————
YLLEQIONLHRITLA---EGNT-TYSAKRHH-KYSDDLVVAVIMATYLCDDIYTARFKAS—-—-=—-—=—-—————
YLLEQLKNIQRITVN---EYVT--YNAKKHN--CADDLAIALIMAVYLCLDERGYHFKPI--—-—-=-—-——-——
YALEQIRNIHQISVN---NYIT--YSAKKQA--CSDDLITIAIIMAIYVCSGNSSASFREI-—-—-—=-———-——
YVIEQIKNLHQININ---EHVT--YNAKKQT--CSDDLLISIIMAIYMCHEGKQTSFKEI-—-—-—-=—-————
YoaoEQadNaddaocoo——-0——-¢p—-YOoAKnd---@tDDLaataIMAPYeC---0-¢@dFn————————————
YLIEQIRSIKCIPLK---DGGH-TYHAKAKN--MSDDLLVAVVMAMHLSNSNSLPFKALHNKRFF—-—----
YLIEQIRAIKCITLK---DGGH-TYHAKTKN--MSDDLLVAVVMSSHLANSSTLPFKALHNKRFF-—-——-—
YLVEQVRAIKCVPLR---DGGQO-SYSAKQKH--MSDDLLVAVVMAHFMATDDRHMYKPISPQ-——-—-——-——
YLISQIRAIKPIPLR---DGTY-TYTGKQRN--LSDDVLVALVMAHFLATTQKHTFKKVH---—=———-——
YLadQaRt IKcapLn---DGod-oY3 tK-nd--¢SDDaLVAAVMT -ppT10oddpppKpad————--—-————
Yo--Qpdoo—x-x-x————-—-— X--pXTtK---——- oDDpgpoatapMT-ppT——————-— PX-——————————-
hhhhhhhcceeeecc—--- eeeee - hhhhhhhhhhhhh eeecCc—————————-—
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Alignment data :
Alignment length: 770
Residues conserved for 90 % or more (upper-case letters): 131 is 17.01 %
Residues conserved for 50 % and less than 90 % (lower-case letters): 153 is 19.87 %
Residues conserved less than 50 % (white space): 451 is 58.57 %
IV conserved positions (!): 15 is 1.95 %
LM conserved positions ($): 6 is 0.78 %
FY conserved positions (%): 6 is 0.78 %
NDQEBZ conserved positions (#): 8 is 1.04 %
HSV-1: NP_044616 (735 residues) | AD169: CAA35363 ( 674 residues) |PL HV3:
AAO12336 ( 684 residues)
HSV-2: NP_044484 (734 residues) |CCMV: AAMO00728 ( 672 residues) |PL HVI:
AAM22132 ( 683 residues)

CeHV-2: YP_164457 (735 residues) | R\CMV: AAT07420 ( 671 residues) | HHV-4:

CAA24834 ( 690 residues)

CeHV-1: AAP41433 (738 residues) | TuHV-1: AAK57138 ( 673 residues) | HHV-8:
AAB62677 ( 687 residues)

EHV-1: YP_053090 (734 residues) | HHV6-B: AAD49667 ( 666 residues) |
BHV-5: NP 954931 (737 residues) | HHV-7: YP_073802 ( 663 residues)

HHV-3: NP_040165 (747 residues)

MDV2: BAA82909 (737 residues)
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B.2. ANNEXE B2: Alignement de séquence de pUL56 et 22 de ses homologues herpesviraux

10 20 30 40 50 60 70
| | | | | | |
HSV-1  mmmmmmmmmmmmm o MAAPVSEPTVARQKLLALLGQVQTYVFQIELLRR@DPHIGR--GKLPQLKLNALOQVRALRRRLRPGLEAQAG-AFLTPLSV
HSV-2  mmmmmmmm—eo- MAAAPPAAVSEPTAARQKLLALLGQVQTYVFQLELLRREDPQIGL--GKLAQLKLNALQVRVLRRHLRPGLEAQAA-AFLTPLSV
CeHV-1 —--—-- MASGPTAAASPTDGDAVSEPTAARQKLLALFGQVQTYVFQLELLRREDPRIGR-~GKLAALKLNALQVRAVRRRLRPGLAAQAR-AFLTPLSV
CeHV-2 MSAPSGVAAASAPASAADDAAVSEPTAARQKLLALFGQVQTYVFQLELLRREDPRIGR--GKLAALKLNALQVRAVRRRLRPGLAAQAR-AFLTPLSV
EHV-1 = —-—mm—mo—m——- MEQDDAPAAMGSAQARQRLLAIFGQVQAYIFQVEMLKREDPLALL--PLVGSLKLNALTIRMLRRKLGGALIEQAQ-HQQTPLAC
MDV-2  —————- MLGMSHNRLQOSQGTEHDK-FATQKLFAIWGQIQSYLFQVELLKR@DPTVGV--RMINRLKLNVLMIYYLEKKMVPALKEQRE-MNLTPLTY
GaHV3  ————m—m——- MPHGNAQALDVERDSIFASQKLLAVWGQLOSYLFQVELLKREDPRVGV--RMIKPLKLNVLMVRY LENLMAPGLTEQLE-RNISPLSY
MEHV-1 ———-————- MEHGPHQPSELEYEGSIARQKLLAVWGQIQSYLFQIEI LKREDPVVGM--RMINRLKLNVLMIRYLEKKLLPGWKEQED-ISITPITY
HHV-3 ~  —mmmmmm oo MELDINRTLLVLLGQVYTYIFQVELLRRE@DPRVAC--RFLYRLAANCLTVRYLLKLFLRGENTQLK-FGNTPTVC
SUID  ——mmmmmmm—mmmm e MAERRLVAVLGQVQTYVFQLEMLKRE@DPAVVR--ELAPRVKLNALMCRYLARRL--—~-— PLE-AQTTPLTC
GaHVI ~  —mmmmmmmmm oo MAEETQLRLMALAGQLQTLLFQIDILKR@DPEILLQKRLRSRIKHNALMALY IHSLLSNELSMQVN-YRLTLQTY
GaHV2 ~  mmmmmmmmmm e MAEETQLRLMALAGQLQTLLFQIDILKR@DPEILLOKRLRSRIKHNALMALY IHSLLSNELSMQVN-YRLTLQTY
ALPHA = = = —-——mmmmm e m e ¢d-nLeAapGQadopaFQoveLnRCDP-o—--—-- ¢———-apPNoL-p-pa-d—p-—-—-————-—-———-— ca-op
AD169 = —mmmmmmmmmmmmmmmm— o MEMNLLQKL@VVESKENEYAMELE@LKY@DPNVLL--AESTPFKRNAAAIVYLYRKIYPEVVAQNR-TQSSLLTL
CCMV ~ mmmmmmmmmm e MNLLQKL@VVESKENEYAMELE@LKY@DPNVLL--AECTPFKRNAAAIVYLYRKIYPEVVAQNR-TQSSLLTL
RhCMV ~  mmmmmmmmmm e MAMNTLQKL@VVESKENEGAMDVE@LK Y@DPNIVS--MDSTAFRRNGVMVIHLYRTLY PALVSQNA-VQTSVLTL
MCMV ~ mmmmmmmmm e MAMNTLOKL@VVESKENEGAMDVE@LKY@DPNTIVS--MDSTAFRRNGVMVIHLYRTLY PALVSQNA-VQTSVLTL
RCMV ~  mmmmmmmm e MNTLOKLEVVESKENE@AMDAE@LKY@DPSTVL--MDSTAFQRNGATVIHLYRTLY PALVAQNT-AQTSVLSL
Tupaii = —m—mmmmmmmmmmmmmmmmm—m— o MNTLORLGVVESKENEEAMELE@LKY@DPATVL--VDSAPFKRNALTVVHLYRRLCPALAEQNARYQASLITL
HHV-7 = mmmmmmmmmmmm e MNSLQSL@VIESRLSEQALELE@LRF@DPVTLI--PDMTNFRKNGVVIIHLFKTLFAELCHONF-NCASPVTI
BETA ~ —mmmmmmmmmmmmmm - MN-LQOnLCVaCSngdEpAPVAECLnpCDPopa—--¢pv-ooFdnNtagpaapLpndapa-ac-QN---doSaaoca
HHV-8 ~  —mmmmmmmmmmmm e MAKELAAVYADVSALAMDL@LLSYADPATL----DTKSLALTTGKFQSLHGTLLPLLRRONA-HE SGLSL
HHV-4 1 = —mmmmmmmmmmmm e MSGLLAAAYSQVYALAVELSVETRLDPRSL----DVAAVVRNAGLLAELEAILLPRLRROND-RA SALSL
HHV-4 2 = —mmmmmmmmmmm e MSGLLAAAYSQVYALAVELSVEARLDPRSL----DVAAVVRNAGLLAELEAILLPRLRROND-RA SALSL
GAMMA = = = @ —mmmmmmmmm Mt--LAAaYTOVSIALAPVLOapcdaDP-ocL-—---Doptaa-50Gpep-dLdT1eLLP-LRRONc-n-CStLSL
ET = = = —mmmmmmmmmmm e x—-LxcoptdpdxpopdadppxxeDP-x——---- X——-pX-00XP-—XP-X—@p-———————————— o----
PSI-PRED  —————————————————————— hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhecochhhhh--hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh-hecchhhh
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HSV-1
HSV-2
CeHV-1
CeHV-2
EHV-1
MDV-2
GaHV3
MEHV-1
HHV-3
SUID
GaHV1
GaHV2
ALPHA
AD169
CCMV
RhCMV
MCMV
RCMV
Tupaii
HHV-7
BETA
HHV-8
HHV-4 1
HHV-4 2
GAMMA
ET
PSI-PRED

80 90 100 110 120 130 140 150
| | | | | | | |

TLELLLEYAWREGERLLGSLETF---ATAGD—---—---— VAAFFTETMGLARP——CPYHQRVRLDTYG——GTVHMELCFLHDVENFLKQLNYEHLITPSR
TLELLLEYAWREGERLLGHLETEF---ATTGD——-—-—-—-— VSAFFTETMGLARP——CPYHQQIRLQTYG——GDVRMELCFLHDVENFLKQLNYEHLITPPS
TLELLLEYAQREGERLLGCLEAFGEGGEEGD—————-— VAAFFVESMGLARP——EPYHQPIRLETYG——GCVDMELCFLHDVENFLKQLNYEHLITPPR
TLELLLEYAQREGERLLGCLEAFGEGAGAGD—-—-——-— VAAFFAESMGLARP——EPYHQRIRLETYG——GGVDTELCFLHDVENFLKQLNYEHLVTPPR
ALTMALEYAEVEGERVLRAVDDVNLAGPEG-—-—-—-—-—-—-——— FFRATMRLDEP——EEYHVRVHLDTYG——GPIDAEVQFLHDAENFLKQLNYEHLITGFE
GLWLALRRAKLEGELLLDALCEF---KDGGN-—-—-——-— LRDFFRKSMSMCGD——EPYHSTVELDTYG——GKVSTEIKFLHDVENVLKQLNYEHLILKAD
GLWLALRRARLDGEVLLRALCEF---TDTGD------ VHGFFIKSMTISGD——EPYHEVVELDTYG——GSVRTEIKFLHDVENILKQLNYEHLIVKAG
GVWSAIRRARLEGEVLLSALCDY---VVEGN-—-—-—--- TRNFFVKSMSLQGV——EPYHVVAELDTYG——GPVTTEIKFLHDVENVLKQLNYEHLIINSR
ALHWALCYVKGEGERLFELLQHFKTRFVYGETKDSNCIKDYFVSAFNL—KT——EQYHHELSLTTYG——GYVSSEIQFLHDIENFLKQLNYEYIITSSR
ALRLALAYARAEGDRVLGAL-—-—-—-—-- AAAGDD-—---- AEAYFERTMG——GA——ERFHARVALDTYG——GRVETELQFLHDAENLLKQLNYEHLITPHA
CVWLWLRRACSETIAALCNEIDKYSVLKDR-—-—-—=———--- KCFFEATLGYGKGFIEPLHAEVQLQLYGMSSIISKELVLINDVENFMKQLNYEHCVVSCK
CVWLWLRRACSEIAALCNEIDKYSVLKDR-====—=——— KCFFEATLGYGKGFIEPLHAEVQLQLYGMSSIISKELVLINDVENFMKQLNYEHCVVSCK
cad-pa-dad-v---ap--o———-—-——-— o-——————-—-——- pF--op-—-———-- C-pH--a-L3¢pYG--1-0—-Ea—padDaENpeKQLNYCppop——-—
YLEMLLKALHEDTALLDRALMAYSRQPDR-——=—=————— AAFYRTVLRLDR———EDRHHTVEL—QFTDNVRFSVSLATLNDIERFLEKMNYVYGILAPE
YLEMLLKALHEDTALLDRALTAYSRHPDR-———————— AAFYRTVLRLDH———EDRHHTVEL—RFTDSVRFSVSLATLNDIERFLEKMNYVYGILAPE
YMEMLLOQGLYDTMREIDMALTDFGTHRDR-———————— QRYYRRVLKLDS———ENRHESITI—TFAPELALTIDLATLNDVERLLEKINEVYGAVDAS
YMEMLLQGLYDTMREIDMALTDFGTHRDR-—-—-—-———-—--— QRYYRRVLKLDS———ENRHESITI—TFAPELALTIDLATLNDVERLLEKINEVYGAVDAS
YLEMLLAGLYRTMRELDTALTDFARHRDR-==—=————— ERYYRRILNLDS———EP——ESVTL—VFAPGLHLTIELATLNDIERLLEKINEVYGALDRT
YLEMLLRCLYEDVLLVDEALGEFERHGDR-——-—-————-— QRYYRRVLRLDR———EACHDTLEV—TFTERIRLTVDVATLNEVERLLEKINEVYGVLEPT
YLOTITLLKAMYNQVLLLDASTHQFLLDNDK-—-—=—==————-— QKYFENIFQLNE———EKQHLKLDL—ALNNYLTFSVDISTINDIEKLLEKMNEIFGLISPL
Ypd¢pLL-oppdd¢p—--aD-ta--p—-—-8-Dn——--—-——----— ppO50pdLEE---C——---— ada--po--a-poadatTLNVvaEnpLCKeNpapGao——-
ELEHFWKTWLMLWPRWECALAENCLOKSI—-—==—==—=——————— FPSCIWTQHATSNRSVRFNFYG—NWALELKLSLINDVEIFFKRLSSVFYEIGSG
ELVHLLENSREA----SAALLAPGRKGTR--=-=-==-==-=—————— VPPL-=-—--- RTPSVAYSVEFYG-GHKVDVSL LINDIEILMKRINSVFYEMSHT
ELVHLLENSREA----SAALLAPGRKGTR-—-==-==-===—————— VPPL-——-—-—- RTPSVAYSVEFYG-GHKVDVSL LINDIEILMKRINSVFYEMSHT
EL-Hppddd--a-—---3tALa-0T1-8-0—-——————————————— pPop-———-- Too-ocpdpdFYG--ppavoa-LTtLINDaEI@pKRaoSVFYCpt1-0
-1--11---------- X——O——————— Xp————————————- P-p——po—-—-X—@p—-——a— QoS VUEXPPPOIPORXPXPP———
hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh h--—---—--- hhhhhhhhh -—= ceeece-ceecceeeeeceeeehhhhhhhhhhhcceeeeecch
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HSV-1
HSV-2
CeHV-1
CeHV-2
EHV-1
MDV-2
GaHV3
MEHV-1
HHV-3
SUID
GaHV1
GaHV2
ALPHA
AD169
CCMV
RhCMV
MCMV
RCMV
Tupaii
HHV-7
BETA
HHV-8
HHV-4 1
HHV-4 2
GAMMA
ET
PSI-PRED

160 170 180 190 200 210 220 230 240 250
| | | | | | | | | |
GATAALERVREFMVGAVGSGLIVPPELSDPSHPCAVCFEELCVTANQGATIARRLADRICNHVTQQAQVRLDANELRRYLPHAAGLSDADRARALSVLD
GATAALERVREFMVAAVGSGLIVPPELSDPSHPCAVCFEELCVTANQGATIARRLADRICNHVTQQAQVRLDANELRRYLPHAAGLSDAARARALCVLD
GATAALERVRAFLVGAVGSGLVVPPEISDPSHPCAVCFEELCVTANQGATIARRLADRICNHVTQQAQVRLDDNELRRYLPHASGFSEAARARALRVLD
GAVAALERVRDFLVGAVGSGLIVPPEISDPSHPCAVCFEELCVTANQGATVARRLADRICNHVTQQAQVRLDDNELRRYLPHAAGFSEAARARALRVLD
AGLDALESVARFLTRTVGSGIVVPPELCDPTHPCSVCFEELCVTANQGEAVHRRLLECTCDHITROQMAVRVANIDIARHLPHALSVASERRAAAEAALR
TVENFMVSLDNYLLKTLGSGSVVPPELYDPSQPCSVCFEELCVTANSGDSTHKRIVRKICDHITKQINIRVNSDDMVTHLPHATYVPDDKRTTAQTALD
TAENFMLALDRYLIETLGAGSVVSPELCDPSQPCSVCFEELCVTANSGDSAHKRIIGKICNHVTKQIVLRVHPDDMVAHIPHAACLSDEKRSVVQAALS
SVGRFMASIDKYLLKTLGSGSIVPPELYDPSQPCSVCFEELCVTANSGDSAHKRIVGKMCDHVTKOMILRVDPDDMVAHLPHATYILPDKLAVATTALN
EALNTLETVTRFMTDTIGSGLIPPVELFDPAHPCAICFEELCITANQGETLHRRLLGCICDHVTKQVRVNVDVDDIIRCLPYIPDVPDIKRQOSAVEALR
VD---LSAVDEFLARTIGGGLVVPPELYDPAQPCAVCFEELCVTANQGEATHRRLLGCVCDHLTRQLAVRVDPEDVAKNLPHVHGLDEARRGRALAALA
NATIEALNTIDEFLVLSSGGSLVAAPDTYDHGQPCYVCLEELSVTANQGETIYRRLGYKICDHLTRQFPVNVSTDDLKRHLPFLRDVDPEKLKNVLS——--
NATEALNTIDEFLVLSSGGSLVAAPDTYDHGQPCYVCLEELSVTANQGETIYRRLGYKICDHLTRQFPVNVSTDDLKRHLPFLRDVDPEKLKNVLS——--
-o-——¢p—a——-ppp-o0-Gt1-aacavp-DeodPC-aCPEELoATANSG-capnRa--—-pCDHaTdQp-ada-c-vp---aPpa--po-——--——-— oa——-—=--
AGLEV AQLLELLRRLEGISPVARQEVYVEGTTCAQCYEELTIIPNQGRSLNKRLQGLLCNHIAVHRPS—SQSDVNIQTVEQDLLDLTTRIPHLAGVLS
AGLEV TQLLALLRRLEGISPVARQEAYVEGTTCAQCYEELTIIPNQGRSLNKRLQGLLCNHIAVHRPS—SQSDVNIQTVEQDLLELTERIPRLAGVLS
QGVAV RRLLSLLARLEDICPVAGPEIYRETVTCFQCYEELMAVPNQGRSINRRMQGLLCDHITIKKVL—VQLDMDAQAVEQDMGDIAIRAPSVKGIIR
QGVAV RRLLSLLARLEDICPVAGPEIYRETVTCFQCYEELMAVPNQGRSINRRMQGLLCDHITIKKVL—VQLDMDAQTVEQDMGDIAIRAPSVKGIIR
QGVEV RRLLSLLGALEDTSPVAGPETYRETSTCYQCYEELMAVPNQGRSINRRIEGLLCDHVTVKKVL—VQLDTDAQTVEQDLGEVAIRAPRVKSIIR
RGLEL RRLLSLMGRLEGISPVAAPEAYVENLTCLQCYEELAAVPNQGRSILKRLRGLLCDHLTVRKSL—VQLETGIQTMEQDIVETVGSRPRLSSLLE
DGINA SQIIEFLTILEGVCVVMKPEVFSETTTCLKCYEELSLVPNQGKSIRKRLAGKFCNHLTETHMV—SNLEKNVDIIEKDLDFSTKQYGLVKEYMA
-Ga-aC-daa-pp-—-LCopoaVe--Eap-Ec-TCpSCYEEL-aaPNQGnSa-nRp-GepCoHao—-dn----8-vpoadppEdDp---0-3-c-a--¢p¢p-—
SALEGLGEVLRFVGKLRGISPVPGPDLYVSNLPCLECLOEVCLTPNQGTSLOQAMLPDTACSHICTPACGEPVRGLFENELKQLGL—-—-— QTPESI---
MGLESLERALDLLGRFRGVSPIPDPRLYITSVPCWRCVGELMVLPNHGNPSTAEGTHVSCNHLAVPVNPEPVSGLFENEVRQAGLGHLLEAEEKAR---
MGLESLERALDLLGRFRGVSPIPDPRLYITSVPCWRCVGELMVLPNHGNPSTAEGTHVSCNHLAVPVNPEPVSGLFENEVRQAGLGHLLEAEEKAR---

-TLETL-3aL3paGneRGaSPaPcPOLYadcaPCpdCa-EapapPNhGoo-3A--cd¢p1CoHatpPacocEPVSGLFENEanQaGL——-—--——-— St--—-
-o———@-X———-@P-—X-0X0—-@p—-0¢p--x0-0C-xCp-Ea—-apoNdG-o—-x———-—— xCoHo-——-x-———---- XX-——(PXXX—————————--— X-—-=---
Hhhhhhhhhhhhhhhh hhhhhhhhee hhhhhhh - hhhhhcchhhhhh hhh
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260 270 280 290 300 310 320
| | | | | | |

HSV-1 HA-—-———- LARTAGGDGQPH--PSPENDSVRKEADALLEAHDVFQATTPGLYAISELRFWLAS————-———-——- GDRAGQTTMDAFASNLTALARRELQQE
HSV-2 QA-——-—— LARTAAGGGARAGPPPADSSSVREEADALLEAHDVFQATTPGLYAISELRFWLAS————-—————— GDRARHSTMDAFADNLNALAQRELQQOE
CeHV-1 QA-———— LERAAAGEAQGR---APADESARREADALLEAHDVFQATTPGLYAISELRFWLAS—————————— GDRAHQSTMDAFADNLTELARRELRHE
CeHV-2 QA-———— LERTAAGASRER---GPADESARREADALLEAHDVFQPTTPGLYAVSELRFWLAS—————————— GDRAHQSTMDAFADNLTELARRELRHE
EHV-1 AL----- EARRVQGHNGKS---AGTEDPTQQVASRLLESHHVFKPASRCLYAVSELKFWLAST-K------ HGDMGQPRAIDTFTENLETLDKQEKFEFH
MDV-2 VIi-———- QSTMRDTTTEND----SN-ISVSKAAAAALDAHNVFLPASGDLYATSELQFWIASSGR-—-—-—--— KLHQPRGNTVESFADNLEALVSKERLFD
GaHV3 LI-———- RPTRGDKDPGGS—----GDTVSVADAATAVLDAHNVFLPASGNLYAISELQFWIASSER-—-—-—-—- KPNQPRANTIDSFADNLEDLAFKERLED
MEHV-1 HI--———- NNPNINDTVSTN----VSPDSVSQAAMVALDAHNVFLPASGDLYAISELQFWTASSGR-——-—-—- KASHPOGNTIDSFADNLEQVVAKERLED
HHV-3 TL-————- QTKTVVNPMGAK---NDTFDQTYETASTMLDSYNVFKPAPRCMYAISELKFWLTSN-—-——————— STEGPOQRTLDVFVDNLDVLNEHEKHAE
SUID AVDAAEAREAEAASTAAAGAEAGDAGETARRRADALLDAHDVFRPASRRLYAVSELQFWLAS———-——-—————— TNOQAVRALDLEFTHNLDDLERRERRAE
GaHVl - NETRIEAENHVEAGRTLSSSPGESEASKILNKYDVFTEPPGPVYQLSELOQYWLASGKRTPSGVESQTTTSQOSVLKQLDKDLSELFKRAEDFE
GaHV2 === NETRIEAENHVEAGRTLSSSPGESEASKILNKYDVFTEPPGPVYQLSELQYWLASGKRTPSGVESQTTTSQSVLKQLDKDLSELFKRAEDFE
ALPHA = = = - mm 0-8-A--@pLO-pdVF--00--pY-aSELSpWpoS-——————————————— Sppd-poddLd-a--0----0
AD169 AL-—-————- KSLFSSSSA-—-—-—-- YHS-YIQEAEEALREYNLFTDIPERIYSLSDFTYW-—-—--—-———-—————— SRTSEVIVKRVGITIQQLNVYHQLCR
CCMV Al-—————- KSLFSSSSA-—-—-—-—-- YHS-YIQEAEEALREYNLFTDIPERIYSLSDFTYW-----—-—-——————— SRTSEVIVKRVGITIQQOLNVYHQLCR
RhCMV Al-—————- KSLASFSPA-—-—-—-—- SYA-YINDAEEALRGYNLEFSEIPDRIYSLSDYTYW------=—-—————— SRTSEVIVKRVGVTIQQLNVYHHLCR
MCMV SL-——————- KSLASFSPA-—-—-—-—-- SYA-YINDAEEALRGYNLEFSEIPDRIYSLSDYTYW-—---=-=-=—-—————— SKTSEAIVRHVGITMRQLNVSHSLWK
RCMV LL-———————- KNLASSSAG-—-—--—-- SCA-YINDAEEALRGYNLFSEIPERIYSLSDYTYW-—---==-=—=————— SKTSEAIVRHVGITMRQLNVSHSLWK
Tupaii KI--—————- KGLSSSAAV-—-——-- SHA-YISEAEDTLRRYNLFTDIPPRIYSLSDFTYW-—--—-—-——-——————— SKTSEVIVRHVGVTMROQLNASHGLWK
HHV-7 KI--—————- TNIFQOOLY-——-——- SKPPHLQEAENTLINFDLFSKIPDTIYSLSEFTYW-—--—-———-——————— SKISESVIQKASITLNQLNLCHSLYA
BETA e poo-8-————-—-—-———-— 53--padVAESPL--pSLFodIP-8IYSLSVPTYW-———-—-—-———————— SnpSEcaadnataTedQLNadH-Lp-
HHV-8 = - PTTPCQSRVR----QODDEIR-QSSLMAVGDHHIFGEVTRSVLEISNLIYWSSGH—=-—--—- SDATCDGDRDC---SHLASLFTHEADMH
HHV-4 1 ~  ——m—————- PGGPEEGAVP----GPGRPEAEGATRALDTYNVESTVPPEVAELSELLYWNSGG-—-—-—-—--—-— HATGATGQGEGGGHSRLSALFARERRLA
HHV-4 2 = ——————-——- PGGPEEGAVP----GPGRPEAEGATRALDTYNVFSTVPPEVAELSELLYWNSGG-—--——-——-— HATGATGQGEGGGHSRLSALFARERRLA
GAMMA = ———————-- PooPdd1-V-———--- odad-dt1p-AacopdaF1dVo-dVaEaSSLaYWoSG-————-———— ScaopoGd-vi---SnLttLFpunE-5¢¢
ET = @ ——mmmmmmmmmm—mmmm— - X-8-1--@L--pdaF--xo--pp-aSdpxpW--——————-—————-——————— X—-XX-—--xX0px-0—-8-—-——--
PSI-PRED hh------- hhhccccco-————- h-hhhhhhhhhhh hhhhhhhhhhhh---------—-——- hhhhh hhhhhhhhhhhh
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HSV-1
HSV-2
CeHV-1
CeHV-2
EHV-1
MDV-2
GaHV3
MEHV-1
HHV-3
SUID
GaHV1
GaHV2
ALPHA
AD169
CCMV
RhCMV
MCMV
RCMV
Tupaii
HHV-7
BETA
HHV-8
HHV-4 1
HHV-4 2
GAMMA
ET
PSI-PRED

330 340 350 360 370 380 390 400 410
| | | | | | | | |
TAAVAVELALFGRRAE—HFDRAFGSHLAAL——DMVDALIIGGQATSPDDQIEALIRAEYDHHLTTPLLRRLVSPEQCDEEALRRVLARMGAGGAADAPK
TAAVAVELALFGRRAE—HFDRAFGGHLAAL——DMVDALIIGGQATSPDDQIEALIRAEYDHHLTTPLLRRLVSPEQCDEEALRRVLARLGAGGAT————
TAVAAVELALFGRRAE—HFERAFGDRLAAL——DMVDALLVGGQATSPEDQIEALIRAEYDHHLTTPLLRRLVNPEQSDEEALRRVLARLGGG ———————
TAVAAVELALFGRRAE—HFERAFGERLAAL——DMVDALLVGGQATSPEDQIEALIRAEYDHHLTTPLLRRLVSPEQSDEEALRRVLARIGGG ———————
LQAATVELALFGRTLD—HFDRLFADQLLGL——DVIDGMLVGSCAVSPDDHIEALIKAEYTHHMSAPLLQRLTDPDTSNREALKQLLGRIGVDTD —————
LRTSIVETAVFDRRMD—HFERVFAQEIEHM——NAADRLLLGGRAAAPDDIIEALIKAEYDHHMSAPLLKRLLYPDEAAHDALKTVLERVSSHCIGNDIQ
LRTSVVEMTVFGRRMD—HFERVFAQEIENM——NAADRLLLGGRAVAPDDIIEALIRAEYDHHMSTPLLKRLLYPEEAAQDALKTTLEQVTSHSTRNGPL
LRSSVIETALFDKRMN—HFERIFSDEIEQM——NTADRLLLGGRTAAPDDIIEALIKAEYDHHLSAPLLKRLLYPDEAAHDALKSTLETLTSRSVR————
LTAVTVELALFGKTPI—HFDRAFSEELGSL——DAIDSILVGNRSSSPDSQIEALIKAEYAHHLSSPLMRHISNPSHDNEAALRQLLERVGCED ——————
VRAAAVELALFGRRPE—HFDRARAAR——EL——DIIDGLLVGGCAASPDERLEALIRAEYDHHMSTPML—RMLDPDRANRDALERLLEGGDDA ———————
QECIRLERTLFEKVHA—HFHRVAQAELISPQHSLVDTLITGVLATSPDTEIAALIKAEYDHHLSLPLFRRLRNPEKVDTDALEELVEKLRGSD ——————
QECIRLERTLFEKVHA—HFHRVAQAELISPQHSLVDTLITGVLATSPDTEIAALIKAEYDHHLSLPLFRRLRNPEKVDTDALEELVEKLRGSD ——————
--o-—-aE-¢@aF-n-¢—-HF3Ra---5—--¢p—-—-opaD-¢papGo-ocT1Pvd-a-ALInACYoHHpo-Ppp-np-5P5d00--ALdSpa——--C————————

ALMNGISRHLYGEDVE-DIFVLGEKALDG-—---— EERMFVGSVFAAPNRIIDLITSLSIQAFEDNPVENKLHESNEM-YTKIKHILEEIRRPLPDGTG-
VLMNTISRHLYGEDVE-DIFALGEKVLAG-—-—--— EERMFVGSVFAAPSRIIDLITSLSIQAFEDNPVENKLHESNEM-YTKIKRILEEIRRPLPDGTG-
TLRTELSRYHYGEDLE-DVFTLGEGRFGG———--- DERIYVGSIFAAPGKVVDMITSMSIKSFENNPLEFNRLHESNEI-YAKIKSLIEEIRGVGDG——---
TLRTELSRYHYGEDLE-DVFTLGEGRFGG—---- DERIYVGSIFAAPGKVVDMITSMSIKSFENNPLEFNRLHESNEI-YAKIKSLIEEIRGVGDG-—---
ALRGELSRFLYGEAVE-DIFSLGEGRFAG-—-—-— HERMFVGSISAAPGKVVDMITSMSVKSFENNPLENRLHESNET-YAKIRSLIEETRDADDPGSTA
TLRNELGQYLYGDRVE-DLFTLSEAQLGE----- DERLYVGSIYAAPERIVDLMTSLSLOSFENNPVENKLHENNEI-YSKIRSLLEEIRRPLDG----
DLONEISKFLYGETIQ-DVENFNEENVTN-—---— DDKLYIGSRFISPCRLVDIITNVSIKNLEEDPVFTKLAEEDEI-QTKIKTLLNELEN-—-=-—-—=—-——
oL-c-at18ppYGv-ad-DaFopoE--po——-—-——-— SvnppaGS-patP-naaDeppTopSadopEScPaFonLeESVEp--cKIn-aadEad-—-——----——
KRRVDLAGCLGERGTPKHEFFDCFRPDS——————— LETLF GGLFSSVEDTIESLQKDESSAFYQQVNYTTALQKQNEFYVRLSKLLAAGQL ————————
LVRGACEEALAGARLT-HLFDAVAPGA-—-—-———— TERLF GGVYSSSGDAVEALKADEAAAFTAHPQYRAILQKRNELYTRLNRAMQRLGR ————————
LVRRACEEALAGARLT-HLFDAVAPGA-—-—-———— TERLF GGVYSSSGDAVEALKADEAAAFTAHPQYRAILQKRNELYTRLNRAMQRLGR ————————
¢-R-ocp——-¢pLt-——-pp-HeFDpp-Poo-————--- PESLFCGGapSSo-DpaEcLS-DCocAFp-8adYd0aLQKONELYORLOnOp—————————————
————— P——PPX———P——XPXXP————————————XV—QPPPGO—XXTO—- O — 0~ XPX~XOXXXPX——0XP-XP—OXIOdX-—-xud-pp—————————————
hhhhhhhhhh hhh-hhccccccccce————- hheee hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhchhhh-hhhhhhhhhhh -
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420 430 440 450 460 470
| | | | |

HSV-1 O e et GAGPDDDGDRVAVEEGARGLGAPGGGGEDEDRRRGPGGQ
V-2 o GGAEEEEPRAAAEEGGRRRGAGTPASEDGERGPEPGAQ
CeHV-l oo RRDAGEGEDGAAGEAGEGAAAPEAGRGDGRE-—-——— D
CeHV-2 oo RGDAGE--TGEEGEGGAGAAAGEPAR--—-E--———— A
EHV-1  mmm oo DGAGELGDALDVDLDNLGGAPPVNSTPCGEDALCRTVS
MDV-2 G QDGDGTCGERMNETGHFRTNDSFAMSTT——-—————— SL
GaHV3 Cmmmmm o - QDGDGAPEDDFSNSEHLRIREGVTPLPD-—-——-——— VR
MEHV-l oo QDSAPKTSESTGDTTQVTPRDAHRSLSD-—-——-——— AR
HHV-3 oo DLTKEASDSATASECDLNDDSSITFA-——-——-——-——
SUID s DADGGAAGGADAGDGGVGDEDGPGAPP-———————— PA
GaHV1 oo KETQPVTEGTSTSDLTANLRGTIE-——-————————— R
GaHV2 s KETQPVTEGTSTSDLTANLRGTIE-—————-—————— R
ALPHA = — oo e R et it e T
AD169 o GDGPEGEAIHLRGREAMSGTGTTLMTASNSSNSSTHSQRNNGGGGRARGGGKKVVGGGV
CCMV oo GDGPERGT----SRHPQOMHPKTGSRTEEEESMEGTGTYGHNGSS-RFRGRGRRSAAGGA
RICMV ~ mmm oo - PAAGAARSRAEAASGAGAGGEEGAGA--———— AAGRGNTG
MCMV s PAAGAAASRAEAASGAGAGGEEGAGA-————— AAGRGNTG
RCMV ATGTSGGTSGGTSGGTWGGTSGGISGGTAPAPGTEVPERGRRSSSHGSSTSRPGTSRRAAGGAGRSRRGADTSAEGSGSGAAGARDADSRCGGGGVTR
Tupaii @ AGTRGAAAATAAGARGAAEGTGGAAAAGGAAAAAGEAA
HHV-7 = mmmmm e SAHETVPKKYVTHS—————==—=——————————
BETA = m e O-——@-0—-8-——————————————————
HHV-8 = mm e NLGKCSTESCQSEARRQLVGGG———===—==——=————
HHV-4 1 = —-—7-7--———— - ——— GEEEASRESPEVPRPAGAREPG--—-—-———-————————
HHV-4 2 = = @ — e GEEEASRESPEVPRPAGAREPG-—-—-—-——--————————
GAMMA = = |  — e e —— e ——— o--51S3ESGdo----- a--0G-—-———————————---—
ET = @ mmmmmmmm e -
PSI-PRED =  ———— = —mm o hhh hhhhh hhhh hhh
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480 490 500 510 520 530 540 550 560 570
| | | | | | | | | |

HSV-1 GPE--————————— - ———— TWGDIATQAAADVRERRRLYADRLTKRSLASLGREVREQRGELEKMLRVSVHGEVLPATFAAVANGFAARA
HSV-2 GPE--————————— - ———— SWGDIATRAAADVRERRRLYADRLTKRSLASLGREVREQRGELEKMLRVSVHGEVLPATFAAVANGFAARA
CeHV-1 GPE-—f————————""—"—————————= SWADVAGRAAADVRERRRLYADRLTKRSLASLGREVREQRGELEKMLRVSVHGEVLPATFAAVSNGFAARV
CeHV-2 GPE-————-————————————————— SWADVAGRAAADVRERRRLYADRLTKRSLASLGREVREQRGELEKMLRVSVHGEVLPATFAAVSNGFAARV
EHV-1 FER---———-"—"———————— PWDKLLERATADASQRRRMYAERLSKRSIASLGREVREQRRELEKTLRVNVYGEVLLHTYVSSYNGFCARR
MDV-2 GHD---=-=-==———— = ————— EWLEMVKSASSDVARRRKMYAERLTKKSLASLDKEITEQRHELEKMLRVNVYGEVLIDSYTALFNGFRSRK
GaHV3 EHY-—"-""""""""""""""""-—- DWLELVRSASADVARRRKMYAERLSKRSLASLDKEITEQRKELEKMLRVNVYGEILIDSYTTLFNGFRSRN
MEHV-1 GDV--—————— = EWLELVRAASADAARRRKMYAERLTKRSLASLDKEITEQRKELEKILRVNVYGEVLIDSYVAIFNGFRSRR
HHV-3 -VH----——— - GWENLLSKAKIDAAERKRVYLEHLSKRSLTSLGREIREQRQELEKTLRVNVYGEALLQTFVSMQNGFGARN
SUID DAV-—-————————————————————— AWADLPAAALRDAERRRRLYADRLSRRSAASLAQEVREQRRELEKTLRVNVYGDALLHTYVAVAAGFRARR
GaHV1 DED---=---————— = —— SIEVLLKKAERDLDVRQKNYVEKLSARSFSNLDREIKIQRAELEKLMRVNIYGETLPVMYVTLKNAFLARR
GaHV2 pED--—— = SIEVLLKKAERDLDVRQKNYVEKLSARSFSNLDREIKIQRAELEKLMRVNIYGETLPVMYVTLKNAFLARR
ALPHA = = = - ¢——pa—-—-A--Da--Rdn-YavnLo-nS¢pooLodCad-QR-ELEKp@RVIapGveLa—-ppo——-cTF-TR-
AD169 NGQDGDGSENGLRVRNCDEHEALDLVDARSRIHNVTREVNVRKRAYLQKVSEVGYGKVIREIKTQERLTSKLIDVNLVGPLCLDFISKLMNGFLYRS
cemv 0 e ATLSQAPRGEEEHEALDPLDARSRVHNVTREVNVRKRAYLQKVSEVGYGKVIREIKAQERLTTKLIDVNLVGPVCLDFLSKMMNGFIYRS
RhCMV GDE————GAGTTTA————MSSALECGDPLLRVHDVNKEVNVRKRAYLKKVSEMGYNKVMAEIRNQEHLVTKLVNVNLVGTVCLEAVSKIMNGFLSRQ
MCMV GDE————GAGTTTA————MSSALECGDPLLRVHDVNKEVNVRKRAYLKKVSEMGYNKVMAEIRNQEHLVTKLVNVNLVGTVCLEAVSKIMNGFLSRQ
RCMV GDPPEAAAASSTTAPARGMNFALECGDPLLRTHDVNKEVNVRKRAYLKKVSEVGYNKVMAEIKSQEHLVTKLVNVNLVGTVCLEALSKVMNGFLSRQ
Tupaii GGP--——— == FQCGDPAARAHDVVREVHVRKKAYLQKVSELGYNRVMQEIKGQEKLIKKLVNVNLLGTVCFEVLAKVINGFIRRR
HHV-7 = —mmmmmm e MTQDHNLQQEIHIRKKAYYQKISESGYSKVMLEIKEQEALINKLMNINILGNHIFESLSKMMNAFANRQ
BETA = ——mmmmm e 5-HOa-SEadaRKNAYPSKaSE-GYonVe-CIn-QE-LpSKLpdaNaaG-ppev-atKepNTFadRS
HHV-4 1 = -—-—-m-mmmmmmm oo PSGALSDALKRKEQYLRQVATEGLAKLQSELAQQSETLTETLCLRVWGDVVYWELARMRNHFLYRR
HHV-4 2 =~ ——-—-mmmmm e PSGALSDALKRKEQYLRQVATEGLAKLQSELAQQSETLTETLCLRVWGDVVYWELARMRNHFLYRR
HHV-8 = KPEEVLRDAKHRQELYLQKVARDGFKKLSDEIRHQGHILSQTLGLRLWGSVIYNEASALQNHFLHRA
GAMMA = = = o mm e mm—mm e — - P3-aLODAPNROE-YLOOVA-VGPPKLISCa-5Q15pLOISTLTLRAWGIVaYSEatT - pSNHFLpR-
ET =  —ommmmm e o—=va——-R33-Ypddao—-T1pxxax—-Cou——Qx—-xpd3ppxadapG-ppp——px———-oxXF-xR-
PSI-PRED hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhheeeeehhhhhhhhhhhhhhhhhhh
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HSV-1
HSV-2
CeHV-1
CeHV-2
EHV-1
MDV-2
GaHV3
MEHV-1
HHV-3
SUID
GaHV1
GaHV2
ALPHA
AD169
CCMV
RhCMV
MCMV
RCMV
Tupaii
HHV-7
BETA
HHV-4 1
HHV-4 2
HHV-8
GAMMA
ET
PSI-PRED

580 590 600 610 620 630 640 650
| | | | | | | |

RFCALT-AG----AGTVIDNRSAPGVFDAHRFMRASLLRHQVDPALLPSITHRFFELVNGPLFDHSTHSFAQPPNTALYYSVENVGLLPHLKEELA
RFCALT-AG----AGTVIDNRAAPGVFDAHRFMRASLLRHQVDPALLPSITHRFFELVNGPLFDHSTHSFAQPPNTALYYSVENVGLLPHLKEELA
RFCDLT-AA----AGTVVDNRAAPGVFDAHRFMRASLLRHHVDPALLPSITHRFFELVNGPLEFDHATHSLAQPPNTALYYSVENVGLLPHLKEELA
RFRDLT-AA----AGTVVDNRAAPGVFDAHRFMRASLLRHHVDPALLPSITHRFFELVNGPLFDHATHSLAQPPNTALYYSVENVGLLPHLKEELA
GFCAAV-SR----AGTIIDNRSSTSAFDSHQFMKAALLRHPIDQSLMPSITHKFFELINGPVEDNAGHNFAQPPNTALYYSVENVGLLPHLKEELA
RLLEAVKNC----CANIIDNRNSDDAFDAHRFMOTSLLKHRIDPAMLPSLTHKFFQLVNGPMFSHDRHRFAQPSNTALYFSVENVGLLPHLKEEMA
RLLEATIRKR----CTNIIDNRITADAFDAHRFMQOTSLLKHRIDPAMLPSLTHKFFRLLNGPMEFNHDVHRFAQPSNTALYFSVENVGLLPHLKEEIA
GLLEAVQTR----FANVIDNRRGDEAFDAYRFMOQTALLKHKIDPAMLPSLTHKFFQLVNGPLENHDVHRFAQPSNTALYFSVENVGLLPHLKEEMA
VFLAKV-5Q----AGCIIDNRIQEAAFDAHRFIRNTLVRHTVDAAMLPALTHKFFELVNGPLENHDEHRFAQPPNTALFFTVENVGLFPHLKEELA
AFCEAA-AR----AGTVVDER-ETGCFDAHSFMKATVQRHPVDAALLPAVTRKFFELVNGPLFAHDTHAFAQPPNTALYFAVENVGLLPHLKEELA

AFLDIVCAEESLHSKILRIDONDGRAYDWHQYIRSSITRYQIDQTMLPRLTNRFFEILSGPLEFKHHKERFPOPPNTSIYFSVENVGLLPHLKEELA
AFLDIVCAEESLHSKILRIDONDGRAYDWHQYIRSSITRYQIDQTMLPRLTNRFFEILSGPLEFKHHKERFPOPPNTSIYFSVENVGLLPHLKEELA

-p——pp-—————————- a—-83-—-—--opD-pdppdoca-np-aD-oppP-aTINFFOaacGPPF-5--8-poQPoNTtappcVENVGLLPHLKEEpA
QYHQ--—————--- DQD—VVDVGDQFTYDEHLYVVNNLIHKSLPVESLPLLGQQIYELCNGPLFTHCTDRYPLSHNVDMAYAEDNAGVLPHVKDDLV
RYGQ-——=————- DRE—MLDVGQSLTYDEHLYVVNNLIHKSLPVESLPLLGQQIYELCNGPLFTHCTDRYPLSHNVDMAYAEDNAGVLPHAKDDLV
RSIT--———————- EAETYPDVAESLGYDEHLYVINNLVHKRLPSELLPQLGQQIYRFINGPMFTHYLDRHPLPYNVNMAYAEDNAGILPHVKEDLV
RSIT---———-——- EAETYPDVAESLGYDEHLYVINNLVHKRLPSELLPQLGQQIYRFINGPMFTHYLDRHPLPYNVNMAYAEDNAGILPHVKEDLV
RATK-———————-— EARALPDVGESLAYDEHLYVVNNLVHKRLPVELLPHLGQQVYRFINGPLFTRYLDRYPLPYNVNMAYAEDNGGILPHVKEDLV
AYLE-———————— RVDGVVDVDRLLQYDDHLYVVNNLVHRRLPAESLPALGQEFYRFVNGPVFQHHADRYPLPYNIDMAYAEDNAGMLPHLKEDLV
LOSL-——=———--- ENFS————ADPFTYDDHLYIKNNLLSKKLPQELLPNLSQEMYRLLTGPLSNYHTASFPLSSNISMAYAEDVADFLPHMKEDLA
————————————— 8-—--—--0--¢-YDVHLYa¢NNLadndLP-E-LP-LtQ3¢pY3¢ppoGPp-555¢pcdpPLoSNacMAYACDot1opLPHPKVDLG
AFVS-————————- GPWEDRRAGEGAAFENSKYIKTHLFTQTLSSEHLHALTHSLYTFITGPLAEESG—LFPPPSNVALARECDAAGTLPHQKAFLT
AFVS-—-——————- GPWEDRRAGEGAAFENSKYIKTHLFTQTLSSEHLHALTHSLYTFITGPLAEESG—LFPPPSNVALARECDAAGTLPHQKAFLT
QFIS-———=———-— LPWQDLTVDCPTRFENSKYIKNSLYCQRLGREHVEILTLEFYKLITGPLSKRHT—LFPSPPNVTLAQEFEAAGMLPHQKMMVS
-FvS-——--————---- PW3D-050050¢p-FENSKYIKoOLPp3QOLT-EHadaLTpdpYSITGPLT8550-LFPGPONVOLASCeVvAAGPLPHQKppaO
—————————————————————————— PV—XXPPXOXA-OO-00—-X—pX—-oxXdPpdPPpoGPp—-3—-——-poxoxNpoppxopvooopLPHXKxxpo
hhhh--------- e-ee hhhhhhhhhhhhhhh hhhhhhhhhhhhhhh hhhhhhhhhh hhhhhhh
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HSV-1
HSV-2
CeHV-1
CeHV-2
EHV-1
MDV-2
GaHV3
MEHV-1
HHV-3
SUID
GaHV1
GaHV2
ALPHA
AD169
CCMV
RhCMV
MCMV
RCMV
Tupaii
HHV-7
BETA
HHV-4 1
HHV-4 2
HHV-8
GAMMA
ET
PSI-PRED

660 670 680 690 700 710 720 730 740 750
| | | | | | | | | |

REFIMGAGGSGADWAVSEFQRFYCEFDGISGITPTQRAAWRYIRELITATTLFASVYRCGELELRRPDCSRPTSEGRYRYP-——————-——— PGVYLTY
REFIMGAGGSGADWAVSEFQKFYCEFDGVSGITPTOQRAAWRYIRELITATTLFASVYRCGELELRRPDCSRPTSEGLYRYP-—————-—-——— PGVYLTY
RFTIMGAGGAGTEWAVSEFQKFYSFDGISGITPTQRAAWRYIRELIIATTLFASVYRCGEVELRRPDYGRPTPEGLYRYP-———=————— PGVYLTY
REFIMGAGGAGTEWAVSEFQKFYSEFDGISGITPTQRAAWRYIRELIIATTLFASVYRCGEVELRRPDYGRPTPEGLYRYP--——=-———-—— PGVYLTY
RFMITA--AKGDWSISEFQRFYCFEGVTGVTATQRLAWKYIGELILAAAVESSVFHCGEVRLLRADRTYPDSSGAQRCV-=—==——=—-—— SGIYITY
RFMFHSS-RKTDWTVSKFRGFYDFSTIDNVTAAHRMAWKY IKELIFATALFSSVFKCGELHICRADSLQINSNGDYVWK-=-=-===—=——— NGIYITY
RFMIHSC-SSSDWIVSKEFRGFYDFDGIDSITAAHRMAWKYIKEVILATTLFSSAFSCGELHLRRADCLPLNVNVEYIWE--—-—-——--——-— DGIYVTY
REFMLOCN-NTSSWIISKEFRGFYDFGGVDNITTAHRMAWKYIRELILATALFASVFKCGDLOVCRADGLOLTLGGEY IWE---—-—=-——-— DGVYLTY
KEMGGV--VGSNWLLSPFRGFYCFSGVEGVTFAQRLAWKYIRELVFATTLEFTSVFHCGEVRLCRVDRLGKDPRGCTSQPKGIGSSHGPLDGIYLTY
RFMV—-—---- ARDWCVSEFRGFYRFQ-TAGVTATQROAWRY IRELVLAVAVFRSVFHCGDVEVLRADRFAGR--— - ———=—————————— DGLYLTY
NFTKRH--RSCDWMTSEFRRFYNFAGISNSTAIQRAACGYIREALFATTAFEKIFHSGNTKLLRADCVEFDLDGPILE--=-==-—-—=-——— NGLYLTF
NFTKRH—RSCDWMTSEFRREFYNFAGISNSTAIQRAACGYIREALFATTAFEKIFHSGNTKLLRADCVEFDLDGPILE-—=-==-—==———— NGLYLTF
SFp———--- o-OW-¢pS-FO3-FY3F--¢p-ocTppdR-Ap-YI-EaapAppaF-5apdd3Gdpda-RaD--——-8-—-—-————-—-—————————— oGaYaTp

KCAEGTV-YPSEWMVVKYMGFFNFSDCODLNVLOKEMWMHVRELVLSVALYNETFGKQLSIACLRDELHPDRD-VILTYNKEWPLLLRHEGSLYKS
KCAEGTV-YPSEWMVVKYMSFENFSECODLNVLOKEMWMHVRELVLSVALYNETFGKQLSIACLRDELNPDRD-LILTYNKEWPLLLRHEGSLYKS
RCADGTV-VPSDWMTVGYMGFFRFADIRELNDLOKMVWAHIRELVLSVALYNETFGKQLALWRVEDG-DEIGDGIILTYNPESPLILRRGDRSYRS
RCADGTV-VPSDWMTVGYMGFFRFADIRELNDLOKMVWAHIRELVLSVALYNETFGKQLALWRVEDG-DEIGDGIILTYNPESPLILRRGDRSYRS
RCADGTA-EPGDWMVAGYQGFFSFVDVRDVNDLQKAVWAHVRELVLSVALYNETFGKQLDVWRVEDG-DAAGDGIVLTYNREAPLLLRYAGRRFRS
RLAEGTV-APSEWMVAPYRRFFDLGAALDLNELQKGFWAHVREIVEFSVALYNEAFGKELRLCRADEPVDEERERLVVTYNVDGPLEFLYAGGGVWKS
KCVEGTI-YPENWMLCTYNKFEFNFDGLHNINDMOROMWNEIRELVLSVALYNDVEGKQLSIVKFGEE-TETVEKILLTEFDSGSPLLFKRGTTTTKE
neavGTa--P-3WMpep-Y--FF3po-¢p-8aN-¢Qn-¢pW-paRELVpSVALYNVQFGKOL—apd¢p-v-—-5—---v-aaaTpd-—-PLppd--o--pmn-

SLIWPGI-EPSDWIETSENSFYSVPG-GSLASSQQILCRALREAVLTVSLYNKTWGRSLILRRADAVSPGOQALPPD--------—————— GLYLTY
SLIWPGI-EPSDWIETSENSFYSVPG-GSLASSQQILCRALREAVLTVSLYNKTWGRSLILRRADAVSPGQALPPD------=-———-———-— GLYLTY
EMIWPSI-EPKDWIEPNENQFYSFEN-QDINHLOKRAWEYIRELVLSVSLYNRTWERELKILLTPQGSPGFEEPKPAGLT----——-——-— TGLYLTF
S@IWPCI-EPSDWIE@QOFNOFYSp-0-—-0acd-Q3-apdpaREAVLOVSLYNnTW-R3L-a--9o-0SPG---Ppo—————————————— GLYLTp
Spp————-- o-OW-xx-p—--Fpdp———-xx0--33-p@p-pa—Eaapopxop—-0pp-dXX—X——X—————————————————————————— o--¢pd-
hhhh - eee hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh eeee -eeeee eeeeecceeeee
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HSV-1
HSV-2
CeHV-1
CeHV-2
EHV-1
MDV-2
GaHV3
MEHV-1
HHV-3
SUID
GaHV1
GaHV2
ALPHA
AD169
CCMV
RhCMV
MCMV
RCMV
Tupaii
HHV-7
BETA
HHV-4 1
HHV-4 2
HHV-8
GAMMA
ET
PSI-PRED

760 770 780 790 800 810
| | | | | |

DSDCPLVAIVESAPDGCIG----PRSVVVYDRDVFSILYSVLQHLAPRLPDGGHDGPP--------—-—----——————-———————————————————
NSDCPLVAIVESGPDGCIG----PRSVVVYDRDVFSILYSVLQHLAPRLAGGGSDAPP-—-——--———————-—————————————m————————————
DSDCPLVAIVECEPDGGIG----PRSVVVYDRDVFSILYSVLQHLAPRLAAGGPDQPPP--—-———---"-""">""-">"""""""""""""""—-————————
DSDCPLVAIVECEPDGGIG----PRSVVVYDRDVFSILYSVLQHLAPKLAAGGPESTPA-——-—-——-——-—-————————————————————————————
EASCPLVAVLSAAPHGAIG----AETVVIYDSDVFSLLYAVLOQLAPGSGAN-—-—-———-——————————————— - ———————————————— ——— ———
ETEYPLIMILGSESSTSET----QNMTAIIDTDVFSLLYSILQYMAPVTADQVRVEQITNSHAPI-—-—----—--——-——-———————————————————

ETECPLITVLGAESD-—-—————--— NVTVILDADVESLLYSILQYMAPAAATRYVRNEQTMTTPPLDQCDIFRTAARLSTLSMRLVKINP-——————
ETDCPLVALIGCRAYLTHN----QSPTVLVDTDVFSLLYSILQFMAPATADQLRSDRFSNSHTHN----—----—-——-———-—-————————————————
EETCPLVAIIQSGETG-ID----ONTVVIYDSDVFSLLYTLMOQRLAPDSTDPAFS--——------------—-—--——————————————————————
EASCPLVAVFGAGPGG-IG----PGTTAVLASDVFGLLHTTLQLRGAPSR--——-————-—-——-——————————————————————————————— ———
EEEHPLVAVWGVDDRGKLG----PASTIIVEKDLYAVLYAILHRREH--- - - - - - - - - - - — - — - — - ——— ———
EEEHPLVAVWGVDDRGKLG----PASTIIVEKDLYAVLYAILHRREH--- == === --—- - - - -

5-3¢pPLagpap-g-————————————— caay--DaptaLyop@d————————————— == -
——————————————————————————————— KDLYLLLYRHLSRPDE--SGDVPTAPVA--KPSTLTAAAAVSGVFREPDRLWLPSPYPSSSTAGV

——————————————————————————————— KDLYLLLYRHLSRPDE--SGDAPTAGAVEFREPNPQQOAWAPPPVPPGALLSSASSSSTSSLCSTA

——————————————————————————————— RDLYLLLYKHLSVDSETLAD---AGSRASVADLCQVERPGP-—----TAEQRS-STONVKKKRKRM

——————————————————————————————— RDLYLLLYKHLSVDSETLAD---AGSRASVADLCQVERPGP-----TAEQRS-STONVKKKRKRM

——————————————————————————————— KDLYLLLYKHLALCSDEASGHGVGGPPGSVRLVAPSPRAGPPPADATANRRDPSPSGGRKRRKKT

——————————————————————————————— KDLYLLLYQHLN------------GAAAPPPPAAPSPPPAEPATTAGASRKRPAVESPGV-—-—-—-—

——————————————————————————————— NDLYSLLYFDLKTQCD-------PVQISQTKQVSHIPAPNLLDLCRONENSIPECFYNF--—-—--—
——————————————————————————————— SDLY-LLY—-®L---OV--—-—-——-—--0————————————————Q————————————Qg-————————~—
DSDRPLILLY--=—-—-————————— KGRGWVFKDLYALLYLHLOMRDDSA---—--—-—-—-—-—-—-———————————————————————————————— ————
DSDRPLILLY---—-==——=————— KGRGWVFKDLYALLYLHLOMRDDSA-—-———-———-———-————————————m——m ——m—————————— ——— ————
ETSAPLVLVD--—-====—==————— KKYGWIFKDLYALLYHHLQLSNHNDSQV-=-=-=-===——————— = — = —
vod-PLaLad-——-—-—-————-—-——-— K-rGWoFKDLYALLY@QHLQ@pS00800————————————————————————mm———m e ———————

———————————————————————————————— Dop-oLp—-XL-—————————————m
——————————————————————————————— hhhhhhhhhhhh — --
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AD169 SRRVRATRKRPRRASSLLDLARDEHGIQDLVPGSLR--
CCMV RRSRVISSRKRTRNAASLLDLARIDHVGQDLVPGSLR-
RhCMV SLLELVRDVDGAGGDDLVPPCLYK-—-—-—=———=——————
MCMV SLLELVRDVDGAGGDDLVPPCLYK-—-—-==-—==——————
RCMV SLVDLVRDADRLADGEVVPDSMRVHPEPAVFRPGGGDR
Tupaii -LLDLVRDADR--ESSLVPDCLLYDP---—-————-—-———
HHV-7 = s
HHV-8 = mmmmmmmmmm e

HHV-4 1 = oo oo
HHV-4 2 mmmm oo
PSI-PRED hhhhhhhhhhh -
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Alignment data :
Alignment length: 983
Residues conserved for 90 % or more (upper-case letters): 44 is 4.48 %
Residues conserved for 50 % and less than 90 % (lower-case letters): 191 is 19.43 %
Residues conserved less than 50 % (white space): 724 is 73.65 %
HSV-1: CAA32321 ( 785 residues) | AD169: X17403 ( 850 residues) | HHV-4 1:
YP_401715( 685 residues)
HSV-2: CAB06753 ( 785 residues) | CCMV: AAMO00906 ( 839 residues) | HHV-4 2:
YP001129509( 685 residues)
CeHV-1: BAC58068 ( 785 residues) | RiCMV: CAA47415 ( 798 residues) |
CeHV-2: AAU84532 (784 residues) | MCMV: CAA47415 ( 798 residues).|
EHV-1: YP_053077 (775 residues) | RCMV: AAC56431 ( 893 residues). |
MDV-2: BAA82984 (793 residues) | Tupaii: AAKS57105 (782 residues). |
GaHV-3: BAB16538 ( 811 residues) | HHV-8: AAC57084 (695 residues). |
MeHV-1: AAG30068 (787 residues) |
HHV-3: CAA27913(770 residues) |
SUID: YP_068331 (724 residues) |
GaHV-1: YP 182357 (764 residues) |
GaHV-2: AAF66763 (764 residues) |
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B.3.

PUL89
gpl7

PUL89
gpl7

PUL89
gpl7

PUL89
gpl7

PULSBY9
gpl7

ANNEXE B3: Alignement de séquence de pUL89 et gp17 (bactériophage T4).

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

| | | | | | | | | |
MLRGDSAAKIQERYAELOKRKSHPTSCISTAFTNVATLCRKRYOMMHPELGLAHSCNEAFLPLMAFCGRHRDYNSPEESQRELLFHERLKSALDKLTFEFRP

* . * % . . . K% o e . . . . * . . K e ok o o * K .

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

| | | | | | | | | |
CSEEQRASYQKLDALTELYRDPQFQQINNFMTDFKKWLDGGFSTAVEGDAKAIRLEPFQKNLLIHVIFFIAVTKIPVLANRVLOYLIHAFQIDFLSQTSI

—KNNKRSRYMGLPNLKRAN--IKTOQWTREMVEEWKKCRDD-=-=-====————————————————— IVYFAETYCAITHIDYGVIKVQLRDYQRDMLKIMSS
HE O HE R xox o *L *i R *
210 220 230 240 250 260 270 280 290

| | | | | | | | |
DIFKQKATVFLVPRRHGKTWFIIPIISFLLKHMIGISIGYVAHQKHVSQFVLK--EVEFRCRHTFARDYVVENKDNVISIDHRGAKSTALFASCYNTNSI

————KRMTVCNLSROQLGKTTVVAIFLAHFVCEFNKDKAVGILAHKGSMSAEVLDRTKQATELLPDFLOPGIVEWNKGSTIELDN----GSSIGAYASSPDAV
HE HE O HE S LTI xorRR R H e HE O I R
300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

| | | | | | | | | |
RGONFHLLLVDEAHFIK--KEAFNTILGFLAQNTTKIIFISSTNTTSDSTCFLTRLNNAPEFDMLNVVSYVCEEHLHSFTEKGDATACPCYRLHKPTEFISL
RGNSFAMIYIDECAFIPNFHDSWLATQPVISSGRRSKITIITTTPNGLNHEYDIWTAAVEGKSGFEPYTATWNSVKERLYNDEDIEFDDGWQWSIQTINGSS
* K . * . kK * * o e o .k K ok o ok . . o . . . . . . * . *

400 410 420 430 440 450 460 470 480 490
| | | | | | | | | |
NSQVRKTANMEMPGAFMDEIIGGTNKISONTVLITDQSREEFDILRYSTLNTNAYDYFGKTLYVYLDPAFTTNRKASGTGVAAVGAYRHQFLIYGLEHEF
LAQFROEHTAAFEGTSGTLISG--MKLAVMDFIEVTPDDHGFHQFKKPEPDRKYIATLDCSEGRGOQDYHALHIIDVTDDVWEQVGVLHSN----TISHLT

ok * . . * . * * K oo o . * .. . . . . * . * k . . . K oo o
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510 520 530 540 550 560 570 580 590
| | | | | | | | |

PUL89 LRDLSESSEVAIAECAAHMIISVLSLHPYLDELRIAVEGNTNQAAAVRIACLIRQSVQOSSTLIRVLEYHTPDONHIEQPFYLMGRDKALAVEQFISRENS
gpl7 LPDIVMRYLVEYNECPVYIELNSTGVS-VAKSLYMDLEYEG-———— VICDSYTDLGMKQTKRTKAVGCSTLKDLIEKDKLITIHHR---ATIQEFRTFSEK

oK * ROt .t LRk * . AR I oL HE HE

600 610 620 630 640 650 660 670

| | | | | | | |
PUL89 GYIKASQELVSYTIKLSHDPIEYLLEQIQONLHRVTLAEG-TTARYSAKRONRISDDLITIAVIMATYLCDDIHAIRFRVS—-—
gpl7 GVSWAAEEGYHDDLVMSLVIFGWLSTQSKFIDYADKDDMRLASEVEFSKELODMSDDYAPVIFVDSVHSAEYVPVSHGMSMV
* K o o Kk . . % . . X * . . . o o . X . ok k Kk

Alignment length: 681

Strongly similar (:): 155 is 22.76% |[Different: 360 1is 52.86% lgpl7 (610 residues).
Identity (*): 89 is 13.07% |[Weakly similar (.): 77 is 11.31% |AD169 (674 residues)
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B.4. ANNEXE B4: Alignement de séquence de pUL89(161-570) et du domaine hélicase de la famille des snf2/rad54 de
Sulfolobus solfataricus (PDB 1263)

PUL89
1z63xx0

PUL89
1z63

PULS89
1z63

PULS89
1z63

PULS89
1z63

170 180 190 200 210 220 230 240 250
| | | | | | | | |
NLLTHVIFFIAVTKIPVLANRVLOYLTHAFQIDFLSQTSIDIFKQKATVFLVPRRHGKTWFITPITSFLLKHMIGISIGYVAHQKHVSQF
———ELLDRLRGNKSFQLLEPYNIKANLRPYQIKGFSWMREFMNKLGFGICLADDMGLGKTLOQTITAVESDAKKENELTPSLVICPLSVLKNW
Coeeno* H I .o KKx Kook *. . H LotLe

260 270 280 290 300 310 320 330 340

| | | | | | | | |
VLKEVEFRCRHTFARDYVVENKDNVISIDHRGAKSTALFASCYNTNSIRGONFHLLLVDEAHFIKKEAFNTILGFLAQNTTKITIFISSTN
EEELSKFAPHLRFA---VFHEDRSKIKLEDYDITILTTYAVLLRDTR-LKEVEWKYIVIDEAQNIKNPQTKIFKAVKELKSKYRIALTGTP
R xx Foooe oo FoooL. *: . HEOR HE : .
350 360 370 380 390 400 410 420 430

| | | | | | | | |
TTSDSTCFLTRLNNAPFDMLNVVSYVCEEHLHSFTEKGDATACPCYRLHKPTFISLNSQVRKTANMFMPGAFMDETITIGGTNKISONTVLIT
TENKVDDLWSIMTFLNPGLLGSYS-EFKSKFATPIKKGDNMAKEELKATITISPFILRRTKYDKATIINDLPDKIETNVY--CNLTPEQAAMY

o o kk Kk oo * k. . . .. * .. *

3 * . .« o ok kk * . * * .. * . ok e .. *

440 450 460 470 480 490 500 510 520

| | | | | | | | |
TDOSREEFDILRYSTLNTNAYDYFGKTLYVYLDPAFTTNRKASGTGVAAVGAYRHQFLIYGLEHFFLRDLSESSEVAIAECAAHMITISVL

KAEVENLENNIDSVTG----TIKRKGMILSTLLKLKQIVDHPALLKGGEQS—--VRRSGKMIRTMEI IEEALDEGDKIATIFTQFVDMG————
*i * . Kook LR, L % LF i KoK oRE L
530 540 550 560 570

| | | | |
SLHPYLDELRIAVEGNTNQAAAVRIACLIRQSVQOSSTLIRVLEYHTPDON
—————— KITIRNITEKELNTEVPFLYGELSKKERDDRECSHAVILEFDII--

.k ek o Kk *

Alignment data : Alignment length: 410

Identity (*): 52 is 12.68 %

| Weakly similar (.): 61 is 14.88 % | Sequence 0001: 1z63 ( 382 residues).Strongly similar (:): 84 is 20.49 % |
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B.5. ANNEXE B5: Sous domaines conservés a travers quelques phosphotransférases herpesvirales comparés avec

Different: 213 is 51.95 %

| Sequence 0002: PUL89 (410 residues).

celles de Cdk2 et PKA.

UL13_HSV-1
UL13_HSV-2
ORFA47_VZV
BGLF4_EBV
UL97_HCMV
PR97_RCMV
M97_MCMV
U69_HHV_6A
U69_HHV_6B
cdk2

PKA

UL13_HSV-1
UL13_HSV-2
ORF47_VzV
BGLF4_EBV
UL97_HCMV
PR97_RCMV
M97_MCMV
U69_HHV_6A
U69_HHV_6B
cdk2

PKA

I
GGSGGYGEVQ
GGSGGYGEVQ
AGRGTYGRVH
LGRGSYGAVY
LGQGSEFGEVW
IGKGSFGQVW
IGKGSFGQVW
LGVGAYGKVEF
LGVGAYGKVF
IGEGTYGVVY
LGTGSFGRVM

I II
157-166
157-166
138-147

84-93
337-346
242-251
271-280
201-210
202-211

10-19

50-59

174-
174-
155-
100-
353-
259-
288-
216-
217~

31-

71-

II
AVK
AVK
AVK
TVK
VVK
ALK
ALK
AIK
AIK
ALK
AMK

176
176
157
102
355
261
290
218
219
33

73

I
KEW
KEW
MDS
TEL
SET
DEA
NET
DES
DES
REI
NEK

II
181-
181~
159-
108-
361~
268~
298-
223~
224-

50~
91-

IV-V
FTELARAVVELNTTCGISHL
FTDLARAVVELNTRCGISHL
FLDLAQALTEFLNRTCGLTHL
FOGLKDAVYFLNRHCGLFHS
FCTLADAIKFLNHQCRVCHF
FTGLADGIRFLNLQCGVAHF
FSGIADALREFLNLRCGVGHF
FCKLADAVREFLNLKCRINHF
FCKLADAVRELNLKCRINHF
YLFQLLOGLAFCHSHRVLHR
YAAQIVLTFEYLHSLDLIYR

IvV-v VI
257-276 277-282
257-2776 277-282
237-256 257-262
175-194 195-200
436-455 456-461
341-360 361-365
371-390 391-395
293-312 313-318
294-313 314-319
107-126 127-132
147-166 167-172

183
183
161
110
363
260
300
225
226
52

93

VI
DIKCAN
DIKCAN
DVKCGN
DISPSN
DITPMN
DVTPMN
DVMPMN
DISPMN
DISPMN
DLKPQN
DLKPEN

VII

301-304
301-304
282-285
219-222
481-484
386-389
416-419
335-338
336-339
145-148
185-188

VII

DFSL
DFSL
DYSL
DYGT
DYSL
DYSL
DFSL
DYSL
DYSL
DFGL
DFGF

VIII
335-337
335-337
315-317
254-256
506-508
423-425
452-454
370-372
371-373
171-173
208-210

TAL
AAL
RDA
FST
REC
TDL
TDI
CDM
CDM
PET
PET

VIII

IX
DLYALG
DLYALG
DLYALG
DLOSLG
ELSALG
DLCALG
DLCALG
DLCAFA
DLCAFA
DIWSLG
DWWALG

IX
382-387
382-387
362-367
297-302
542-547
457-462
488-493
407-411
408-412
185-190
221-226

taille
518AA
518AA
510AA
429AA
707AA
612AA
643AA
562AA
563AA
298AA
351AA



B.6. ANNEXE B6: Alignement de séquences entre pUL27 et ses homologues issus de béta herpesvirus

HCMV_AD169
POHV 4

rh46 RhCMV
Cytomegalo
pR27 MuHV2
gPM27 MuHV1
Muromegalo
Gpl3 HHV 6B
U5 HHV-7

U5 HHV 6A
Roseolo

T27 TuHV-1
ET

10 20
| |

30 40
| |

—————————————————————————————————————————————————— MNPVDQPPPPLPTQQPEEQAKEDHD--DGDERLFRDPLTTYE
—————————————————————————————————————————————————— MTELQQSQVQTPEPQ-QEHAKDEHGELDDDERVYRDPLTTYE

LDDIYSDQHAAFE

vOopdD-poopE

EQEKMWEGETKCGREEFILLORNLPAMKDYVAKHCGKRIRVDAFQDFDEFSFCSLSDIYYLTGPGILEKITEKDYAITGTCARSQAEPNCRAA
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ET == PO P00 ——m -
PSI-PRED NN hNN C 000 00 000 Cm = e = e e

HCMV AD169  ————————————————m—————
POHV 4 = ———mmmmmmmm e
rh46 RhCMV ~ -——-—--———-—————————————
Cytomegalo  ---—---—---——--——--——-
PR27 MuHV2 EDDEDADEGPRYVVERLEGYRT
gpM27 MuHV1 SDDGGESDGSEFVVERV—-=---
Muromegalo -DD-0-0vGodpVVERO-———~—
Gpl3 HHV 6B  ——————————————————————
U5 HHV-7 = ————mmmmmmmmmmm o
U5 HHV 6A ————————m————m—
Roseolo @ = -———--—————-———--—————--
T27 TuHV-1 AYPWWHDHSAYAASGRRL----
ET @@

Alignment data :

Alignment length: 1122 | gepM27 MuHV1: YP_ 214040 (682 residues) | Gp13 HHV_6B: NP 050187 (903 residues).
Identity (*): 18 is 1.60 % | PR27_MuHV2: NP_064132 (671 residues). | U5 _HHV_6A: NP_042896 (444 residues).
Strongly similar (:): 47 is 4.19 % | HCMV_AD169: NP 039961 (608 residues). | US_ HHV-7: P52522 (865 residues).
Weakly similar (.): 1015 0.89 % | PoHV _4: NP 612671 (640 residues). | T27 TuHV-1: NP_116370 (636 residues).
Different: 1047 is 93.32 % | th46 RhCMV: YP_ 068140 (579 residues). |
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C. ANNEXE C: Fichiers Utilisés Pour Le Calcul Du Modeéele Du Sous-domaine Hélicase De Pul 89.

C.1. Annexe C1: Fichier de contraintes (.rstrnt)

'BIOSYM restraint 1
'

!

#NOE_distance

1:ASP_309:0D1 2:OHH_1:HH1  2.000 3.000 3.000 100.00 100.00 1000.000 0.00 #Asp*”/H20
1:ASP_309:0D2 2:0OHH_1:HH2 2.000 3.000 3.000 100.00 100.00 1000.000 0.00

1:GLU_310:0E1 2:OHH_2:HH1  2.000 3.000 3.000 100.00 100.00 1000.000 0.00 #Glu*'"/H20
2:0HH_2:HH2 2:PHOS_1:P1 2.000 3.500 3.000 100.00 100.00 1000.000 0.00 #H20/y PO4
2:MAG_1:MG1 2:0OHH 1:OH  2.000 3.100 3.000 100.00 100.00 1000.000 0.00

2:MAG_1:MG1 1:THR 219:0G1 2.000 3.100 3.000 100.00 100.00 1000.000 0.00

2:MAG_1:MG1 2:PHOS_1C:03 2.000 3.100 3.000 100.00 100.00 1000.000 0.00 # Chélation Mg2+
2:MAG_1:MG1 2:PHOS 1:02  2.000 3.100 3.000 100.00 100.00 1000.000 0.00

1:LYS_218:NZ 2:PHOS_1:03  2.000 3.500 3.000 100.00 100.00 1000.000 0.00 #Lys*"*/ g et yPO4
1:LYS 218:NZ 2:PHOS_1C:02 2.000 3.500 3.000 100.00 100.00 1000.000 0.00

1:ARG_214:CZ 2:PHOS_1:P1 2.000 5.000 3.000 100.00 100.00 1000.000 0.00 #Arg™’/yPO4

1:LYS _253:NZ 2:A_1B:P 2.000 3.500 3.000 100.00 100.00 1000.000 0.00 #Lys™*/ o PO4
1:GLN_191:0 2:A_1B:N6 2.000 3.500 3.000 100.00 100.00 1000.000 0.00 #GIn"'/ N6
#mixing_times

-9.990000E+02
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|
|

|
|

C.2. Annexe C2: Fichier entrée pour minimsation sous contraintes (.inp)

INPUT FILE FOR DISCOVER GENERATED BY INSIGHT

fichier
ifile = 1
lastj = 100
jfile =1

overlap = 0.01
cutoff = 12.000000
cutdis = 10.000000

swtdis = 2.0

FKCHIR = 10000000000.000
IGRPCK =0

DEMAX = .10000E+10

NSAVE =100

BOXLIM = 90

MIPBC = 0

Demax =10000000.000000

begin simulation
* add-automatic bond torsion valence out-of-plane
reduce
set dielectric = 4*r
fixed atom list generation
* add main atoms
* molecule 1 residues LEUN 138 to ILE 175
* add main atoms
* molecule 1 residues ILE 192 to VAL 209
* add main atoms
* molecule 1 residues VAL A44 to VAL A57

*

*

*

*

*

*

add main atoms
molecule 1 residues LYS 218 to SERC 364
constrain using "helicatpwmg3.rstrnt"
scale nothing
fkchir = 10.000000
scale nonbond term by  1.000000
scale coulombic by  1.000000

scale 1-4 by  1.000000
cscale = 1.000000
dscale = 1.000000
fkchir = fkchir *  1.000000
scale noe = 0.000000
scale out-of-plane by  1.000000
scale bond by  1.000000
scale theta by  1.000000
scale phi by  1.000000

minimize using steepest descents for 100 cycles
with no morse functions and no cross terms
until the maximum derivative is less than 0.050000
minimize using conjugate gradients for 500 cycles
with no morse functions and no cross terms
until the maximum derivative is less than 0.050000
initialize dynamics
at 300 K
for 5000 steps of 1.0 fs
with no cross terms and no morse functions
write history file every 5000 steps
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*  write averages every 5000 steps
lopl  resume dynamics

* at 300 K for 5000 steps

*  with no cross terms and no morse functions
minimize using steepest descents for 100 cycles

*  with no morse functions and no cross terms

*  until the maximum derivative is less than 0.10000
minimize using conjugate gradients for 500 cycles

*  with no morse functions and no cross terms

*  until the maximum derivative is less than 0.10000
print noe_dist violations exceeding 0.100000
print dihedral violations exceeding 1.000000
print chirality violations
archive as file number jfile "helicatpwmg3.arc"
jfile = jfile + 1
if jfile .Ie. lastj then lop1

end
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En combinant les fichiers de volumes (vol) et de peak picking (.txt) par le biais du fichier .com qui va convertir au format XPLOR les données

D.

D.1.

ANNEXE D: Modélisation Sous Contraintes RMN Et Tables De Déplacements Chimiques

Annexe D1: Création du fichier de contraintes NOEs (.tbl)

obtenues sous FELIX, le fichier de contraintes NOEs va étre génér (.tbl).
pUL89DPC-293K.vol:

vol

[

pul89DPC-293K.txt:

[ N O S

N

4
0.158E+09
0.419E+08
0.247E+08
0.246E+08
0.109E+09

0.148E+09
0.381E+08
0.264E+08
0.255E+08
0.135E+09

442 0.585E+08

44

3

0.314E+08

444  0.200E+03

1

numéro du pic

[..

]

1
2
3
4
5

0.502E+08
0.239E+08
0.150E+03

314.150 2987 0 18hn
02.095 2329 0 1%hn
68.211 2.389 0 16hn
68.148 2.834 0 16hn

4
3
3

1456.376

3.826

0 16hb2

0.153E+08
0.339E+07
0.279E+07
0.284E+07
0.198E+08

0.489E+07
0.205E+07
0.100E+03

0.943E+07
0.171E+07
0.188E+07
0.187E+07
0.167E+08

0.266E+07
0.107E+07
0.500E+02

1226.358  8.658
1226.133  7.536
1456.117 5.696
1411.993  5.210
1412.193  5.590

q
|
|
|[Volumes mesurés pour chaque pic
|

|
J

# Temps de mélange

0 18ha*
0 18ha*
0 16hb2
0 16hbl
0 16hbl
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442 530.558 2.361 0 11hd* 1140.701 4.249 0 15ha

443 530.672 2518 O 11hd* 1806.398 4.129 0 8hg2#

T T T T T T T
numéro position position  proton position position  proton
dupic D1 (points) D1(ppm) DI D2 (points) D2(ppm) D2

pul89DPC-293K.com:

# 1. Buildup file(s) format (Felix/Xeasy/Xeasn)

Felix assignment-filename volume-filename (both in Felix 2.3 format)
Xeasy atomlist-filename sequence-filename

Xeasn assignment-filename sequence-filename

Examples

H OFH OH H

Felix assignment.file volume.file

Felix pul89DPC-293K.txt pul89DPC-293K.vol <«—invocation des fichiers .txt et .vol
#

# 2. Calibration Peak ids (all on one line)

#264 210 252

190 100 163 <numéros des pics de calibration (corrélation He/Hd de Phe®’, Phe™* et Tyr™®)
#241 225 244 284 209 232

#

# 3. Calibration distance {for the average of above peaks}

# Power model

power is used as dist = (caldis/volume)”(1/power)

Distance cutoft for all protons except the given list

#

#  for single mixing time (e.g. as in H20 spectra)

#

# List of protons for which the HIGHER cutoff applies
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# HIGHER distance cutoff for (ONLY) the give list of protons

#2.20 6 6.0 H5S# H7# 5.5

2.46 6 6.0 hb# hg2# hd1# 5.5 «—distance imposée aux pics de calibration
#

# 4. -/+ Delta for distance (dminus dplus)

#  defined as either % of distance

# or absolute

#  Examples:

#  10.0% I'if - is the same as +, specified as % of actual dis
#  10.0% 20.0% ! if - is different from +, specfied as % of actual dis
# 15.0% 0.25 ! -1is %, + is absolute

# 0.200.50 I'if - is different from +

# 0.50 l'if - is the same as +

20.0% 20.0% «—intervalle d’incertitude sur la mesure des distance
#

# 5. Ignore data point (vol at high mix time) < (vol at lower mix time)
No

#Yes

#

# 6. Output format (X-PLOR/DGPlay filename)

#  DGPlay filename

X-PLOR pul89DPC-293K.tbl «<—nom du fichier de contraintes en sortie au format XPLOR (.tbl)
#

# 7. Supress output for following peaks

#  Syntax:

# SKIP PEAKS peak-id peak-id ...

# SKIP ATOM atomname res-numbers ...
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#  SKIP ATOM atomname # (for all NOEs involving this atom, all residues)
# SKIP INTRARES atom1 atom2 res-numbers ... (for intra-residue NOEs)
# SKIP INTRARES atom1 atom2 # (wildcard for all intra-residue NOEs)

#  SKIP INTERSEG segmentl segment2 (implies all inter-segment NOEs)
#  You may write any number of such Skip lines,

#  provided each line begins with the keyword Skip.

#Skip intrares H5 H6 #

#Skip intrares H2' H2" #

#Skip intrares H5 H5# #

#Skip atom H4' #

#Skip atom HS5"™* #

#Skip peaks 264 210 252 #

#Skip interseg DNA1 DRG1

#

# 8. Output distance table arranged sorted by peakid or resid.

# Syntax:

#  SortBy PeakID

#  SortBy ResID

#SortBy PeakID

SortBy ResID «tri des contraintes par nom du résidu en D1 dans .tbl
#

# 9. GnuPlot output (Yes/No)

# PostScript output (Yes/No)

# Peak-ids (optional)

# No No

# Yes Yes (defaults to interactive)
# Yes Yesall
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# Yes Yes interactive

# YesYes71493

Yes Yes «—tracé des courbes de build-up pour chaque pic
#

#10. Xeasy Buildup files (mixing-time filename) {only for Xeasy or Xeasn input}
#  In decreasing order of mixing time.

160.0 bul60.peaks

120.0 bul20.peaks

80.0 bu80.peaks

40.0 bu40.peaks

#

# End of file
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pul89DPC-293K.thl :
set echo=false end

distance mesurée

| intervalles

| + - n° pic

| | | | qualité

| || | dupic

| ] | | | build-up

| | | | | | remarque (Bad)
N T A A l

assi (resi 2 and name hn and segi PU89)
(resi 1 and name ha* and segi PU89) 2.97 0.59 0.59! 21 -v- 4.23
assi (resi 2 and name hd* and segi PU&9)
(resi 2 and name ha and segi PU89) 4.79 0.96 096! 33 -v- 3.63
assi (resi 2 and name he and segi PU89)
(resi 2 and name hb* and segi PU89) 3.75 0.75 0.75! 31 -v- 4.30
lassi (resi 2 and name hn and segi PU89)
! (resi 2 andname hd* and segi PU89) 6.00 1.20 1.20! 22 -v- 3.56 6.40
assi (resi 2 and name hn and segi PU89)
(resi 2 and name ha and segi PU89) 3.56 0.71 0.71! 19 -v- 4.47
(resi 2 and name hd* and segi PU89) 3.31 0.66 0.66! 381 -v- 4.49
assi (resi 2 and name hb2 and segi PU89)
(resi 2 and name ha and segi PU89) 3.21 0.64 0.64 ! 382 -v- 4.24
assi (resi 2 and name hg* and segi PU89)
(resi 2 and name hbl and segi PU89) 2.48 0.50 0.50! 39 -v- 4.20
lassi (resi 2 and name he and segi PU89)
! (resi 2 and name ha and segi PU89) 6.00 1.20 1.20! 326 Bad 100.00 60.00

«—proton en D1
«—proton en D2
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D.2. Annexe D2: pUL89(580-600)

(5580

R581

[)582

K583

/\584

L585

/x586

\/587

NH

NH
a/B
y/6

NH
o/B
NH
o/B
v/
e/€

NH
o/B
NH
o/B
v/6
NH
a/B
NH

H20
pH 3,5
3.81,3.81
8.71
4.29/1.78,1.71

1.58,1.58/
3.16,3.16

7.20

8.69
4.59/2.81,2.71

8.51
4.19/1.79,1.71

1.40,1.40/
1.64,1.64

2.95,2.95/7.56
8.34
4.21/1.33
8.18
4.24/1.59,1.59
1.53/0.89,0.83
8.32
4.25/1.33
8.16

30% TFE
pH 6,8

4.27/1.51,1.51

1.89,1.73/
3.24,3.24

8.65
4.45/2.79,2.68
8.15
4.19/1.92,1.92

1.53,1.46/
1.73,1.73

2.99,2.99
8.03
4.15/1.51
8.16
4.22/1.80,1.74
1.68/0.98,0.94
7.90
4.23/1.59
8.19

30% TFE
pH 3,3
3.92,3.92
8.88
4.31/1.85,1.85

1.85,1.85/
3.22,3.22

7.27

8.60
4.61/2.95,2.84

8.37
4.14/1.91,1.91

1.53,1.47/
1.72,1.72

2.96,2.96/ -
7.99
4.11/1.48
7.75
4.18/1.71,1.71
1.56/ 1.00,094
7.81
4.19/1.56
8.15

120eq. DPC
pH 3,7
3.87,3.87
8.87
4.33/1.83,1.79

1.63,1.63/
3.16,3.16

7.48

8.60
4.59/2.89,2.77

8.92
4.03/1.93,1.70

1.53,1.42/
1.70,1.70

3.00,2.97/ -
8.44
3.95/1.46
7.83
4.08/ 1.66,1.66
1.60/ 0.96,0.90
7.83
4.19/1.52
8.05
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E588

Q589

F590

|591

5592

R593

F594

a/p

NH
o/

NH
a/B
y/€

NH
a/p
8/¢e/§

NH
a/B
y/6

NH
o/B
NH
a/B
v/é

NH

4.00/ 2.01
0.90,0.90
8.45
4.22/1.93,1.93
2.36,2.36
8.43
4.19/1.92,1.87

2.23,2.18/
7.54,6.91

8.38
4.56/3.07,2.99

7.18,7.18/
7.27,7.27/-

8.15
4.05/1.74

1.42,1.42,1.11/
0.79

8.40
4.32/3.84,3.77
8.36
4.15/1.57,1.57

1.34,1.34/
3.02,3.02

7.10
8.25

3.76/2.25
1.08,1.01
8.38
4.00/ 2.22,2.15
2.48,2.28
8.39
4.07/ 2.32,2.17

2.58,2.43/
7.51,6.84

8.27
4.23/3.42,3.29

7.22,7.22/
7.15,7.15/7.22

8.88
3.67/2.01
1.93,1.32,1.00/0.90

8.21
4.27/ 4.05,4.05
7.91
4.10/ 1.84,1.74

1.70,1.50/
3.05,3.05

8.45

3.76/2.25
1.08,1.02
8.39
4.01/2.32,2.25
2.67,2.46
8.56
4.01/2.32,2.14
2.62,2.41/7.31,6.78

8.22
4.25/3.43,3.31

7.23,7.23/
7.18,7.18/-

8.92
3.68/2.00

1.93,1.36,1.01/
0.90

8.22
4.26/ 4.05,4.05
7.83
4.09/ 1.73,1.36
1.62,1.47/3.05,3.05
7.13

8.37

3.69/2.30
1.08,0.99
8.45
3.86/ 2.33,2.26
2.61,2.61
8.70
4.03/2.26,2.05

2.58,2.42/
7.53,6.88

8.05
4.25/3.33,3.33

7.23,7.23/
7.16,7.16/-

8.45
3.69/ 2.06

1.92,1.34,0.99/
0.88

8.16
4.21/4.02,4.02
7.60
4.09/ 1.65,1.65

1.56,1.44/
3.01,3.01

7.24
7.89
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N595

5596

GS97

Y598

|599

K600

a/p
8/¢e/¢§

NH
o/

NH

a/B
NH

NH

a/B
8/¢e

NH
a/B
y/6

NH
o/B
v/
e/§

4.54/3.09,2.91

7.17,7.17/
7.27,7.27/ -

8.33
4.64/2.77,2.66
7.65,6.93
8.37
4.29/ 3.88,3.82
8.44
3.86,3.86
7.98
4.47/2.92,2.92

7.01,7.01/
6.74,6.74

8.05
4.01/1.71

1.38,1.38,1.07/
0.82

8.27
4.11/1.79,1.79

1.42,1.42/
1.64,1.64

2.94,2.94/ -

4.26/ 3.09,2.74

7.14,7.14/
7.24,7.24/7.24

8.42
4.67/2.90,2.90
7.62,6.75
8.03
4.40/ 3.95,3.95
8.06
3.94,3.88
7.88
4.53/3.09,2.89

7.10,7.10/
6.83,6.83

7.86
4.16/ 1.86

1.45,1.14,0.93/
0.86

7.78
4.20/1.84,1.84

1.40,1.40/
1.75,1.75

3.01,3.01/ -

4.28/3.10,2.73

7.13,7.13/
7.23,7.23/ -

8.37
4.68/2.94,2.85
7.58,6.73
8.05
4.38/3.98,3.98
8.12
3.90,3.90
7.86
4.50/ 3.07,2.90

7.10,7.10/
6.83,6.83

7.79
4.13/1.85

1.46,1.14,0.94/
0.87

8.16
4.35/1.92,1.80

1.45,1.45/
1.70,1.70

3.00,3.00/ -

4.25/ 3.09,2.83

7.10,7.10/
7.03,7.03/7.07

8.03
4.59/2.93,2.70
7.69,6.93
8.30
4.23/3.88,3.88
8.29
3.80,3.80
7.87
4.36/2.97,2.84

7.06,7.06/
6.79,6.79/ -

7.90
4.13/1.98

1.50,1.18,0.91/
0.87

8.10
4.18/1.82,1.82

1.38,1.38/
1.73,1.64

2.95,2.95/7.58
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D.3. ANNEXE D3: RMN de pUL89-XI tables de déplacements chimiques

283 K, pH 3,2, 50% H20/ 50% acétonitrile

NH Hao Hp Autres
Asp568 - 4,13 2,81,2,76
GIn569 8,69 4,17 1,98, 1,87 2,24(v*)
Asn570 8,16 4,51 2,6,2,6 7,55(621), 6,73(622)
His571 8,02 4,59 3,19, 2,99 7,18(82), 8,49(¢l)
[le572 7,96 4,02 1,75 1,08(y12 & 13 & 2), 0,79(51)
Glu573 8,17 4,26 1,97, 1,84 2,28(y*)
GIn574 8,01 4,47 1,97, 1,82 2,25(y*), 7,32(€21), 6,62(£22)
Pro575 - 4,21 2,07, 1,51 1,78(y2), 1,98(y3), 3,62(02), 3,54(33)
Phe576 79 434 2,97,2,97 7,08(8%), 7,24(*)
Tyr577 7,52 4,28 2,93,2,93 6,98(8%), 6,71(¢*)
Leu578 7,66 4,08 1,53, 1,44 1,42(y), 0,79(01 & 2)
Met579 7,82 4,21 1,97, 1,97 2,53(y2), 2,44(y3)
Gly580 8,06 3,84,3.,79
Arg581 8,08 3,99 1,76, 1,71 1,59(v2), 1,47(y3), 3,07(8%), 7,14(¢)
Asp582 829 434 2,68, 2,68
Lys583 7,94 3,99 1,76, 1,76 1,4(y2), 1,31(y3), 1,56(6*), 2,83(e*),
7.42(0)
Ala584 7,92 4,00 1,36
Leu585 7,98 4,01 1,69, 1,56 0,87(51), 0,82(82)
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Ala586
Val587
Glu588
GIn589
Phe590
Ile591
Ser592
Arg593
Phe594
Asn595
Ser596
Gly597
Tyr598
11e599
Lys600
Ala601
Ser602
GIn603
Glu604
Leu605
Val606
Ser607
Tyr608
Thr609
Ile610
Lys611
Leu612

8,17
8,43
8,12

7,87
8,23
8,38

8,12

7,93

8,10
8,13
7,99

7,87
7,97

7,77
8,07
3,94
3,95
4,15
8,6

8,13
3,96
4,08
4,48
8,15

4,08
3,68

3,59
4,19

4,12

3,76, 3,76

8,03
8,08
8,07
8,01
3,92
3,99
4,16
8,12
8,05
8,25
8,11
8,21
3,93
3,97

4,09
3,58

4,01
3,99

3,65
4,03
4,17
3,72
3,66

1,44
2,15 0,99(y1), 0,92(72)
2,14,2,14  2,54(y2), 2,40(y3)
2,15,1,99  2,45(12), 2,29(y3), 7,08(e21), 6,76(£22)
3,33,3,19  7,17(5%), 7,18(c%)
1,91 1,84(y12), 1,23(y13), 0,89(y2), 0,80(51)
3,92, 3,89
1,68,1,62  1A1(y*), 3(5%), 7,12(¢)
3,03,2,64  7,1(8%), 7,13(c*)
2,8,2,75  7,28(521), 6,51(522)
3,9, 3,87

2,98,2,78  6,92(5%), 6,66(c*)

1,86 1,16(y12 & 13 & 2), 0,81(51)
1,76, 1,76 1,41(y2) 1,32(y3), 1,57(5%), 2,82(c*)
1,31
3,85, 3,66
2,18,2,18  2,47(y2), 2,26(y3), 7,10(s21), 6,51(22)
2,18,2,12  2,49(y2), 2,36(y3)
1,87,1,68  1,75(y), 0,84(51 & 82)
2,11 1,01(y1), 0,88(y2)
3,89,3,83
3,10,3,10  7,01(8%), 6,68(c*)
4,28 1,16(y2)
1,85 1,05((y12 & 13), 0,77(y2), 0,75(51)
1,78, 1,78 1,45(y*), 1,55(5%), 2,84(c*)
1,77, 1,47 1,43(y), 0,68(51 & 82)

270



Ser613

His614
Asp615
Pro616
Ile617

Glu618
Tyr619
Leu620
Leu621
Glu622
GIn623
Ile624

GIn625
Asn626
Leu627
His628
Arg629
Val630
Thr631
Leu632
Ala633
Glu634
Gly635

7,98

7,75

7,79
8,21
8,08
7,95

8,09
8,14
7,96

7,89

7,82

7,85
7,76

7,64
7,78
4,88
7,86
3,91
7,83
3,98
3,90
3,9

3,96
8,15
3,96
4,41
4,05
8,06
4,03
7,94
7,81
4,14
7,78
4,25

4,14
4,57

4,32
3,84

4,08

3,59

4,41

3,9
4,13

4,16

3,98, 3,84

3,80, 3,74
3,29,3,05  7,23(52), 8,48(¢1)

2,85,2,71
2,29,1,97  2(y2), 1,9(y3), 3,76(3%)
1,95 1,51(y12), 1,24(y13), 0,84(y2), 0,83(31)
1,97, 1,97  2.35(y2), 2,32(y3)
3,3 6,98(5%), 6,66(c*)

1,73,1,66  1,66(y), 0,90(51), 0,87(52)
1,77, 1,77 1,42(y), 0,81(51), 0,78(52)
2,06,1,99  2,52(y2), 2,3(v3),
1,98,1,98  2,10(y2), 2,06(v3),6,53(s21), 6,45(£22)
1,86 1,70(y12&13), 1,05(y2), 0,79(51)
2,06, 1,98  2,38(12), 2,27(y3), 7,10(e21), 6,59(£22)
2,75,2,72  74(521), 6,73(522)
1,68,1,54  1,54(y), 0,83(51), 0,80(52)
3,29,3,16  7,23(52), 8,43(c1)
1,85,1,67  1,52(y*), 3,13(8%), 7.2(c)

2,09 0,94(y1), 0,87(72)
4,1 1,12(y2)

1,59, 1,46 1,46(y), 0,77(81 & 82)
1,32

2,06, 1,90 2,41(vy2), 2,35(y3)
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D.4. ANNEXE D4: pUL56(506-548)

Les déplacements chimiques indiqués ont ét¢ obtenu pour la forme réduite du pont disulfure. En rouge et entre parenthéses, sont indiqués les écarts
relatifs des déplacements chimiques obtenus avec la forme oxydée (6 réduit — 6 oxydé) exprimés en ppm 10 E-02. Un tiret est indiqué pour les protons

non attribués.

303 K, pH 6,1, 70% H20/ 30%TFE

NH Ha Hp Autres
Arg506 - - - -
11e507 - - - -
His508 - 4,77 3,24, 3,17 7,21(382), 8,18(el)
Asn509 8,29 481 3,00, 2,83 7,69(521), 6,91(522)
Val510 8,29 4,09 2,24 1,07(y1), 1,04(y2)
Thr511 7,98 4,34 4,13 1,34(y2)
Arg512 8,03 4,24 1,99, 1,99 1,80(v2), 1,71(y3),3,29(6%*), 7,35(¢)
Glu513 821 4,15 2,21,2,21 2,43(y*)
Val514 831 3,82 2,23 1,14(y1), 1,04(y2)
Asn515 8,05 4,61 3,05, 2,88 7,59(521), 6,89(522)
Val516 8,30 3,81 2,30 1,17(y1), 1,07(y2)
Arg517 8,07 4,13 2,06, 1,97 1,76(y*), 3,27(31),3,21(52),-(¢)
Lys518 8,40 4,16 2,04, 2,04 L,51(y*), 1,81(8%),3,02(g*), -({,-)
Arg519 7,95 4,07 1,91, 1,91 1,69(v*), 3,27(5%*),7,31(¢,-)
Ala520 8,33 424 1,62
Tyr521 8,26 432 3,28, 3,28 7,14(8%), 6,82(*)
Leu522 8,44 4,06 2,08, 2,02 1,64(y), 1,01(51,2),1,01(52,3)
GIn523 8,37 4,08 2,30, 2,30 2,56(v1), 2,46(y2), 7,64(€21,-4),6,68(£22)
Lys524 7,94 424 2,04, 2,04 1,61(y*), 1,80(81), 1,80(52), 3,02(e*), -({)
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Val525
Ser526
Glu527
Val528
Gly529
Tyr530
Gly531
Lys532
Val533
Ile534

Arg535
Cys536
I1e537

Lys538
Thr539
GIn540

Glu541
Arg542
Leu543
Thr544
Ser545

Lys546
Leu547
[le548

8,03

8,31

8,33
7,94

7,95
8,16

8,75
8,23
8,51

7,98
8,26

8,05
8,09

8,39 3,71(4) 2,09 0,89(y1,-3), 0,84(y2,3)

8,07 4,30 4,15,4,15

4,19 2,36,2,25  2,64(y*)

8,15 3,99(9) 2,30 1,16(y1,-3), 1,05(v2)

3,99, 3,93

8,31 444 3,18,3,18  7,18(5%), 6,87(c%)

4,00, 3,84

4,15 2,08,2,02  1,51(y*), 1,79(81), 1,69(82), 3,03(c*),-(0)

7,78  3,71(9) 2,31 1,13(y1,2), 1,03(y2,3)

8,23 3,81(4) 1,88 1,56(y12,5), 1,27(y13),
0,95(y2,2), 0,85(31,5)

4,23 2,04,2,04  1,62(y*), 3,27(5%), 7,14(s,-)

4,24 3,30, 3,12

8,53 3,82 2,04 1,86(y12), 1,22(y13),1,00(y2),0,90(51)

4,24 2,06,2,06  1,66(y*), 1,76(6%),2,93(c*), 7,31(%)

8,14 4,51(8) 4,08(8) 1,35(y2.,2)

4,14 231,231 2,57(12), 2,47(v3),
7,15(e21,-11),6,56(22, -11)

4,09 2,30,2,22  2,56(y*)

4,26 2,11,2,11  1,85(y%), 3,32(5%),7,36(c)

4,33 1,94,1,90  1,71(y), 0,98(51),0,98(52)

7,98 445 4,34 1,36(y2)

7,88 4,50 4,07, 4,07

445 2,04,2,04  1,94(y*), 1,56(6%),3,10(c*), -(©)

4,47 1,77,1,77  1,71(y), 1,01(51),0,96(52)

7,41(6)4,18 1,92 1,53(y12), 1,23(y13),

-(v2,(0,97)),-(61,(0,94))
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E. ANNEXE E : PUL89-endo Par MODELLER

E.1. Annexe E1: Fichiers d’alignement de séquence pour le calcul des formes libre et lié au duplexe(.ali).

E.la Forme libre
>P1;UL89
sequence:UL89:: :: i: 1 :
KTLYVYLDPAFTTNRKASGTGVAAVGAY ------ RHQFLIYGL--EHFFLRDLSESSEVAIAECAAHMIISVLS-
LHPYLDELRIAVEGN-------------—--- TNQAAAVRIACLIRQSVQSSTLIRVLFYHTPDQNHIEQPFYLM
GRDKALAVEQFISRFNSGYIKASQELVSYTIKL
~WW
____________ %
>P1;2ehg

structure:2ehg: 1:A: 149: A:: ::
-MIIGYFDGLCEPKNPGGIATFGFVIYL-----DNRKIEGY GLA-EKPFSIN--STNNVAEYSGLICLMETML-R
LGIS--SPIIKGDSQLVIKQMNGEYKVKA----KRITPLYEKAIELKKKLN------ ATLIWVP----meeo-

-REENKEADRLSRVAYELVRRGKLRDIGCIILT-

>P1;1zbi2
structure:1zbi2: 64: A: 232: A:: ::
IWESLSVDVGSQGNP---GIVEYKGVDTKTGEVLFEREPIPIG------------ TNNMGEFLAIVHGLRYLKER

NSR----KPIYSNSQTAIKWVKDKKAKSTLVRNEETALIWKLVDEAEEWLNT
HTYETPILKWQTDKWGEIKADYGRK
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E.1.b. Forme liée

>P1;UL89

sequence:UL89:: 11 i1 1 :

KTLYVYLDPAFTTNRKASGTGVAAVGAY ------ RHQFLIYGL--EHFFLRDLSESSEVAIAECAAHMIISVLS-
LHPYLDELRIAVEGN-------------—--- TNQAAAVRIACLIRQSVQSSTLIRVLFYHTPDQNHIEQPFYLM
GRDKALAVEQFISRFNSGYIKASQELVSYTIKL
WW

>P1;2ehg

structure:2ehg: 1:A: 149: A:: ::
-MIIGYFDGLCEPKNPGGIATFGFVIYL-----DNRKIEGY GLA-EKPFSIN--STNNVAEYSGLICLMETML-R
LGIS--SPIIKGDSQLVIKQMNGEYKVKA----KRIITPLYEKAIELKKKLN------ ATLIWVP-----ee--
-REENKEADRLSRVAYELVRRGKLRDIGCIILT-

*

>P1;1zbi2
structure:1zbi2: 64: A: 232: A:: ::
IWESLSVDVGSQGNP---GIVEYKGVDTKTGEVLFEREPIPIG------------ TNNMGEFLAIVHGLRYLKER

NSR----KPIYSNSQTAIKWVKDKKAKSTLVRNEETALIWKLVDEAEEWLNT
HTYETPILKWQTDKWGEIKADYGRK
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E.2. Annexe E2: Fichier de contraintes (.py)

# Addition of restraints to the default ones

from modeller import *

from modeller.automodel import * # Load the automodel class

log.verbose()

env = environ()

# Give less weight to all soft-sphere restraints:

env.schedule scale = physical.values(default=1.0, soft sphere=0.7)

env.io.atom_files directory =['.", '../atom_files']

# Read in HETATM records from templates PDBs

env.io.hetatm = True #champs de force des atomes lourds

env.io.water = True #champs de force de I’eau

class MyModel(allhmodel):

def special restraints(self, aln):

rsr = self.restraints
at = self.atoms
rsr.add(secondary_structure.alpha(self.residue_range('38:', '44:"))) 4 hélices PSI-PRED
rsr.add(secondary_structure.alpha(self.residue _range('84:', '103:")) -
rsr.add(secondary_structure.alpha(self.residue_range('120:', '126:"))) 4 hélices
rsr.add(secondary_structure.alpha(self.residue range('128:','139:"))) | contraintes RMN
rsr.add(secondary_structure.alpha(self.residue range('141:', '155:"))) 4
rsr.add(secondary_structure.strand(self.residue_range('19:', '28:")))
rsr.add(secondary_structure.strand(self.residue range('31:','36:"))) | brins PSI-PRED
rsr.add(secondary_structure.strand(self.residue range('73:','79:"))) |
rsr.add(secondary_structure.strand(self.residue range('105:", '111:"))) |
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rsr.add(secondary_structure.strand(self.residue range('116:', 'l 18:))4
rsr.add(secondary_structure.sheet(at['O:74"], at['N:108'],
sheet h bonds=5)) | appariements
rsr.add(secondary_structure.sheet(at['O:36'], at['N:22'], | des brins
sheet h bonds=-5)) |
rsr.add(secondary_structure.sheet(at['O:75'], at['N:5'], |
sheet h bonds=8)) .
rsr.add(forms.gaussian(group=physical.xy_distance, g
feature=features.distance(at['MG:159'], |
at['OD2:8')), |
mean=2.6, stdev=0.5)) | contraintes de distances
rsr.add(forms.gaussian(group=physical.xy distance, | Magnesium/ AA acides
feature=features.distance(at['MG:158'], |
at['OD1:8']), |
mean=2.6, stdev=0.5)) |
rsr.add(forms.gaussian(group=physical.xy_distance, |
feature=features.distance(at['OE2:133"], |
at['MG:159')), |
mean=2.6, stdev=0.5)) |
rsr.add(forms.gaussian(group=physical.xy distance,
feature=features.distance(at['OE1:79'],
at['MG:158')),
mean=2.6, stdev=0.5))
a = MyModel(env,
alnfile ='MUSTER secstr.ali', # fichier d’alignement
knowns = ("2ehg','1zbi2"), # codes des structure-supports dans .ali

- — —

sequence = 'UL89', # sequence cible dans .ali

277



assess_methods=(assess.DOPE, assess.GA341)) #estimation de la qualité par MODELLER

a.starting_ model= 1 # premier model

a.ending_model = 100 # dernier model
# 100 modeles calculés

a.make() # execution du modelling

# Get a list of all successfully built models from a.outputs
ok models = filter(lambda x: x['failure'] is None, a.outputs)
# Tri des modele par la function DOPE

key = 'DOPE score'

ok models.sort(lambda a,b: cmp(a[key], b[key]))

# génere la liste des modeles triés par DOPE score
m = ok _models[0]
print "Top model: %s (DOPE score %.31)" % (m['name'], m[key])
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Etudes structurales de nouvelles cibles thérapeutiques du CMVH révélées
par les dérivés benzimidazolés ribonucléosides

Le Cytomégalovirus Humain est un virus touchant toutes les populations quelque
soit leur milieu socioprofessionnel. Inoffensif chez des sujets sains, les dégats causés
par le virus chez I’hote se révélent désastreux dés que celui-ci devient
immunodéprimé. Ainsi, les porteurs de VIH, les personnes ayant subi une greffe
d’organe ou les nourrissons sont particuliecrement exposés a CMVH. Les premiers
inhibiteurs formulés visant la polymérase virale se sont avérés inefficaces suite a
I’observation de multiples mutations de résistance. Une nouvelle classe de molécule,
les dérivés benzimidazolés ribonucléosides, visant les étapes de maturation et
d’encapsidation, a donc émergé visant les protéines du complexe terminase, pUL89
et pULS6, et la phosphotransférase pUL97 ainsi que sa protéine accessoire,
pUL27.Gréce a Iutilisation de la résonance magnétique nucléaire, des spectroscopies
UV/Visible et de dichroisme circulaire, et de la modélisation par homologie, nous
avons collecté des informations structurales relatives aux cibles des dérivés
ribobenzimidazolés. Nous avons pu proposer des hypothéses sur le mode d’action de
ces molécules. Par ailleurs, la découverte d’un domaine capable d’interagir avec
I’ADN viral double brin de CMVH a été décrite.

Structural studies of new therapeutic targets of HCMYV revealed by benzimidazoles
derivatives ribonucleoside

The Human Cytomegalovirus is a virus affecting all populations regardless of their
socio-professional environment. Harmless in healthy subjects, the damage caused by
the virus in the host proved disastrous when it becomes immunocompromised. Thus,
people with HIV, people who have undergone organ transplants or infants are
particularly susceptible to HCMYV. The first inhibitors formulated for the viral
polymerase have been ineffective due to the observation of multiple resistance
mutations. A new class of molecule, benzimidazoles ribonucleoside derivatives, for
stages of maturation and encapsidation, has emerged for the terminase complex
proteins, pUL89 and pULS56, and the phosphotransferase pUL97 and its accessory
protein, pUL27. Through the use of nuclear magnetic resonance, UV / Visible
spectroscopy and circular dichroism, and homology modelling, we collected
structural information on target of derivatives ribobenzimidazoles. We have
proposed hypotheses about the mode of action of these molecules. Moreover, the
discovery of a domain capable of interacting with the viral double-stranded DNA of
HCMYV has been described.

Mots-clefs: Cytomégalovirus Humain, terminase, pUL89, pULS56, dérivés
ribobenzimidazolés, RMN, modélisation moléculaire

Adresse électronique: anthony.couvreux@wanadoo.fr
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