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Abréviations 

A : Angstrom (10
-10

m) 

aa : amino acid/acide aminé 

ADN : Acide DésoxyriboNucléique 

ARN : Acide RiboNucléique 

ARNm : ARN messager 

ATP : Adénosine triphosphate 

CB : tampon classique 20mM Tris-HCl pH 7.5, 150mM NaCl 

CD : Dichroïsme Circulaire 

CK-II : Caséine Kinase II 

CTD : Domaine C-terminal 

Da/kDa : Dalton/kiloDalton 

E.coli: Escherichia coli 

EDTA: acide éthylène diamine tetraacetique 

ESRF : European Synchrotron Radiation Facility 

F : protéine de fusion 

G : glycoprotéine 

GE: gene end 

GS : gene start 

GTP : Guanosine triphosphate 

HeV : virus Hendra 

HSQC : Heteronuclear Single Quantum Coherence 

IBS : Institut de Biologie Structurale 

ICTV : International Committee on Taxonomy of Viruses 

IDP: Intrinsically Disorded Protein 

kb: kilobase 

L: grand sous unité de l’ARN polymérase ARN dépendante virale qui porte les activités 

catalytiques 

M/mM : Molaire/miliMolaire 

M : protéine matrice 

MAD : Multiwavelenght anomalous diffraction/diffraction anomale à plusieurs longueurs 

d’onde 

MALLS : Multi Angle Laser Light Scattering/ diffusion de lumière laser à angle multiple 

MeV: measles virus/virus de la rougeole 

MIR: Multiple Isomorfous Replacement/Remplacement Isomorphe Multiple 

MM: Masse Moléculaire / MW : molecular weight 

MNV : Mononegavirales 

MoRE : Molecular Recognition Element/ élément de reconnaissance moléculaire 

MuV : Mumps virus/virus des oreillons 

NiV : virus Nipah 

nm: nanometer 

nt: nucléotide 

NCORE : domaine globulaire N-terminal de la Nucléoprotéine chez les Paramyxovirinae 

NCTA : bras C-terminal de la Nucléoprotéine (sous domaine C-terminal) 

NC : nucléocapside 

NNTA : bras N-terminal de la Nucléoprotéine (sous domaine N-terminal) 

NTAIL: domaine désordonné C-terminal de la Nucléoprotéine chez certains Paramyxoviriane 

NTD : domaine N-terminal 

N : nucléoprotéine 

OMS : Organisation Mondiale de la Santé 
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P : phosphoprotéine 

PCD/PMD : domaine centrale/domaine de multimérisation de la phosphoprotéine 

PCED : partie (région) C-terminale de la P, contenant le domaine central d’oligomérisation 

(PCD) et le domaine C-terminal (PCTD)  

PCTD : domaine C-terminal de la phosphoprotéine chez les Rhabdoviridae* 

PNTR : région N-terminale de la phosphoprotéine 

PXD : PX domain ; domaine C-terminal de la phosphoprotéine, appelé encore domaine PX , 

chez les Paramyxoviridae* 

PAGE : PolyeAcrylamideGEl 

PCR : Polymerase Chain Reaction 

PDB : Protein Data Bank 

PEG : polyethylene glycol 

pH: potentiel Hydrogène 

pI: point Isoélectrique 

PID : protéine intrinsèquement désordonnée 

RaV : Rabies virus (encore RV, RAV ou RABV) 

RE50 : glutamate/arginine 50mM 

RI : Refractive Index 

Rg : Rayon de giration 

Rh : Rayon hydrodynamique 

Rs : Rayon de Stockes 

RMN : Résonance Magnétique Nucléaire 

RNAse A : Ribonucléase A 

RNP : RiboNucléoProtéine 

RMSD : Root Mean Square Deviation 

rpm : rounds per minute 

RSV: Respiratory Syncytial Virus/virus respiratoire syncitial  

SAD : single wavelength anomalous diffraction/diffraction anomale à une longueur d’onde 

SANS : Small Angle Neutron Scattering/diffusion des neutrons aux petits angles 

SAXS : Small Angle X-ray Scattering/diffusion des rayons X aux petits angles 

SEC: Size Exclusion Chromatography/chromatographie d’exclusion de taille 

SeV : virus Sendai 

SIR : Single Isomorphous Replacement/remplacement isomorphe unique 

T : température 

TMAO : TriMéthyleAmine N-Oxide 

UV : ultraviolet 

VSV : Vésicular Stomatitis Virus/virus de la stomatite vésiculaire 

 
* Pour des raisons historiques le domaine C-terminal de la phosphoprotéine s’appelle PCTD chez les 

Rhabdoviridae et domaine PX ou PXD chez les Paramyxoviridae. 
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1. Préambule – Les virus sont parmi nous  

De nombreux virus infectent l’Homme et sont responsables de nombreuses maladies et 

de graves épidémies (poliomyélite, variole, rage, SIDA, grippe etc.). Certains virus sont 

impliqués dans le développement de cancers. Plus récemment, la séquence du génome humain 

a révélé la présence massive de séquences d’origine virale, soulignant des relations 

antérieures très intimes entre des virus et leur hôte humain qui pourraient avoir contribué à 

l’évolution de notre espèce. Dans certains cas, les virus peuvent aussi avoir un effet bénéfique 

pour l’hôte qui les abrite (Roossinck 2011).  

Les virus sont des parasites intracellulaires obligatoires qui établissent des relations 

étroites avec les organismes qu’ils infectent. Parce qu’ils n’ont pas la capacité de se 

reproduire eux-mêmes, ils détournent les ressources et les machines de la cellule hôte à leur 

profit. Au cours de l’évolution, ils ont développé une large gamme de mécanismes leur 

permettant de recruter, d’adapter, de modifier ou d’usurper les machines cellulaires dont ils 

ont besoin. En contre partie, les cellules ont développé divers mécanismes de défense 

permettant de limiter la prolifération virale. Ceux-ci vont des mécanismes moléculaires de 

l’immunité innée, qui peuvent être rapidement mis en action, aux mécanismes systémiques de 

l’immunité acquise. En réponse, les virus ont développé un véritable arsenal de contre-

mesures qui masquent leur présence ou bloquent les réponses cellulaires, y compris en 

utilisant certains composés de la défense antivirale. Dans cette confrontation entre virus et 

cellule hôte, les virus ont l’avantage de se reproduire avec une grande efficacité et de muter 

rapidement ; ils ont ainsi la capacité à s’adapter aux conditions environnementales à 

l’intérieur de leur cellule hôte.  

 

2. La mosaïque révèle la nature des virus  

La description de diverses maladies dont l’origine virale est aujourd’hui connue, en 

particulier dans le cas de la rage, peut être trouvée dans des écrits anciens remontant à 

l’Antiquité. Déjà ARISTOTE et CELSUS avaient compris l’origine infectieuse de ces 

maladies. En 1879, le chimiste allemand Adolf Eduard MAYER, alors directeur de la station 

d’agriculture expérimentale de Wageningen aux Pays-Bas, entreprend, à la demande des 

cultivateurs, l’étude d’une maladie particulière affectant le tabac. Celle-ci se manifeste par 

l’apparition de plages de décoloration plus ou moins intense dans la feuille qui lui donne un 

aspect de mosaïque. Les folioles gaufrés deviennent filiformes et ont tendance à s'enrouler, les 
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rendant impropres à la commercialisation (Figure 1A). MAYER va démontrer que cette 

maladie est transmissible entre les plants de tabac à partir de la sève d’un plant contaminés. Il 

donne à cette maladie le nom de « mosaïque du tabac » et en décrit les symptômes.  

 

Figure 1 : La découverte du virus.  (Figures d’après (Bos 1999) avec modifications) A) Des feuilles infectées 

par un agent inconnu. B) Adolf Eduard MAYER (1843-1942). C) Dmitri Iossifovich IVANOVSKI (1864-1920). 

D) Martinus BEIJERINCK (1851-1931). E) Wendell Meredith STANLEY (1904-1971). 

Il faut toutefois attendre 1888, pour que Dmitri Iossifovitch IVANOVSKI, un jeune étudiant 

de l’Université de St. Petersburg, mette pour la première fois en évidence les propriétés de 

l’agent responsable de cette maladie du tabac. Dans sa thèse, il montre que la sève extraite des 

plantes malades contient un agent infectieux, qui est transmis même après filtration à travers 

une bougie Chamberland. Cette bougie est constituée d’une colonne de fine porcelaine à 

travers laquelle le liquide est filtré en appliquant une pression. Ses pores sont de très petit 

diamètre et retiennent les bactéries. IVANOVSKI ne repère aucune bactérie dans la sève 

récoltée, ni avant ni après filtration. Son interprétation est qu’une toxine, produite par des 

bactéries, est responsable de la maladie – comme la toxine produite par le bacille de la 

diphtérie, découverte en 1888 par Emile ROUX et Alexandre YERSIN. En 1898, l’ingénieur 

chimiste hollandais Martinus BEIJERINCK répète les expériences d’IVANOVSKI et note 

qu’après la dilution de la sève et des passages en séries sur des plantes de tabac, le pouvoir 

infectieux persiste. Pour BEIJERINCK il ne s’agit ni d’une bactérie, car on ne la voit pas au 

microscope, ni d’une toxine, car son activité demeure après des dilutions successives. Il 

dénomme ce principe actif, à la fois vivant et fluide, « contagium vivum fluidum ». La 

controverse qui s’ensuivit au sujet de la nature réelle de l’agent de la mosaïque du tabac se 

termina avec le développement en 1917 du test par plage de lyse par d’HERELLE et par la 

caractérisation biochimique et structurale dans les années 1930s.  

 En 1935 l’américain Wendell Meredith STANLEY réussit à « purifier » le virus de la 

mosaïque du tabac et à obtenir un « simple cristal protéique » qui conserve ses propriétés 

infectieuses. Ces prouesses valent à STANLEY de recevoir le prix Nobel de Chimie en 1946 
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et ouvrent la porte à la caractérisation structurale des virus. Il découvre un an plus tard que la 

protéine cristallisée n’est pas « pure » - elle contient des acides nucléiques. Le virus de la 

mosaïque du tabac n’est donc pas une simple protéine autoréplicative mais un complexe 

ribonucléoprotéique. Les premiers clichés de microscopie électronique sont obtenus en 1939 

par Gustav KAUSCHE, Edgar PFANKUCH et Helmut RUSKA (le frère d’Ernst RUSKA). 

 

3. Classification des virus 

En 1957 LWOFF propose la définition suivante du virus :  

« Les virus sont infectieux et potentiellement pathogènes ; ce sont des entités 

nucléoprotéiques possédant un seul type d’acide nucléique (ADN ou ARN) ; ils sont 

reproduits à partir de leur matériel génétique ; ils sont incapables de croitre ou de se diviser ; 

ils sont dépourvus de métabolisme propre.» 

 En effet, on distingue trois grandes classes de virus selon la nature de leur génome et 

leur mode de réplication. Une première classe comprend les virus dont le génome est 

constitué d’ADN, simple ou double brin, et est répliqué directement par copie de l’ADN en 

ADN (virus de l’herpès, virus de la variole etc.). Une seconde classe regroupe les virus dont le 

génome est constitué d’ARN, qu’il soit simple brin de polarité positive (virus de l’hépatite C, 

virus de la fièvre jaune, virus de la poliomyélite) ou négative (virus de la rage, virus de la 

rougeole, virus de Nipah etc.), ou qu’il soit double brin, et dans les deux cas ils sont répliqués 

directement par copie de l’ARN en ARN. Finalement, une troisième classe renferme des virus 

dont le génome est constitué d’ARN mais qui se réplique en passant par un stade ADN par 

l’intermédiaire de la transcriptase inverse, un enzyme encodé par le virus. Aujourd’hui, 

l’International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) est chargé de classer et de 

nommer les virus. Les virus sont classés en espèces, regroupées en genre, famille et 

éventuellement ordre selon qu’ils partagent des propriétés communes. Une « espèce » virale 

est constituée par un ensemble de virus constituant une lignée réplicative et occupant une 

niche écologique particulière.  
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4. Les virus à ARN négatif 

De nombreux virus ont un génome constitué d’ARN simple brin de polarité négative. 

Ils sont responsables de nombreuses maladies chez les plantes et les animaux dont l’Homme 

(Ball 2007). Ils sont divisés en deux grands groupes. Ceux dont le génome est constitué d’une 

seule molécule d’ARN ont été regroupés au sein d’un même ordre, celui des Mononegavirales 

(MNV) par l’International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) en raison de leur 

grande homogénéité structurale et fonctionnelle (voir ci-dessous) (Pringle 1997). D’autres ont 

un génome constitué de plusieurs segments. Ainsi, le virus de la grippe compte 8 segments, 

alors que celui des arenavirus en compte 2 et celui des bunyavirus (virus Hantaan) en compte 

3. Bien qu’officiellement, l’ICTV n’ait pas créé un ordre, il est tentant sur la base des données 

structurales récentes de les regrouper dans un second ordre, celui des Multinegavirales.  

Au sein de l’ordre des MNV, les virus sont actuellement classés en quatre familles 

selon des critères d’immunoréactivité et des analyses phylogénétiques basées sur la séquence 

en acides aminés de plusieurs protéines. Il s’agit des familles Bornaviridae (virus de la 

maladie de Borna), Filoviridae (virus Ebola et Marburg), Paramyxoviridae (virus de la 

rougeole, des oreillons, respiratoire syncytial et autres) et Rhabdoviridae (virus de la rage). 

Certains virus sont prévalent chez l’Homme, comme les virus de la rougeole (MeV), des 

oreillons (MuV), parainfluenza, respiratoire syncytial (RSV) ou le metapneumovirus, et ont 

un impact majeur en santé publique. D’autres MNV émergent ou ré-émergent à partir de 

réservoirs animaux, en particulier la chauve-souris, provoquant des épidémies de maladies 

graves ou mortelles comme les virus de la rage (RaV), de Chandipura (CHPV), d’Ebola 

(EBOV), d’Hendra (HeV), et Nipah (NiV) (Wong, Lau et al. 2007; Menghani, Chikhale et al. 

2012). De même peut-on évoquer les pathologies vétérinaires telles la maladie de Carré chez 

les carnivores, la maladie des bovins provoquée par le virus rinderpest dont l’éradication vient 

d’être annoncée, diverses maladies des poissons provoquées par des rhabdovirus redoutés 

dans les piscicultures et ainsi de suite. 

 Dans ce travail, nous nous sommes intéressés à des virus appartenant aux familles des 

Rhabdoviridae et des Paramyxoviridae et nous limiterons cette introduction à ces familles. 

Ces deux familles renferment des pathogènes importants de l’Homme. Pour certains de ces 

virus un vaccin est disponible (RaV, MeV, MuV etc.), mais pas pour d’autres (RSV, NiV, 

HeV etc.) et nous ne disposons d’aucun médicament spécifique et efficace qui permette de 

bloquer ou de ralentir les infections causées par ces virus. Cependant, les populations 

humaines sont constamment exposées au risque de voir émerger une nouvelle souche où un 
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nouveau virus contre lequel la couverture vaccinale serait inefficace. Ces faits justifient 

l’importance d’essayer de mieux comprendre les mécanismes moléculaires de fonctionnement 

de ces virus dans l’espoir d’utiliser cette information pour développer des agents antiviraux ou 

de nouvelles stratégies de lutte contre ces pathogènes. Dans ce contexte, l’originalité et la 

conservation de la machinerie de synthèse d’ARN chez les MNV justifie son étude 

approfondie avec la perspective de développement de composés antiviraux ciblant 

sélectivement leur mécanisme de réplication. 

4.1. La famille des Rhabdoviridae 

Aujourd’hui, plus de 200 virus sont classés dans la famille des Rhabdoviridae. Ils 

infectent des plantes, des vertébrés et des invertébrés. Officiellement, cette famille comporte 

six genres, mais de nombreux virus ne sont pas classés. Les Vesiculovirus, Lyssavirus, 

Ephemerovirus et Novirhabdovirus infectent des animaux alors que les Cytorhabdovirus et les 

Nucleorhabdovirus infectent des plantes. Nous avons travaillé principalement avec le virus de 

la stomatite vésiculaire qui est considéré comme le prototype de cette famille et depuis de 

nombreuses années, sert de modèle au virus plus emblématique qu’est le virus de la rage. 

4.1.1. Le virus de la stomatite vésiculaire (VSV) 

La stomatite vésiculaire est une maladie contagieuse, affectant principalement les 

bovins, les porcins et les équidés. Elle est provoquée par le virus de la stomatite vésiculaire 

(VSV) qui est un arbovirus endémique aux Amériques. Il existe deux sérotypes majeurs de 

VSV dénommés New Jersey (NJ) et Indiana (IND). L’infection se manifeste par une 

inflammation au niveau de la muqueuse buccale mais également des pis et des sabots qui 

peuvent s’accompagner de l'apparition d'une ulcération. Les animaux atteints éprouvent des 

difficultés à se nourrir et peuvent présenter des signes d’anorexie et de léthargie, ainsi que de 

la fièvre. Bien que la maladie disparaisse au bout de quelques semaines sans laisser de 

séquelles, elle a des conséquences économiques importantes dans les élevages. La stomatite 

vésiculeuse est une zoonose, mais la plupart des infections humaines restent 

asymptomatiques. Chez les patients présentant des manifestations cliniques, le symptôme 

initial est une forte fièvre, suivi d’un état de type « grippal » (Letchworth, Rodriguez et al. 

1999). 
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4.1.2. Le virus de Chandipura (CHPV) 

D’autres virus du genre vesiculovirus, tel que le virus de Chandipura (CHPV), 

infectent l’Homme en provoquant des pathologies plus graves. Le CHPV a été isolé pour une 

première fois en 1965 dans le village de Chandipura, en Inde (Bhatt and Rodrigues 1967). Il 

ressemble fortement au VSV mais il s’en distingue par sa capacité à infecter efficacement 

l’Homme. C’est aussi un arbovirus, transmis par des moustiques du genre Aedes et des 

mouches de sable des genres Phlebotomus et Sergentomyia (Rao, Singh et al. 1967). CHPV 

est présent sur tout le territoire indien et a été récemment signalé en Afrique de l’ouest. En 

2003, il a attiré l’attention en provoquant une épidémie dans l’état d’Andhra Pradesh, 

infectant 329 enfants dont 183 sont décédés (Rao, Basu et al. 2004). Depuis lors, d’autres 

épidémies se sont régulièrement déclarées dans diverses parties de l’Inde, toujours associées à 

un taux élevé de mortalité. Les premiers symptômes ressemblent à ceux de la grippe classique 

associés à des maux de ventre, des vomissements et des pathologies neurologiques. Ces 

symptômes sont souvent suivis d’inflammation cérébrale – encéphalite. Il n’existe pas de 

traitement spécifique, ni de vaccin contre l’infection et seuls les symptômes sont traités et les 

complications contrôlées.  

4.1.3. Le virus de la rage (RaV) 

La rage est une zoonose largement répandue dans le monde, connue depuis l’antiquité 

et dont on trouve des traces notamment dans les écrits mésopotamiens (XXIII
ième

 siècle avant 

J.C.), chinois (VI
ième

 siècle avant J.C.), égyptiens (III
ième

 siècle après J.C.) ou grecs (IX
ième

 

siècle avant J.C.) (Theodorides). La nature infectieuse de la maladie fut démontrée au XIX
ième

 

siècle par George G. ZINKE (1804), qui réussi à transmettre la maladie en utilisant la salive 

de chiens infectés, et plus tard par Pierre Victor GALTIER (1879), qui transmis la rage entre 

des lapins. En 1903, Adelchi NEGRI démontra la connexion entre le virus et le système 

nerveux, mettant en évidence la présence d’inclusions cytoplasmiques dans les cellules 

neuronales infectées. Louis PASTEUR produisit une forme atténuée du virus qu’il utilisa 

ensuite pour développer le premier vaccin protectif contre la rage. Le 6 juillet 1885, il 

administra ce vaccin à titre de prophylaxie post-exposition à un jeune garçon, Joseph Meister, 

qui venait d’être mordu par un chien enragé, et le garçon survécu.  

RaV infecte les vertébrés, principalement les mammifères et occasionnellement 

l’Homme ; le plus souvent la transmission à l’Homme se fait par la morsure d’un chien 

infecté. RaV est un virus neurotrope. Après avoir été inoculé, le virus commence par se 
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multiplier à son point d’entrée dans le tissu musculaire, et ensuite pénètre les terminaisons 

nerveuses des neurones périphériques par l’intermédiaire desquels il se dirige vers les corps 

cellulaires et la moelle épinière. Chez l'Homme, la période entre la contamination et 

l’apparition des signes de la maladie (incubation), varie en moyenne entre 30 et 45 jours mais 

peut dépasser un an. Sa durée dépend de la dose de virus inoculée, de la localisation de la 

morsure et de la gravité de la plaie. L'incubation est d'autant plus courte que le siège de la 

contamination est proche du cerveau. L'invasion par le virus se manifeste par un prurit 

(démangeaisons) ou des douleurs dans la région mordue. Lorsqu’il atteint le cerveau, il se 

réplique activement et provoque une encéphalite dont la pathogénèse complexe conduit à 

différentes formes de la maladie, associée à différents troubles du comportement. L'insomnie 

est fréquente chez le malade qui devient anxieux, anormalement triste, sujet à des crises de 

larmes et souvent cherche à s'isoler. La maladie peut alors évoluer soit vers une forme 

paralytique (30% des cas) soit vers une forme dite « furieuse ». Deux signes sont 

caractéristiques de la maladie : une peur pathologique de l’air (aérophobie) et, surtout, de 

l’eau (hydrophobie). Par la suite le virus se répand vers les organes périphériques tels que les 

yeux et les glandes salivaires. L’encéphalite est incurable et entraine toujours la mort de 4 à 6 

jours après l’apparition des premiers symptômes de la maladie. Il n’existe pas de traitement 

curatif et la vaccination représente le seul moyen efficace de protection contre le virus. 

Cependant la vaccination pré-exposition n’est utilisée que pour des personnes en contact 

potentiel avec le virus. Le plus souvent le vaccin est administré post-exposition en 

combinaison avec des immunoglobulines antirabiques. La maladie est aujourd’hui sous 

contrôle en Europe et en Amérique du Nord notamment grâce à des campagnes de vaccination 

de la faune sauvage et grâce à l’utilisation prophylactique du vaccin et du traitement post-

infection. Cependant, selon un rapport de l’Organisation Mondiale de la Santé (WHO, 2010) 

la rage tue aujourd’hui encore plus de 50.000 personnes par an de part le monde, 

principalement en Afrique et en Asie.  

La rage est une zoonose et ses réservoirs naturels sont principalement les carnivores 

comme le renard ou le raton laveur et les chauves-souris (McColl, Tordo et al. 2000). Ces 

dernières constituent l’ordre des chiroptères qui représente un quart à un tiers des espèces de 

mammifères de la planète. De part cette grande diversité, les chauves-souris sont un 

« terreau » fertile pour le développement de nouvelles souches virales et de nouveaux virus, et 

les populations humaines sont constamment exposées au risque de voir émerger de nouveaux 

virus. Ainsi, diverses souches du virus de la rage circulent chez les chauves-souris, parmi 

lesquelles certaines sont moins sensibles au vaccin que celle de la rage classique (Hanlon, 
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Kuzmin et al. 2005). L’adaptation de ces souches à des animaux capables de transmettre 

l’infection à l’homme pourrait conduire à la réémergence de cette maladie et à de nouvelles 

épidémies. 

4.2. La famille des Paramyxoviridae 

La famille des Paramyxoviridae comporte deux sous-familles, celle des 

Paramyxovirinae et celle des Pneumovirinae, chacune comprenant des pathogènes humains 

proéminents (Figure 2). Elle inclut également des virus émergents tels que les virus Hendra et 

Nipah qui provoquent des épidémies chez l’Homme avec un taux de mortalité élevé et chez 

les animaux d’élevage avec des conséquences économiques majeures liées aux abattages 

ordonnés pour limiter la propagation de l’épidémie. 

 

Figure 2 : Classification des Paramyxoviridae. 
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4.2.1. Le virus de la rougeole (MeV) et le virus respiratoire syncytial (RSV) 

Le RSV est le principal responsable des bronchiolites et pneumonies sévères du 

nourrisson, et est le premier agent viral provoquant la mort chez les enfants. Il est également 

responsable de pneumonies et de pathologies respiratoires chez les personnes âgées et les 

receveurs d’une transplantation de moelle osseuse (http://www.cdc.gov/rsv/) qui entraînent 

des taux élevés d’hospitalisation et de décès. Aucun vaccin n’est actuellement disponible et 

seul un traitement prophylactique à base d’anticorps (Prolivizumab, Motavizumab) est utilisé 

dans le cas d’enfants prématurés. Deux composés antiviraux sont actuellement étudiés : le 

composé RSV604, qui cible la Nucléoprotéine de RSV, et le composé ALN-RSV01 qui est un 

siARN, dirigé contre l’ARN viral. La rougeole est une maladie ancienne, qui reste une cause 

majeure de mortalité chez les jeunes enfants (2011) et est sujette à une réémergence massive à 

l’instar de l’épidémie survenue en France de 2009 à 2011 consécutive à la négligence accrue 

de couverture vaccinale. Un vaccin très efficace est disponible, néanmoins il n’existe pas de 

traitement spécifique et après le déclanchement de la maladie seuls les symptômes sont 

traités. 

4.2.2. Les Henipavirus  

Les virus Nipah (NiV) et Hendra (HeV) ont été récemment identifiés, (Nipah en 

Malaisie en 1998 et Hendra en Australie en 1994) et ont été nommé d’après les noms des 

endroits où ils ont été primitivement isolés. Le premier cas de HeV, décrit en 1994, a touché 

un cheval de course et son propriétaire à Queensland, dans le quartier Hendra (Murray, 

Selleck et al. 1995), mais les expériences réalisées par la suite ont montré que ce virus est 

capable d’infecter une large gamme d’hôtes - chevaux, chiens, chats, lapins, ainsi que d’autres 

animaux de laboratoire (Murray, Rogers et al. 1995; Murray, Selleck et al. 1995; Westbury, 

Hooper et al. 1995; Westbury, Hooper et al. 1996; Hooper, Westbury et al. 1997). NiV a été 

identifié pour la première fois en 1998 comme le responsable d’une épidémie de troubles 

respiratoires et d’encéphalites chez des cochons en Malaisie du nord (Chua, Goh et al. 1999; 

Amal, Lye et al. 2000). La maladie s’est transmise à des humains en contact avec les cochons 

malades, causant plusieurs cas d’encéphalites fatales. D’autres épidémies se sont par la suite 

déclarées en Malaisie, puis à Singapour, au Bangladesh (2001, 2003, 2004, 2005, 2007 et 

2008) et en Inde (2001 et 2007) (Epstein, Field et al. 2006). L’épidémie en Malaisie a tué 106 

personnes sur 276 infectées (38.5%), celles au Bangladesh et en Inde ont eu respectivement 

des taux de mortalité supérieurs, de 67 et 92%, potentiellement liés aux mauvaises conditions 
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sanitaires auxquelles les malades étaient exposés (Wild 2009). Des virus apparentés ont été 

récemment isolés en Afrique de l’ouest (Hayman, Suu-Ire et al. 2008) et un nouveau membre 

du genre Henipavirus, le virus Cedar, moins virulent pour les animaux de laboratoire que ces 

cousins NiV et HeV en raison de l’absence de production de la protéine V (voir ci-après), a 

été récemment découvert chez des chauves-souris en Australie (Marsh, de Jong et al. 2012). 

Ces virus apparentés aux Paramyxovirinae, diffèrent néanmoins suffisamment pour justifier la 

création par ICTV d’un nouveau genre, les Henipavirus.  

Les hôtes naturels de ces virus sont les chauves-souris du genre Pteropus, de l'ordre 

Chiroptera (Figure 3). Des virions d’HeV et de NiV ont été détecté dans leur salive, urine, 

secrétions nasales et placenta, suggérant qu’ils sont transmis par l’intermédiaire de ces fluides 

(Halpin, Young et al. 2000). Il est intéressant de noter que les chauves-souris ne présentent 

pas de signes de maladie suggérant une adaptation entre ces animaux et ces virus. Des 

anticorps dirigés contre Niv et HeV sont détectés chez plusieurs espèces du genre Pteropus et 

sont très probablement transmis de la mère à la progéniture, qui serait ainsi protégée au début 

de sa vie. 

 

Figure 3: Le virus Nipah (NiV). A) 

Chauve-souris de l’espèce Pteropus 

vampyrus, genre Pteropus. B) 

Ultrastructure par microscopie 

électronique en coupe fine d’une 

particule extracellulaire de NiV. C) 

Préparation en coloration négative et 

marquage à l’or des nucléocapsides de 

NiV. Les barres noires correspondent à 

100nm (Figures d’après (Goldsmith, 

Whistler et al. 2003) avec modifications). 
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L’émergence récente de ces virus comme responsables d’épidémies de maladie chez 

l’Homme peut être associée à la destruction de l’habitat naturel des chauves-souris qui mène à 

des rencontres de plus en plus fréquentes entre l’Homme, les animaux domestiques et ces 

animaux. Les animaux domestiques sont infectés lorsqu’ils ingèrent des fruits souillés par les 

chauves-souris ((Ksiazek, Rota et al. 2011) pour revue).  

Les modes d’infection par HeV et NiV ne sont pas identiques et ils différent par 

rapport à leur hôte « d’amplification », les chevaux pour HeV et les cochons pour NiV. Hev a 

été démontré pour causer une infection respiratoire accrue chez les chevaux mais sa 

transmission aérienne du cheval à l’Homme ou de cheval à cheval n’a pas été démontré 

(Williamson, Hooper et al. 1998). L’Homme devient infecté vraisemblablement par le contact 

direct avec des tissus infectés. Contrairement à HeV, NiV a infecté plusieurs espèces – 

cochons, chèvres, chats et chiens (CDFA) (Middleton, Westbury et al. 2002). La transmission 

de l’Homme à l’Homme a été documentée (Luby, Gurley et al. 2009; Sazzad, Hossain et al. 

2013) mais d’autres moyens de transmission ont été également proposé. Il a été montré que 

l’infection récente d’un grand nombre d’individus au Bangladesh n’est peut être pas du à une 

transmission interhumaine mais plutôt à la consommation de lait de palme, dans lequel ont bu 

des chauves-souris infectées (Stone 2011).  

Les pathologies et les symptômes associés aux infections par des Henipavirus sont très 

similaires même si, à cause de sa plus forte incidence, ils ont été mieux caractérisés pour NiV 

(Tan and Chua 2008). Chez l’Homme, les symptômes apparaissent entre 7 à 10 jours après la 

contamination même si des délais plus longs (plus de 50 mois) ont été constatés. Ils 

comprennent des méningites aseptiques, des encéphalites accompagnées de fièvre, de maux 

de tête, de vomissements et des épisodes de conscience réduite (Ksiazek, Rota et al. 2011). 

Chez les patients atteints d’une encéphalite, l’imagerie par résonance magnétique (IRM) 

révèle la présence de lésions multiples, principalement dans la matière blanche du cerveau 

(Goh, Tan et al. 2000). Les infections par des Henipavirus sont de nature systémique avec des 

évidences d'infection dans plusieurs organes. NiV cible de préférence les cellules 

endothéliales microvasculaires provoquant leur fusion (formation de syncytia) dans plusieurs 

organes (Wong, Shieh et al. 2002).  

Une stratégie utilisée pour bloquer l’infection des cellules ciblées consiste à 

administrer la protéine G ou son récepteur cellulaire sous forme soluble, mais ce traitement a 

des effets indésirables. En 2012, un vaccin dirigé contre HeV s’est montré efficace dans la 

protection des singes contre NiV (Bossart, Rockx et al. 2012), mais il n’est pas encore 
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disponible pour l’Homme et il n’existe pas de traitement spécifique des infections par ces 

virus.  

 

5. Homogénéité structurale et fonctionnelle des Mononegavirales 

Très variables dans leur spécificité d’hôtes, leur mode de transmission et les maladies 

qu’ils provoquent, les Mononegavirales (MNV) partagent une organisation similaire de leur 

génome et de leur virion, et des stratégies de transcription et de réplication de l'ARN viral très 

proches et très originales dans le monde du vivant qui suggèrent une origine évolutive 

commune et ont justifié la création d’un ordre dans la classification virale (Figure 4). 

Ces virus possèdent les caractéristiques communes suivantes :  

(1) un génome, dont la taille, comprise entre 9 et 20 kb, comprend entre 5 et 12 gènes et est 

codant sur plus de 90% de sa longueur (les génomes de HeV et NiV font partie des plus longs 

génomes de la famille avec 18,2kb, tandis que le génome de VSV est parmi les plus courts, 

autour de 11kb),  

(2) une organisation linéaire du génome avec dans l’ordre en allant de l’extrémité 3’ vers 

l’extrémité 5’, une région non-traduite en 3’ (3’-UTR), des gènes codant pour les protéines de 

capside, des gènes codant pour les protéines de surface et le gène codant pour l’ARN 

polymérase ARN-dépendante (RdRp) aussi appelée protéine L (Large),  

(3) une complémentarité entre les extrémités 3’ et 5’ du génome, 

(4) une ARN polymérase ARN-dépendante associée au virion,  

(5) une nucléocapside hélicoïdale qui est utilisée comme matrice par la polymérase virale,  

(5) un processus de transcription de 6 à 10 ARN messagers par un mécanisme de synthèse 

interrompue (mécanisme STOP-START) à partir d’un promoteur unique situé à l’extrémité 3’ 

du génome, 

(6) un processus de réplication passant par la synthèse d’une copie antigénomique 

intermédiaire de polarité positive, 

(7) une maturation par bourgeonnement à partir d’une membrane cellulaire, formant des 

particules contenant une nucléocapside hélicoïdale en un ou plusieurs exemplaires.  

Il faut noter que les Bornaviridae se distinguent des virus des trois autres familles par 

un processus d’épissage de leur ARN messager qui utilisent la machinerie cellulaire.  
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Figure 4 : Machinerie de 

transcription et réplication 

des Rhabdoviridae et 

Paramyxovirinae (figure 

d’après Blocquel, D. et al. et al 

avec modifications). A) et C) 

Organisation des génomes avec 

la nucléoprotéine N, la 

phosphoprotéine P, la protéine 

de matrice M, la protéine de 

fusion F et la protéine H (chez 

les Paramyxovirinae), la 

glycoprotéine G (chez les 

Rhabdoviridae) et la 

polymérase virale L. B) et D) 

Représentation schématique 

des complexes de 

réplication/transcription. La N 

(en vert) encapside l’ARN 

viral et forme la matrice de 

réplication/transcription pour 

la polymérase virale, composée 

de deux sous-unités – la L 

(bleu) et la P (orange-rouge). P 

forme des dimères (B) ou 

tétramères (D) et contient des 

régions flexibles (rouge) et un 

domaine central 

d’oligomérisation (orange).  
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5.1. Les protéines virales 

Le génome des MNV code pour des protéines structurales, requises pour former la 

particule virale, et des protéines non-structurales, essentiellement garantes de la propagation 

chez l’hôte. Cinq du premier groupe sont communes à tous les MNV avec un agencement de 

leurs gènes identique le long du génome comprenant de l’extrémité 3’ à l’extrémité 5’ : ceux 

de la nucléoprotéine (N), de la phosphoprotéine (P), de la protéine de matrice (M), de la 

glycoprotéine de surface (G) et de l’ARN polymérase ARN-dépendante (RdRp) aussi appelée 

la protéine L car elle constitue la grande sous-unité de la polymérase fonctionnelle (Figure 4). 

N encapside l’ARN, formant un complexe N-ARN qui sert de matrice pour la transcription et 

la réplication. P et L constituent la polymérase RdRp à deux sous-unités (Kolakofsky, Le 

Mercier et al. 2004; Lamb and Parks 2007). Plusieurs copies du complexe polymérasique et 

des molécules de P s’associent à l’homopolymère de nucléoprotéine recouvrant l’ARN 

génomique pour former une ribonucléoprotéine (RNP) qui constitue la partie infectieuse du 

virus et est suffisante pour permettre sa reproduction (Szilagyi and Uryvayev 1973). M joue 

un rôle structural dans la particule virale, participe au processus d’assemblage des nouveaux 

virions dans le cytoplasme de la cellule hôte ((Solon, Gareil et al. 2005) et références citées) 

et est un régulateur négatif de la transcription (Iwasaki, Takeda et al. 2009). Chez les 

Rhabdoviridae, la glycoprotéine de surface G assure reconnaissance et fixation du virus sur la 

cellule hôte et induit la fusion de l’enveloppe virale avec la membrane cellulaire, 

préalablement à la pénétration du virus dans le cytoplasme de la cellule infectée (Albertini, 

Baquero et al. 2012). Chez les Paramyxoviridae, ces fonctions sont dissociées et assurées par 

deux glycoprotéines transmembranaires, la glycoprotéine d'attachement (G ou H) et la 

glycoprotéine de fusion (F) (Lamb and Parks 2007).  

A ce socle de gènes communs, viennent s’ajouter pour certaines familles virales, 

d’autres gènes insérés à différents endroits du génome et codant pour des protéines 

structurales et/ou non-structurales. Ainsi, les rhabdovirus de plantes possèdent un gène 

supplémentaire spécifique codant pour la protéine 4b impliquée dans le transport du virus au 

travers des plasmodesmes et du système vasculaire. Le génome du RSV comprend deux 

autres cofacteurs, M2-1 et M2-2, impliqués dans la machinerie de réplication du génome. Le 

premier augmente la processivité de la polymérase lors de la transcription et le second 

favorise la réplication de l’ARN génomique en fin de cycle (Collins and Crowe 2007). 

D’autre part, chez de nombreux MNV, le gène P code pour d’autres protéines : des isoformes 

de P tronquées, des isoformes issues d’un mécanisme d’édition de l’ARNm, (protéines V, W), 
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et des protéines provenant de la traduction de l’ARNm à partir d’un codon d’initiation 

alternatif (protéines C, Y) (Eaton, Mackenzie et al. 2007; Lamb and Parks 2007; Lyles and 

Rupprecht 2007). Ces divers produits du gène P sont notamment impliqués dans la régulation 

de la réplication virale et dans l’inhibition de la réponse immunitaire innée intrinsèque de la 

cellule hôte. 

5.2. Architecture de la particule virale 

Les virions des Paramyxoviridae sont pléiomorphes, de forme grossièrement 

sphérique (150-350 nm) ou filamenteuse (Lamb and Parks 2007). La forme des 

Rhabdoviridae est plus régulière, en balle de fusil ou en bacille (Lyles and Rupprecht 2007; 

Desfosses, Ribeiro et al. 2013). De façon générale, la particule des MNV est constituée de 

trois couches superposées. La couche externe, ou enveloppe, est une bicouche lipidique 

dérivée de la membrane plasmique de la cellule hôte riche en glycoprotéines qui forment des 

spicules visibles en surface. La couche intermédiaire, constituée de l’assemblage en un réseau 

tridimensionnel d’une partie des protéines M, assure la cohésion entre les couches interne et 

externe. La couche interne est la nucléocapside (NC) composée de protéines N polymérisées 

sur l’ARN génomique (N-ARN) auxquelles sont associées les protéines L, P et, dans le cas du 

RSV, la protéine M2-1. Cette couche n’est visible en microscopie électronique que pour les 

virus ayant une forme géométrique bien régulière comme les Rhabdoviridae (Figure 5). Pour 

VSV, à pH acide et à faible force ionique, le complexe N-ARN isolé s’auto-assemble en une 

particule en forme de balle, morphologiquement similaire à la couche interne du virion, mais 

dotée d’une plus grande flexibilité (Desfosses, Ribeiro et al. 2013). La protéine N est donc 

suffisante pour déterminer la forme de la particule virale. Toutefois, l’addition de protéine M 

réduit la variabilité observée dans les dimensions des particules de N-ARN, suggérant que M 

régule la compaction de la particule dans le virion (Desfosses, Ribeiro et al. 2013). La 

reconstitution de la partie cylindrique du virion de VSV par cryo-microscopie électronique a 

révélé une géométrie hélicoïdale des couches intermédiaire et interne (Ge, Tsao et al. 2010). 

La localisation des protéines P et L reste indéterminée, et il est proposé que ces protéines, 

associées avec le complexe N-ARN, soient localisées dans la cavité centrale de la particule en 

forme de « cigare » définie par l’enroulement hélicoïdal de la NC (Barge, Gaudin et al. 1993). 

Plus récemment, une reconstruction du cône sommital (Desfosses, Ribeiro et al. 2013) 

suggère que la nucléation de l’assemblage de cette particule commence par la formation d’un 

tour de dix sous-unités comparable à celui observé dans les anneaux cristallisés (Green, 

Zhang et al. 2006). En cryomicroscopie électronique, la structure hélicoïdale de N-ARN de 
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MeV est visible à l’intérieur d’un virion, et elle est recouverte, au moins partiellement, d’un 

manchon de protéine M (Liljeroos, Huiskonen et al. 2011) (Figure 5). 

 

Figure 5: Architecture des virions de VSV et MeV. A) Moyenne des classes 2D représentative de l’extrémité 

conique, le tronc et la base du virion de VSV. B) Modèle de l’extrémité conique et du tronc obtenu par 

reconstruction cryo-microscopique (N en vert-rouge, M en bleu, et les faces interne et externe sont en violet et en 

rose respectivement) (figure d’après (Ge, Tsao et al. 2010) avec modifications). C) Structure moyenne des 

filaments de M (bleu) et N (orange) superposée sur la carte de densité du virion de MeV. D) Présentation 

schématique de l’ultrastructure du virion de MeV (figure d’après (Liljeroos, Huiskonen et al. 2011) avec 

modifications). 

 

6. Le cycle de réplication viral 

Le cycle de réplication viral peut être divisés en trois parties majeures: (1) 

l’attachement du virus à son récepteur, la pénétration dans la cellule hôte et le transport 

jusqu’au site de réplication; (2) la multiplication proprement dite du virus, incluant la 

production d’ARN messagers et de protéines virales et la réplication du génome; (3) 

l’assemblage de nouvelles particules virales et leur bourgeonnement à partir de la cellule hôte 

(Figure 6). En plus de ces processus conduisant à la génération de nouvelles particules 

virales, les virus interagissent avec les composants de la cellule hôte afin notamment de 

réguler la production de protéines cellulaires et d’interférer avec les systèmes de défense 

immunitaire. Pour les Rhabdoviridae (à l’exception des nucléorhabdovirus) et les 

Paramyxoviridae, la réplication s’effectue dans le cytoplasme de la cellule hôte, même si 

certaines protéines sont transportées dans le noyau où interagissent avec des partenaires 

cellulaires notamment impliquées dans la réponse immunitaire (voir plus loin).  
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Figure 6: Le cycle viral. La première phase comporte la fixation au récepteur (1). La fusion des membranes 

peut avoir lieu à la surface de la cellule ou après internalisation (2) ce qui dans tous les cas amène à la libération 

dans le cytoplasme du contenu du virion (3). La deuxième phase est la phase de multiplication virale – la 

transcription (4) la synthèse des protéines virales (5) et la réplication (6). Dans la dernière phase les nouvelles 

particules virales sont assemblées  (7) et bourgeonnent de la cellule hôte (8). 

 

6.1. Entrée  

Le cycle de réplication du virus nécessite l’introduction dans la cellule hôte du génome 

accompagné de la machinerie virale de synthèse d’ARN. Celui-ci débute donc par 

l’attachement du virus sur la membrane cellulaire, qui se produit par l’interaction spécifique 

entre les spicules de glycoprotéines, présentes à la surface du virus, et un récepteur cellulaire. 

La nature du récepteur cellulaire détermine le tropisme du virus. Ainsi, RaV qui est un virus 

neurotrope, utilisent différents récepteurs présents à la surface des neurones, notamment le 

récepteur nicotinique à l’acétylcholine (AchR) (Broughan and Wunner 1995), la molécule 

d’adhésion des cellules nerveuses (NCAM ou CD56) (Thoulouze, Lafage et al. 1998) et le 

récepteur à basse affinité du facteur de croissance neuronal (p75NTR) (Tuffereau, Benejean et 

al. 1998). Toutefois, RaV comme VSV semblent également utiliser des molécules réceptrices 

telles que des glycolipides (gangliosides) qui sont présentes sur différents types cellulaires 

même si l’affinité pour la protéine G est plus faible. 
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Figure 7 : Structure trimétique 

de l'ectodomaine de la 

glycoprotéine du VSV dans ses 

conformations pré- et post-fusion. 

Pré-fusion à gauche (PDB : 2J6J), 

post-fusion à droite (PDB : 2CMZ). 

Domaine I en rouge, domaine II en 

bleu, domaine III en orange, 

domaine IV en jaune, les boucles 

responsables de la fusion en vert et 

le C-terminal en magenta. Le 

domaine II a la même orientation 

dans les deux conformations (figure 

d’après (Roche, Albertini et al. 

2008) 

6.2. Les glycoprotéines 

Les rhabdovirus possèdent une seule protéine de surface, la protéine G, alors que les 

paramyxovirus en possèdent deux, la protéine G (ou encore H ou NH) et la protéine F. Chez 

les rhabdovirus, la fusion des membranes se fait après l'endocytose du virus et l'acidification 

du milieu qui provoque un changement conformationelle de la G. Cette protéine, 

particulièrement bien étudiée chez VSV, semble conservée parmi les différents genres des 

Rhabdoviridae (Roche, Albertini et al. 2008). Après le clivage du peptide signal N terminal, 

la G mature existe sous la forme de trimères, et est constituée d'un ectodomaine et d'une partie 

transmembranaire et peut se trouver au moins sous trois conformations différentes: état pré-

fusion, état activé, et état post-fusion. Tous ces états existent en état d’équilibre dépendant du 

pH (Albertini, Baquero et al. 2012). Récemment des modèles cristallographiques de l'état pré- 

et post-fusion ont été obtenus dans lesquels l'ectodomaine est composé de quatre domaines 

distincts (Roche, Bressanelli et al. 2006; Roche, Rey et al. 2007). Ces deux structures ont 

montré que le changement de conformation entre l'état pré- et post-fusion nécessite une 

réorganisation profonde de la glycoprotéine (Figure 7). 

 

Il a été proposé qu'une telle réorganisation ne soit possible que par le passage de la G 

par une forme intermédiaire monomérique (Albertini, Merigoux et al. 2012). La plasticité 

conformationnelle de la protéine G des rhabdovirus est une propriété unique parmi les 

machineries virales de fusion dépendante du pH, différente de ce qui est observé avec les 
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protéines de fusion de type I et II, et une nouvelle classe de protéines de fusion de type III à 

été proposée (Albertini, Baquero et al. 2012). Il a été récemment montré que la chaperonne 

endoplasmique gp96 est nécessaire pour l'infection par VSV mais le(s) récepteur(s) 

cellulaire(s) reste inconnu(s) (Bloor, Maelfait et al. 2010). 

 Tous les Paramyxoviridae possèdent deux glycoprotéines de surface et certains 

rubulavirus et tous les pneumovirus en possèdent trois. Une des protéines (HN, H ou G) est 

responsable de la fixation alors que l’autre glycoprotéine (F) est responsable de la fusion 

indépendante du pH de l’enveloppe virale avec la membrane plasmique de la cellule hôte. 

Certains virus, les respirovirus et les rubulavirus, se fixent sur des récepteurs contenant de 

l’acide sialique et ont une glycoprotéine d’attachement qui possède les propriétés de fixer et 

d’agglutiner les globules rouges (H, hemagglutination) et a une activité neuraminidase (N) 

Les morbillivirus se fixent aux cellules hôtes par un mécanisme indépendant de l'acide 

sialique et n’ont pas d’activité neuraminidase associée à leur protéine de surface malgré la 

présence d'une activité d'hemagglutination. La glycoprotéine d’attachement des henipavirus 

ne possède aucune de ces deux activités (Yu, Hansson et al. 1998). 

  

Figure 8 : Structures du complexe entre la glycoprotéine de NiV/HeV et son récepteur l’ephrinB2 et la 

protéine de fusion (F). Les structures des complexes entre les glycoprotéines de NiV et HeV et leur  récepteur 

ephrinB2 sont pratiquement identiques. A gauche la structure du complexe entre la glycoprotéine de NiV et 

ephrinB2 ; la glycoprotéine est colorée du bleu (N-terminal) au rouge (C-terminal), ephrinB2 en gris (PDB : 

2VMS pour NiV et 2VSK pour HeV ; figure d’après (Bowden, Aricescu et al. 2008) avec modifications). Au 

milieu la vue du haut. A droite le faisceau de six hélices de la protéine de fusion F (PDB : 1WP7 pour NiV et 

1WP8 pour HeV). 

 

La protéine G des Henipavirus est constituée d'une partie cytoplasmique, d’une région 

transmembranaire, d’une tige et d’une tête globulaire. La séquence en acide aminés du 

domaine globulaire est relativement peu conservée chez les Paramyxovirus, mais sa structure 

tertiaire en forme de hélice de bateau (propeller) est conservée (Figure 8). 
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Le récepteur cellulaire des HeV et NiV est l'ephrinB2 et/ou l’ephrinB3. Ces protéines 

appartiennent à la famille des ligands des glycoprotéines de surface qui fixent les récepteurs 

Ephrin. Ces molécules sont omniprésentes chez les vertébrés en particularité à la surface des 

cellules endothéliales des artères, des muscles lisses de la tunica media et à la surface des 

neurons, ce qui explique le spectre large d’hôtes et l'infection systémique observés 

(Bonaparte, Dimitrov et al. 2005; Negrete, Levroney et al. 2005).    

 La protéine F des Henipavirus est une protéine de fusion de type I qui contient deux 

domaines alpha hélicoïdaux (domaines dis de répétition de sept). Ces domaines forment un 

faisceau de six hélices pendant ou immédiatement après la fusion (Figure 8). Cette protéine F 

est aussi une protéine membranaire de type I et la forme biologique active est composée de 

deux sous-unités (F1 et F2) liés par un pont disulfure. La forme active est obtenue après le 

clivage du site RxxR du précurseur inactif F0 (x étant un aa quelconque). Dans le cas des 

Henipavirus la protéase impliquée dans la maturation de la F est la cathepsin I (Pager and 

Dutch 2005). Le peptide hydrophobe libéré du côte N-terminal de F1 est considéré comme le 

responsable de l'insertion de la F dans la membrane cellulaire. Comme pour la plupart des 

paramyxovirus, les protéines G et F sont nécessaires pour conduire la fusion virus - cellule 

hôte indépendamment du pH, contrairement à la fusion VSV et cellule hôte. En fait la 

protéine F est une protéine métastable dont le changement conformationnel, nécessaire pour la 

fusion membranaire, est irréversible. D’après un modèle récent la conformation pré-fusion de 

la F est stabilisée par l’interaction avec la G (Lee and Ataman 2011). C’est après 

l’attachement de la G sur son récepteur cellulaire que la protéine F peut changer sa 

conformation et entraîner le processus de fusion membranaire. 

 

6.3. Interaction avec le cytosquelette et les moteurs moléculaires 

 Une fois que le virus a pénétré dans la cellule, il doit être transporté vers le site de 

réplication dans le cytoplasme ou le noyau. Etant donné l’encombrement moléculaire à 

l’intérieur de la cellule, les virus détournent les systèmes de transports intracellulaires pour 

circuler dans la cellule. Certains utilisent les mécanismes de transport le long des 

microtubules ou des filaments d’actine, d’autres exploitent les mécanismes d’import et 

d’export au travers les pores nucléaires.  

 La phosphoprotéine de RaV possède un motif linéaire d’interaction avec une chaîne 

légère de la dynéine (LC8) qui pourrait être impliquée dans un processus de transport (Raux, 

Flamand et al. 2000; Poisson, Real et al. 2001). Les phosphoprotéines de VSV et de RaV 
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possèdent également des motifs d’import et d’export nucléaire, reconnus par les 

karyophérines (importines et exportines) qui permettent la localisation de certains produits du 

gène P dans le noyau (Pasdeloup, Poisson et al. 2005; Oksayan, Wiltzer et al. 2012).  

6.4. Multiplication virale 

Le cycle se poursuit par la multiplication du virus. Dans un premier temps, la 

polymérase virale transcrit l’ARN viral sous la forme d’ARNm maturés correspondant à 

chaque gène – on parle de la transcription primaire. Chez les rhabdovirus et les 

paramyxovirus, la plupart des gènes conduisent à la production de protéines uniques, à 

l’exception du gène P qui est à l’origine de la production de différentes protéines, dont 

certaines sont impliquées dans la transcription et la réplication, alors que d’autres sont 

destinées à combattre le système immunitaire cellulaire (voir plus loin).  

Dans un deuxième temps a lieu la réplication du génome. Par un mécanisme qui n’est 

pas encore compris, la polymérase virale se convertit de « transcriptase » en « réplicase » et 

génère des copies du génome entier, sans s’arrêter aux extrémités des gènes. Elle génère des 

copies de polarité positive (ou anti-génomes), qui sont par la suite utilisées comme matrice 

pour la synthèse de nouveaux génomes de polarité négative. Contrairement aux ARNm, les 

génomes et anti-génomes ne sont pas maturés mais ils sont encapsidés par la protéine N en 

même temps qu’ils sont synthétisés (Patton, Davis et al. 1984; Moyer, Smallwood-Kentro et 

al. 1991).  

Finalement, une seconde phase de transcription, dite secondaire, est observée, 

vraisemblablement due à l’apparition de nouveau génomes et de nouvelles molécules de 

polymérase dans la cellule hôte. Pendant cette étape on observe une production importante de 

protéines virales.  

6.5. Assemblage et bourgeonnement 

L’assemblage et le bourgeonnement de nouveau virus constituent la dernière étape du 

cycle viral. Pour l’assemblage des nouvelles particules virales, les génomes viraux néo-

synthétisés et encapsidés par la protéine N, auxquels sont attachés la polymérase virale et la 

protéine P pour former la ribonucléoprotéine (RNP), sont exportés vers la membrane 

plasmique. Les glycoprotéines sont transportées par l’appareil de Golgi et se positionnent 

dans la membrane plasmique. Les protéines matrice M interagissent avec la partie 

cytoplasmique des protéines G ainsi qu’avec la RNP, conduisant à la condensation des RNPs. 
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La phase finale du cycle viral est le bourgeonnement de nouvelles particules virales à partir de 

la membrane cellulaire (Harty, Paragas et al. 1999; Harty, Brown et al. 2001). 

6.6. La protéine de matrice (M) 

La protéine de matrice joue un rôle structural dans l’organisation de la particule virale. 

Chez les Rhabdoviridae, elle assure la cohésion entre les glycoprotéines G insérées dans la 

membrane lipidique et la nucléocapside interne (Newcomb and Brown 1981; Mebatsion, 

Weiland et al. 1999). Chez certains paramyxovirus, l’interaction entre la M et la partie 

cytoplasmique des glycoprotéines virales a été mise en évidence par différentes méthodes 

(Schmitt, He et al. 1999; Moll, Klenk et al. 2002) tandis que chez d'autres virus une 

interaction entre la N et la G est observée (Iwasaki, Takeda et al. 2009). D’autre part la 

protéine M est essentielle pour l’assemblage et le bourgeonnement de nouvelles particules 

virales dans la cellule hôte. Dans certains cas, il a été démontré que l’expression 

cytoplasmique de cette protéine en absence d'autres protéines virales conduit à l’assemblage 

de particules ressemblantes à des virus – des VLPs (Virus-like Particles) (Ciancanelli and 

Basler 2006; Pohl, Duprex et al. 2007).  

 

Figure 9 : Structures des protéines de matrice de différents MNV (figure d’après (Assenberg, Delmas et al. 

2010)). De gauche à droite : Les structures des protéines de matrice des virus Ebola (VP40, Filoviridae, PDB : 

1ES6), Borna (Bornaviridae, PDB : 3F1J), VSV et Lagos Bat (Rhabdoviridae, PDB : 1LG7 et 2W2R 

respectivement). Les structures sont colorées du bleu (N-terminal) au rouge (C-terminal). 

 

Chez les Rhabdoviridae, la protéine M serait également impliquée dans la régulation de 

différent processus, notamment de la balance entre les activités de transcription et de 

réplication (Finke, Mueller-Waldeck et al. 2003), du bourgeonnement (Harty, Paragas et al. 

1999), de la modulation de la traduction et de l’apoptose de la cellule hôte (von Kobbe, van 
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Deursen et al. 2000; Finke and Conzelmann 2005; Komarova, Real et al. 2007) (voir plus 

loin).  

La structure de la M de plusieurs MNVs est connue (Figure 9). Elle consiste en un ou 

deux domaines de repliement similaires en sandwich de brins bêta avec une des faces chargée 

positivement ce qui facilite l'interaction avec les têtes polaires des lipides de la membrane 

cellulaire.  

 

7. Machinerie de transcription/réplication et son fonctionnement 

La réplication se déroule exclusivement dans le cytoplasme (Lamb and Parks 2007; 

Lyles and Rupprecht 2007) et conduit à la formation d’inclusions cytoplasmiques (Carlos, 

Young et al. 2009; Lahaye, Vidy et al. 2009; Heinrich, Cureton et al. 2010). Cependant, 

certains Rhabdoviridae de plantes se répliqueraient en partie dans le noyau (Goodin, 

Chakrabarty et al. 2007) et les Bornaviridae, dont les particularités structurales ne sont pas 

traitées ici, ont un cycle nucléaire (Lipkin and Briese 2007).  

7.1. Machinerie moléculaire 

La machinerie responsable de la transcription et de la réplication est un complexe 

ribonucléoprotéique (RiboNucléoProtéine, RNP) qui comprend l'ARN viral et les protéines L, 

P et N auxquelles s’ajoutent les protéines M2-1 et M2-2 des Pneumovirinae ou la protéine 

VP30 des Filoviridae. Ce complexe constitue le module infectieux minimal capable de 

produire de nouveaux virions à l’intérieur d’une cellule hôte (Figure 4) (Szilagyi and 

Uryvayev 1973). Au sein de ce complexe, l’ARN est encapsidé par un homopolymère non 

covalent de N parfaitement régulier couvrant le génome sur son intégralité. A l’entrée dans le 

cytoplasme, le complexe N-ARN, associé à des protéines P isolées indispensables à l’activité 

polymérase, sert de matrice pour le complexe polymérasique L/P ayant seulement une activité 

transcriptase (Kolakofsky, Le Mercier et al. 2004; Lamb and Parks 2007; Lyles and 

Rupprecht 2007). En effet, l’ARN génomique ou antigénomique nu et isolé n’est pas 

infectieux car il ne peut être ni transcrit ni traduit (Huang and Wagner 1966; Emerson and Yu 

1975; Morin, Rahmeh et al. 2012). In vitro, sur un ARN nu, la protéine L purifiée est capable 

d’amorcer la synthèse d’un ARN complémentaire sur une longueur de quelques dizaines de 

nucléotides, alors que le cofacteur P et l’ARN sous forme encapsidé par de la N polymérique 

sont requis pour transcrire et répliquer le génome entier (Morin, Rahmeh et al. 2012; Morin 

and Whelan 2012; Rahmeh, Morin et al. 2012). 
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7.2. Transcriptase et transcription 

Le promoteur transcriptionnel des MNVs est situé à l’extrémité 3’ du génome en 

chevauchant le début du premier gène (Kolakofsky, Le Mercier et al. 2004; Lamb and Parks 

2007; Lyles and Rupprecht 2007). In vitro, la polymérase des Rhabdoviridae et des 

Paramyxoviridae initie la transcription à l’extrémité 3’ du génome et transcrit un cours 

fragment d’ARN non-maturé correspondant à la région non-traduite « Leader ». Elle initie 

ensuite la transcription du premier gène et transcrits les gènes séquentiellement dans l’ordre 

N, P, M, G et L par un mécanisme d’arrêt/démarrage, produisant des ARNs messagers 

(ARNm) coiffés et polyadénylés et donc traduisibles par la machinerie cellulaire (Barr and 

Wertz 2001; Ogino and Banerjee 2011). In vivo, certains arguments expérimentaux suggèrent 

qu’elle puisse initier la synthèse d’ARN au début du gène N (Whelan and Wertz 2002). Dans 

ce cas, la polymérase éviterait la synthèse de l’ARN « Leader » et balayerait (« scan ») l’ARN 

jusqu’à trouver le signal d’initiation du premier gène. Lorsqu’elle atteint la première région 

intergénique et rencontre un signal de fin de gène, la polymérase fait une pause. Puis, suite à 

un balayage en aval - ou même amont pour certains gènes de Filoviridae et de Pneumoviridae 

ayant leur GS (gene start) en amont du GE (gene end) du gène qui le précède - sur au 

maximum une centaine de nucléotides, elle reconnait le signal d’initiation GS du gène suivant 

et initie sa transcription (Kolakofsky, Le Mercier et al. 2004; Plattet, Strahle et al. 2007). La 

ré-initiation échoue dans une proportion variable selon les séquences intergéniques et la 

transcriptase devient inactive (Figure 10). Des arguments cinétiques en cellules infectées 

indiquent que cette inactivité est transitoire jusqu’à ce que la transcriptase se réamorce en 

retrouvant l’unique promoteur transcriptionnel à l’extrémité 3’ du génome. Y-a-t-il migration 

non productive de la polymérase le long de la NC ou bien détachement puis ré-attachement à 

distance à l’extrémité 3’ du génome ? Aucune donnée expérimentale ne permet de trancher 

(Plumet, Duprex et al. 2005).  

Ce mécanisme de régulation, bien caractérisé chez plusieurs virus, en particulier VSV 

et SeV, se répète à chaque région intergénique et conduit à un gradient d’abondance des 

ARNm de chacun des gènes décroissant avec l’éloignement de l’extrémité 3’ du génome en 

relation avec les besoins en protéines pour l’assemblage de nouvelles particules virales 

(Figure 10). L’ARNm codant pour la nucléoprotéine, dont le gène correspondant occupe la 

première place du génome, est produit de manière plus abondante que celui du deuxième gène 

qui est lui-même produit de manière plus abondante que celui du troisième gène et ainsi de 

suite. La nucléoprotéine, qui permet d’encapsider les antigénomes intermédiaires et les 
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nouveaux génomes, est la protéine virale qui doit être produite en plus grande quantité. Par 

contraste, la RdRp, dont le gène se situe à l’extrémité 5’, doit être produite en moins grande 

proportion, puisque seulement quelques dizaines de copies sont incorporées dans chaque 

virion. Les ARNm ne sont pas encapsidés par la nucléoprotéine, mais ils sont coiffés et 

polyadénylés au moment de leur synthèse par la polymérase virale de sorte qu’ils sont 

confondus avec les ARNm cellulaires et sont donc reconnus et traduits par la machinerie de 

traduction cellulaire (Figure 10).  

7.3. Réplicase et réplication 

La complétion de la phase de transcription primaire conditionne le démarrage de la 

réplication. Dans cette seconde phase, la polymérase reconnait le promoteur de réplication sis 

dans la région leader en amont du promoteur de transcription et elle synthétise une copie 

complémentaire complète du génome, appelée antigénome en ignorant les signaux de début et 

de fin de gène (Kolakofsky, Le Mercier et al. 2004). Puis, l’antigénome sert à son tour de 

matrice pour la synthèse de nouvelles copies du génome à partir du promoteur antigénomique 

sis dans la région trailer. Dans une cellule infectée, et malgré leur complémentarité parfaite, 

les ARNs génomique et antigénomique ne forment pas d’ARN double brin, car ils sont 

toujours étroitement encapsidés sous forme d’ARN simple brin par un homopolymère 

ininterrompu de N formant la nucléocapside (NC). En effet, la réplication se distingue de la 

transcription par l’encapsidation concomitante de l’ARN génomique (ou antigénomique) 

naissant grâce à l’assemblage de monomères de N, reconstituant ainsi le complexe N-ARN 

qui sert de matrice pour la polymérase. Ainsi, la réplication du génome nécessite la 

production continue de nouvelles molécules de N (Kolakofsky, Le Mercier et al. 2004). En 

vertu de son rôle cardinal dans l'encapsidation du génome, N est la protéine virale la plus 

abondante. La disponibilité de quantités suffisantes de molécules de N contrôlerait le 

basculement entre la transcription et la réplication (Kolakofsky, Le Mercier et al. 2004; 

Plumet, Duprex et al. 2005). Ainsi, dans les cellules infectées par les MNV, la protéine N 

existe soit sous forme monomérique soluble (appelée N
0
) soit sous forme polymérique 

complexée à l’ARN viral (N-ARN). Comme la protéine N a une forte affinité pour l’ARN et 

une forte propension à s’auto-assembler, la production de N monomérique nécessite, dès sa 

biosynthèse, l’intervention d’un chaperon, la protéine P. En s'associant à N
0
 sous la forme du 

complexe soluble N
0
-P, elle empêche l’interaction de N avec un ARN cellulaire et son auto-

assemblage illégitime. Le complexe N
0
-P sert de substrat d'encapsidation des ARN 

génomiques et antigénomiques durant la réplication (voir pour revue (Lamb and Parks 2007; 
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Figure 10 : Schéma de la transcription chez 

les MNV ; exemple des Rhabdoviridae. 

(figure d’après (Barr, Whelan et al. 2002) avec 

modifications). De 3’ vers 5’ la région leader 

(le) et les gènes codant pour la nucléoprotéine 

(N), la phosphoprotéine (P), la protéine de 

matrice (M), la glycoprotéine (G), la 

polymérase virale (L) et la région trailer (tr). 

L’abondance relative des produits de la 

transcription, le leader et les 5 ARNm maturés 

et polyadénylés sont indiqués. Les ARNm 

viraux ne sont pas encapsidés par la N. 

Lyles and Rupprecht 2007) et références citées). La décision de produire des ARNm ou des 

génomes entiers doit donc être prise au moment de la synthèse de l’ARN complémentaire du 

« leader » et implique a priori la participation de la protéine N selon des mécanismes non 

élucidés. Chez RSV, le basculement entre les activités de transcription et de réplication 

impliquerait également la protéine M2-2. Chez les Rhabdoviridae la phosphorylation de P 

(VSV) ou de N (RAV) jouerait ce rôle (Pattnaik, Hwang et al. 1997; Toriumi, Eriguchi et al. 

2004). 

 

 

8. Organisation structurale des nucléocapsides 

8.1. Structure de l’homopolymère nucléoprotéique  

L’ARN génomique des MNV est encapsidé par la nucléoprotéine sous la forme d’une 

nucléocapside hélicoïdale et le même complexe N-ARN sert de matrice à la fois pour la 

transcription et pour la réplication. Dans ces complexes, l’ARN est fortement lié à la N, 

résistant à la centrifugation en gradient de CsCl à froid (Lynch and Kolakofsky 1978). La 

fixation de N permet à la fois de maintenir l’ARN viral dans une forme simple brin, évitant la 

formation d’ARN double brin qui constituerait un MAMP (Microbe Associated Molecular 

Pattern) reconnu par les récepteurs de l’immunité innée (Chen, Short et al. 2010), et de 

protéger l’ARN viral contre les nucléases et les ARN interférant (Iseni, Baudin et al. 2000; 

Bitko, Musiyenko et al. 2005). En microscopie électronique, les nucléocapsides de MNV, 

extraites de virus ou de cellules infectées ou exprimées sous forme recombinante, apparaissent 

comme de longues hélices irrégulières. Les nucléocapsides de Rhabdoviridae sont très 

souples et ressemblent à un câble de combiné téléphonique surenroulé. Celles des 

Paramyxoviridae forment des tubes creux avec une morphologie plus régulière en forme d’épi 
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(Albertini, Schoehn et al. 2005) (Figure 11). L’apparence striée de ces structures vues en 

microscopie électronique correspond à l’arrangement côte-à-côte des nucléoprotéines le long 

de l’ARN. 

 

Figure 11: Les nucléocapsides (NC) des MNV (figure d’après Blocquel, D. et al. Virologie E). Images de 

microscopie électronique en coloration négative. A) NC virales du virus de la Rage (Rav). B) NC virales du 

virus de la stomatite vésiculaire (VSV). C) NC recombinantes du virus respiratoire syncytial (RSV). D) NC du 

virus de la rougeole (MeV) dans différents colorants ; NC intactes (gauche) et trypsinées (droite).  

 

La nucléocapside peut adopter différentes conformations plus ou moins compactes 

caractérisées par différents pas d'hélice (Egelman, Wu et al. 1989; Schoehn, Iseni et al. 2001; 

Bhella, Ralph et al. 2002; Bhella, Ralph et al. 2004; Schoehn, Mavrakis et al. 2004). Dans la 

conformation la plus étendue de la nucléocapside du SeV (pas hélical de 37.5 nm contre 5.3 

nm pour la forme la plus compacte), l'ARN viral est probablement plus accessible à la 

polymérase. Il est tentant d'imaginer qu'un tel phénomène de "désenroulement" pourrait 

intervenir au moment de la synthèse d'ARN pour permettre à la polymérase d’accéder à 

l'ARN génomique enfoui entre les mâchoires des protomères de N. 

Chez les MNV, chaque monomère de N interagit avec un nombre précis de 

nucléotides, caractéristique de chaque famille : 6 pour les Paramyxovirinae (Calain and Roux 

1993), 7 pour les Pneumovirinae (Tawar, Duquerroy et al. 2009), 9 pour les Rhabdoviridae 

(Thomas, Newcomb et al. 1985; Iseni, Barge et al. 1998) et entre 12 et 15 pour les Filoviridae 
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(voir (Albertini, Schoehn et al. 2005) et références citées). Ainsi, la longueur du génome des 

Paramyxovirinae obéit à une "règle de six" stricte selon laquelle le génome doit être constitué 

d’un multiple entier de six nucléotides pour assurer une réplication efficace (Roux 2005). 

Cependant, même si chez les Rhabdoviridae, le nombre de molécules de N dans le virion 

correspond approximativement aussi au nombre théorique nécessaire pour couvrir le génome 

entier (Thomas, Newcomb et al. 1985), les génomes des Pneumovirinae et des Rhabdoviridae 

n’ont pas nécessairement une longueur multiple exact du nombre de nucléotides couvert par 

un protomère de leur N.  

Dans les cellules infectées, N se fixe exclusivement sur l’ARN génomique viral. 

Cependant, exprimées isolément en bactéries ou en cellules eucaryotes, les N des 

Rhabdoviridae et des Paramyxoviridae s’auto-assemblent sur des ARNs cellulaires formant 

des structures nucléocapsidiques de taille hétérogène mais de forme identique à celles 

contenant l’ARN viral (Spehner, Kirn et al. 1991; Warnes, Fooks et al. 1995; Iseni, Barge et 

al. 1998; Green, Macpherson et al. 2000; Schoehn, Iseni et al. 2001; Bhella, Ralph et al. 2002; 

Tan, Ong et al. 2004; Kerdiles, Cherif et al. 2006; Albertini, Schoehn et al. 2008). Fort 

opportunément, la N de certains virus forme également des anneaux composés d’un petit 

nombre de protomères de N, de 9 à 13 chez RaV avec majorité d’anneaux à 10 sous-unités 

(Iseni, Barge et al. 1998; Albertini, Wernimont et al. 2006; Albertini, Clapier et al. 2007), 

essentiellement des anneaux de 10 protomères pour VSV (Green and Luo 2006; Green, Zhang 

et al. 2006) et 10 ou 11 protomères pour RSV (Tawar, Duquerroy et al. 2009). Chez les 

Rhabdoviridae, ces anneaux ont un diamètre et un nombre de sous-unités comparables au 

premier tour de l’extrémité conique des particules virales (Albertini, Wernimont et al. 2006; 

Ge, Tsao et al. 2010; Ivanov, Yabukarski et al. 2011; Desfosses, Ribeiro et al. 2013) et chez 

RSV, ils ont le même diamètre et le même nombre de sous-unités que les nucléocapsides 

hélicoïdales, suggérant qu’un anneau correspond à un tour d’hélice refermé sur lui-même par 

des interactions N-N (Tawar, Duquerroy et al. 2009). En revanche, la N des Paramyxovirinae 

ne semble pas former d’anneaux (Bhella, Ralph et al. 2002).  

Des anneaux homogènes en taille de RaV, VSV et RSV ont été cristallisés, révélant 

ainsi les détails de la structure polymérique de N et des interactions entre N et l’ARN 

(Albertini, Wernimont et al. 2006; Green, Zhang et al. 2006; Tawar, Duquerroy et al. 2009) 

(Figure 12). La protéine N des Rhabdoviridae et des Pneumovirinae possède deux domaines 

globulaires, un domaine N-terminal (NNTD) et un domaine C-terminal (NCTD) qui sont 

connectés entre eux par une région charnière. La molécule d’ARN est fixée dans un sillon 
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délimité par l’interface entre les deux domaines qui semblent agir comme les mâchoires d’une 

pince emprisonnant entièrement la molécule d’ARN (Figure 12).  

 

Figure 12: Comparaison de l’organisation et la structure de la nucléoprotéine et des anneaux de RaV et 

RSV (figures d’après (Tawar, Duquerroy et al. 2009) et Blocquel, D. et al. Virologie E 2012) Schéma de 

l’organisation des domaines et sous-domaines de A) RaV et B) RSV. La structure de la N de C) RaV et F) RSV 

représentée en cartoon. Les anneaux de D) et E) RaV et G) et H) RSV vue du haut et du côté respectivement. Le 

même code couleur est utilisé pour les figures A, C, D et E et B, F,G et H respectivement. Dans figure F) les 

résidus de la N qui interagissent avec la partie C-terminale de la P sont colorés en violet. 

 

La région de N en contact avec l’ARN est riche en résidus basiques dont certains sont 

conservés au sein des différentes familles (Luo, Green et al. 2007; Ivanov, Yabukarski et al. 

2011; Ruigrok, Crepin et al. 2011), et la fixation de l’ARN implique la formation de ponts 

salins entre les résidus chargés positivement de la protéine et les groupes phosphates chargé 

négativement du squelette de l’ARN (Albertini, Wernimont et al. 2006; Green, Zhang et al. 

2006; Tawar, Duquerroy et al. 2009). Ces structures ont confirmés la fixation de 9 nucléotides 
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Figure 13 : Comparaison des 

structures des nucléoprotéines de 

VSV e RaV (figure d’après (Luo, 

Green et al. 2007)). Les structures  

de la nucléoprotéine de VSV (PDB 

code : 2GIC) et RaV (PDB code : 

2GTT) sont superposées. Pour VSV 

N le domaine N-terminal est coloré 

en vert et le domaine C-terminale 

en jaune et les hélices sont 

numérotées. RaV N est coloré en 

gris et les différences structurales 

en rouge. 

par les protéines N de RaV et VSV et de 7 nucléotides par la protéine de RSV. Il faut noter 

que les N de VSV et RaV possèdent des structures très similaires malgré une faible identité de 

séquence d’environ 15% (Figure 13). Néanmoins les résidus responsables de l’interaction 

avec l’ARN sont très conservés. La fixation par N protège essentiellement le squelette sucre-

phosphate de l’ARN, expliquant la résistance aux nucléases, et laisse certaines bases 

accessibles au solvant (Iseni, Baudin et al. 2000). Chez les Rhabdoviridae, sur les 9 

nucléotides fixés à chaque protomère de N, les bases des nucléotides (nt) 3, 4 et 6 sont 

enfouies dans la protéine. Les autres sont exposées au solvant (Albertini, Wernimont et al. 

2006; Green, Zhang et al. 2006), avec celles des nt 7, 8 et 9 empilées avec les bases 1 et 2 des 

nt fixés par le protomère aval. La base du nt 5 est libre.  

 

Chez RSV, l’organisation est similaire avec les bases des nt 2, 3 et 4 enfouies dans la protéine 

et celles des nt 5, 6 et 7 empilées avec la base 1 fixée sur le protomère aval (Tawar, 

Duquerroy et al. 2009). La modélisation de la structure atomique de N de RSV dans la carte 

de densité de cryo-microscopie électronique de MeV (Figure 14) prédit comme attendu une 

organisation similaire avec toutefois six nucléotides par protomère de N (Desfosses, Goret et 

al. 2011). Les bases orientées vers l’extérieur de la structure pourraient constituer des signaux, 

notamment pour l’encapsidation ou la polymérase virale, même si les analyses de séquences 

ne sont pas en faveur d’un tel schéma. Ces structures suggèrent que N doive s’ouvrir au 
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passage de la polymérase de manière à rendre l’ARN accessible (Albertini, Wernimont et al. 

2006). L’ARN peut être déplacé ou échangé de N sans affecter la structure polymérique à 

37°C et au-delà (Green, Rowse et al. 2011). La formation de l’homopolymère de N ne 

nécessite pas la présence d’ARN comme le montre la structure du mutant S290W qui est 

dépourvue d’ARN (Zhang, Green et al. 2008). Donc, cela est compatible avec une persistance 

de la forme polymérique de N lors du passage de la polymérase et à une ré-encapsidation 

consécutive du brin d’ARN ayant servi de matrice.  

 

Outre les deux domaines globulaires, les protéines N de MNV possèdent un sous-

domaine N-terminal, appelé le bras N-termina (NNTA), et un sous-domaine C-terminal, appelé 

le bras C-terminal (NCTA), qui se structurent partiellement ou entièrement dans le contexte du 

polymère de N (Figures 12, 13, 15). NNTA et NCTA assurent l’assemblage et la cohésion du 

polymère de N par des contacts avec les protomères amont et aval adjacents. Chez les 

Rhabdoviridae, NCTA consiste en une boucle plus ou moins longue et plus ou moins flexible 

située à l’intérieur du domaine C-terminal (Figures 12, 13, 15). Chez la N de RaV, une 

Figure 14: La nucléocapside (NC) du virus de la 

rougeole (MeV). A) Reconstruction de la NC du 

MeV en microscopie électronique, colorée en vert, 

dans laquelle trois protomères de la nucléoprotéine 

issus des anneaux de RSV sont superposés (d’après 

(Desfosses, Goret et al. 2011)). L’ARN est coloré en 

bleu. B) Modèle d’un tour de la NC de MeV. Dans 

cette modélisation le corps de la nucléoprotéine 

correspond à la structure de la nucléoprotéine de 

RSV (vert et jaune) tandis que le NTAIL (en rouge) est 

modélisé grâce aux données de RMN (d’après 

(Jensen, Communie et al. 2011)). 
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grande partie de cette boucle n’est pas visible dans la structure cristallographique du 

complexe N-ARN indiquant une grande flexibilité. Chez VSV, la boucle NCTA est plus courte 

et apparait entièrement structurée dans certains protomères. Des mutations perturbant 

l’agencement de cette boucle accroissent la réplication sans modifier la transcription 

(Harouaka and Wertz 2009). Le bras NCTA du protomère NM+1 se fixe sur le domaine C-

terminal du protomère aval NM  et le bras NNTA du protomère NM-1  se fixe sur le domaine C-

terminal du protomère amont NM. Ainsi le bras NCTA du protomère NM+1 et le bras NNTA du 

protomère NM-1  sont en contact sur la surface du NCTD du protomère NM  (Figures 12 et 15). 

La mutation F348A prédite pour rompre ce contact entre bras NNTA et NCTA contigus abolit 

sélectivement la transcription sans affecter la réplication (Harouaka and Wertz 2009). Ainsi 

donc, les contacts à distance entre protomères de N semblent mis en jeu de manière 

différentielle lors des étapes de transcription et de réplication. Dans les anneaux de RSV 

(Pneumovirinae), le bras NNTA se fixe d’une manière comparable à celle observée chez les 

Rhabdoviridae, mais le bras NCTA reste localisé à proximité du NCTD, bien que les 12 à 20 

derniers résidus C-terminaux soient désordonnés dans la structure cristallographique (Figures 

12, 15).  

 

Figure 15: Les sous-domaines de la nucléoprotéine responsables de son oligomérisation. A) Rav et B) RSV. 

Dans les anneaux le sous-domaine N-terminal (NNTA) du protomère M-1 et le sous domaine C-terminal (NCTA) 

du protomère M+1 se fixent sur le domaine C-terminal (NCTD) du protomère M. Le protomère M-1 est coloré en 

vert et le protomère M+1 est coloré en rouge. Pour RaV les sous domaines N-terminal de protomère M-1 et C-

terminal du protomère M+1 sont en contact entre eux à la surface de protomère M (figure à gauche d’après 

(Albertini, Wernimont et al. 2006) avec modifications; figure à droite code PDB 2WJ8). 

 

A côté du rôle joué par les bras NNTA et NCTA, les NCTD adjacents participent à la cohésion du 

polymère N-ARN grâce à une surface d’interaction de type mixte associant des contacts 

hydrophobes et polaires. Par contre, les NNTD n’interagissent pas, d’où une certaine souplesse 

dans le positionnement des sous-unités N les unes par rapport aux autres (Albertini, 
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Wernimont et al. 2006; Green, Zhang et al. 2006). Chez RSV, les interfaces entre NNTD et 

NCTD adjacentes sont très hydratées et n’impliquent que des contacts de van der Waals 

intermittents (Tawar, Duquerroy et al. 2009). Les interactions limitées aux interfaces entre 

NCTD chez RaV et VSV ou très lâches entre les protomères de N chez RSV autorisent par 

conséquent des grandes variations des pas d’hélice et des tors des nucléocapsides comme 

observé en microscopie électronique (Schoehn, Iseni et al. 2001; Bhella, Ralph et al. 2004; 

Albertini, Clapier et al. 2007). 

Une différence majeure entre la structure de la nucléocapside des Rhabdoviridae et 

celle des Paramyxoviridae (Figure 12) réside dans le positionnement de la molécule d’ARN. 

Dans la structure cristallographique des anneaux de RaV (Albertini, Wernimont et al. 2006) et 

de VSV (Green, Zhang et al. 2006), l’ARN se situe sur la face concave du complexe à 

l’intérieur de l’anneau, alors que dans celle des anneaux du RSV (Figure 12) (Tawar, 

Duquerroy et al. 2009) et dans la reconstruction par cryo-microscopie électronique de la 

nucléocapside du MeV (Figure 14) (Desfosses, Goret et al. 2011), l’ARN est situé sur la face 

convexe à l’extérieur de l’anneau. Ces structures suggèrent donc a priori une organisation 

différente de la nucléocapside, bien que l’on ne puisse exclure chez l’un des groupes une 

possible inversion de conformation au moment du passage du complexe polymérasique. Un 

tel scénario est cependant peu plausible compte tenu des contraintes structurales. 

Une autre différence réside dans l’organisation de N et notamment de la partie C-

terminale de N qui participe à la fixation de la P sur la forme polymérique N-ARN. Chez les 

Rhabdoviridae, hormis le bras NCTA, la N est parfaitement structurée (Schoehn, Iseni et al. 

2001; Albertini, Wernimont et al. 2006), alors que chez les Paramyxovirinae, la 

nucléoprotéine est constituée de deux parties : la partie N-terminale, dénommée NCORE, 

(approximativement résidus 1 à 400 chez MeV, SeV, et chez les Henipavirus) est prédite 

structurée en deux domaines NNTD et NCTD responsables de l'auto-assemblage et de la liaison à 

l'ARN (Buchholz, Spehner et al. 1993; Curran, Homann et al. 1993; Bankamp, Horikami et al. 

1996; Liston, Batal et al. 1997; Myers, Pieters et al. 1997; Myers, Smallwood et al. 1999; 

Karlin, Longhi et al. 2002; Kingston, Hamel et al. 2004), et la partie C-terminale, dénommée 

NTAIL (résidus 401 à 525 pour MeV, 401 à 524 pour SeV et 400 à 532 pour les Henipavirus), 

est désordonnée et fixe P. Chez les Pneumovirinae, l’appendice C-terminal est court (16 

résidus) et n’intervient pas dans la fixation de P (Galloux, Tarus et al. 2012). 
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8.2. Structure désordonnée de l’appendice NTAIL des Paramyxovirinae 

NTAIL des Paramyxovirinae présente les caractéristiques typiques de régions 

désordonnées, à savoir : (i) une hyper-sensibilité à la protéolyse (Karlin, Longhi et al. 2002; 

Habchi, Blangy et al. 2011), (ii) une variabilité de séquence au sein des membres 

phylogénétiquement proches (Habchi, Mamelli et al. 2010), (iii) un biais compositionnel en 

acides aminés (Karlin, Ferron et al. 2003; Longhi, Receveur-Brechot et al. 2003; Bourhis, 

Johansson et al. 2004; Habchi, Mamelli et al. 2010) avec notamment une richesse en résidus 

promoteurs de désordre et une pauvreté en résidus promoteurs d'ordre, (iv) l'impossibilité à 

être visualisé en microscopie électronique (Bhella, Ralph et al. 2004). D’après des approches 

hydrodynamiques et spectroscopiques, la nature désordonnée des domaines NTAIL isolés est 

confirmée, bien qu’ils ne soient pas complètement étendus en solution et qu’ils conservent 

une certaine compacité résiduelle associée à un certain degré de structure secondaire 

fluctuante (Longhi, Receveur-Brechot et al. 2003; Bourhis, Johansson et al. 2004; Houben, 

Marion et al. 2007; Habchi, Mamelli et al. 2010).  

D’après des reconstructions par microscopie électronique (Bhella, Ralph et al. 2004; 

Schoehn, Mavrakis et al. 2004), l’élimination de la région NTAIL partiellement exposée à la 

surface de la nucléocapside (Heggeness, Scheid et al. 1980; Heggeness, Scheid et al. 1981; 

Karlin, Longhi et al. 2002), conduit à une augmentation de la rigidité de la nucléocapside 

(Figure 11D) avec des changements significatifs dans le pas de l’hélice et dans le tors 

(Longhi, Receveur-Brechot et al. 2003; Bhella, Ralph et al. 2004; Schoehn, Mavrakis et al. 

2004; Desfosses, Goret et al. 2011). Bien que les domaines NTAIL désordonnés ne soient pas 

résolus dans la reconstruction de la nucléocapside N-ARN du MeV, l’origine de l’appendice 

NTAIL désordonné est positionné à l’intérieur de la nucléocapside (Figure 14A) (Desfosses, 

Goret et al. 2011). L’analyse par RMN combinée à la diffusion de rayons X aux petits angles 

(SAXS) a confirmé que NTAIL de MeV reste désordonné in situ dans le contexte des 

nucléocapsides intactes, d’où la proposition d’un modèle de l’organisation de NTAIL dans la 

nucléocapside (Ringkjøbing Jensen, Communie et al. 2011). La région NTAIL conserve sa 

flexibilité au sein des nucléocapsides intactes, à l'exception des 50 premiers acides aminés de 

NTAIL qui sont conformationnellement restreints (Figure 14B).  

La région NTAIL comprend un ou plusieurs éléments de reconnaissance moléculaires 

ou MoREs (Molecular Recognition Elements), qui sont de courtes régions au sein d'une 

région désordonnée ayant une propension à former des structures secondaires et à subir un 

repliement induit lors de la fixation à un partenaire (Garner, Romero et al. 1999). Pour 
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différents paramyxovirus, un MoRE constitué d’hélices  transitoires (-MoRE) et impliqué 

dans l'interaction avec le domaine C-terminal X de P (domaine PX ou encore PXD) et dans le 

repliement -hélical de NTAIL a été localisé (Bourhis, Johansson et al. 2004) (Habchi, Blangy 

et al. 2011; Blocquel, Habchi et al. 2012). Cet -MoRE est partiellement pré-configuré en 

solution en l'absence de PXD (Morin, Bourhis et al. 2006; Belle, Rouger et al. 2008; Gely, 

Lowry et al. 2010) (Martinho, Habchi et al. 2012). D’après des approches quantitatives 

combinant des mesures de couplages résiduels dipolaires et des méthodes d'optimisation 

d'ensembles (Ringkjøbing Jensen, Communie et al. 2011), cette région existe en tant 

qu'ensemble conformationnel comprenant une forme étendue et quatre conformères hélicaux 

de différentes longueurs.  

 

9. La polymérase virale 

La polymérase virale est constituée de deux sous-unités, une grande sous-unité appelée 

protéine L (Large) qui porte différentes activités catalytiques et une petite sous-unité non-

catalytique, la phosphoprotéine (P), qui assure la fixation de la polymérase sur la matrice N-

ARN. La synthèse de longs ARN complémentaires nécessite que l’ARN soit encapsidé par un 

homopolymère de nucléoprotéine. Toutefois, chez VSV il a été récemment montré, que la L 

seule peut utiliser de l’ARN nu comme matrice et synthétiser de très courts brins d’ARN 

complémentaires et que la présence de P favorise l’initiation de la synthèse d’ARN et 

augmente la processivité de la L (Morin, Rahmeh et al. 2012; Rahmeh, Morin et al. 2012). 

Ces effets seraient liés à un changement de conformation de la L induit par la P qui conduirait 

à la dimérisation de la polymérase (Rahmeh, Morin et al. 2012). La région de la P, 

responsable de cette réorganisation de la L, réside dans la partie N terminale, entre les aa 40 à 

106. Ainsi, en plus de son rôle d’amener la L sur sa matrice N-ARN, la P jouerait un 

deuxième rôle de facteur de processivité. Chez RaV, il a été démontré par des tests de co-

immunoprécipitation que la même région N-terminale de P interagit avec la L (Chenik, 

Schnell et al. 1998). 

9.1. Architecture de la protéine L 

L est une grande protéine d’environ 2.200 acides aminés (~250 kDa), dans laquelle six 

régions conservées ont été identifiées (RC I à VI) (Poch, Blumberg et al. 1990). La protéine L 

est une protéine multienzymatique qui possède les différentes activités catalytiques 
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Figure 16: Architecture moléculaire de 

la polymérase (L) de VSV. A) Les 

domaine de I a VI représentent les  

régions conservées. B) Organisation de la 

L en anneau contenant l’activité 

polymérase et trois appendices flexibles 

responsables de la formation de coiffe 

maturée. C) Réorganisation moléculaire 

de la L après interaction avec la 

phosphoprotéine (P). La L prend la forme 

du nombre six et également observé 

comme monomère ou dimère (d’après 

(Rahmeh, Schenk et al. 2010)).  

nécessaires pour la synthèse de nouvelles copies du génome et pour la synthèse d’ARNm et 

leur maturation avec synthèse et méthylation de la coiffe à leur extrémité 5’ et 

polyadénylation de leur extrémité 3’. Certaines fonctions ont pu être cartographiées dans la 

séquence en acides aminés. La région conservée III (RC III) comprend la triade catalytique 

GDNQ responsable de la coordination d’un ou deux ions divalents essentiels pour l’activité 

polymérasique. Chez les Henipavirus cette séquence est GDNE (Harcourt, Tamin et al. 2001). 

Chez VSV, la substitution de l’aspartate central résulte en l’inactivation de la polymérase 

(Sleat and Banerjee 1993). Cette région est aussi nécessaire pour la polyadénylation des 

ARNm, qui résulte d’un mécanisme itératif dans lequel la polymérase « dérape » sur une 

courte séquence poly-U à l’extrémité 5’ terminale de chaque gène ((Morin and Whelan 2012) 

pour revue). Les régions V et VI sont responsables de la formation et de la méthylation de la 

coiffe. Chez RaV la partie C-terminale de la L serait responsable de l’interaction avec le 

cofacteur P (Chenik, Schnell et al. 1998). 

 

Les images de microscopie électronique ont montré que la L de VSV est constitué 

d’un domaine en forme d’anneau de diamètre externe de 9-10 nm, correspondant aux RC I à 

IV, et de trois appendices globulaires de diamètre allant de 4.5 à 5.0 nm, correspondant aux 

RC V et VI. Ces appendices globulaires semblent être accrochés à l’anneau, mais occupent 

des positions variables dans les différentes particules isolées de L (Figure 16) (Rahmeh, 

Schenk et al. 2010). Par homologie avec d’autres polymérases, l’anneau pourrait être impliqué 

dans le guidage de l’ARN matrice, toutefois ces dimensions ne sont pas compatibles avec le 

passage de l’ARN couvert par la nucléoprotéine, suggérant que, durant la synthèse, la protéine 

doit se décrocher de l’ARN. In vitro, l’addition de P induit un changement de conformation de 

la L de VSV et conduit à une dimérisation partielle qui pourrait être la forme fonctionnelle de 

l’enzyme (Rahmeh, Schenk et al. 2010; Rahmeh, Morin et al. 2012), comme semble être le 
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cas également chez les Paramyxoviridae (Smallwood, Cevik et al. 2002; Smallwood and 

Moyer 2004). 

9.2. Mécanismes de formation de la coiffe et de polyadénylation 

Afin d’être pris en charge par la machinerie cellulaire de traduction, les ARNm viraux 

doivent posséder une coiffe de type m7GpppNm. Chez VSV, la coiffe est ajoutée aux ARNm 

naissant par un mécanisme non-conventionnel, différent de celui utilisé par la machinerie de 

la cellule hôte. La synthèse de la coiffe par la machinerie de VSV s’effectue par le transfert 

d’une molécule de guanosine diphosphate (GDP) plutôt que par une molécule de guanosine 

monophosphate (GMP) (Ogino and Banerjee 2007). La protéine virale L reconnait l’extrémité 

5’ d’un ARN dont la séquence correspond à la séquence « gene start » (GS) conservée en 

début de chaque de gène, pppApApcpApG, et lorsque la chaîne d’ARN atteint une longueur 

d’au moins 31 nucléotides, elle catalyse la réaction de transfert de GDP à partir de GTP vers 

l’extrémité 5’ phosphate de l’ARN (GDP:polyribonucleotidyltransferase) en passant par la 

formation d’un intermédiaire covalent avec la chaîne latérale de l’His1227 localisée dans le 

domaine V (Ogino, Yadav et al. 2010). La coiffe est ensuite méthylée en position 2’-O et en 

position N-7 en deux étapes successives par le même site actif du domaine VI de la 

polymérase (Rhodes, Moyer et al. 1974; Rahmeh, Li et al. 2009). 

A la fin de chaque gène, la polymérase rencontre une séquence de terminaison riche en 

uridines (AUACUUUUUUU chez VSV) sur laquelle elle « dérape » de manière itérative, 

produisant la polyadénylation de l’ARN viral (Schubert, Keene et al. 1980; Iverson and Rose 

1981; Lamb and Kolakofsky 2001).  

 

10. La phosphoprotéine est une protéine modulaire oligomérique  

P est une protéine multifonctionnelle essentielle de la machinerie virale. L’existence 

de régions fonctionnelles indépendantes, d’abord proposée d’après le phénotype de mutants 

de délétion (Curran, Pelet et al. 1994; Das, Pattnaik et al. 1997; Bowman, Smallwood et al. 

1999), a été confirmée par la démonstration d’une organisation structurale modulaire 

associant des régions intrinsèquement désordonnées et deux domaines structurés (Karlin, 

Longhi et al. 2002; Karlin, Ferron et al. 2003; Gerard, Ribeiro Ede et al. 2009; Leyrat, Gerard 

et al. 2010; Leyrat, Ribeiro  et al. 2011) (Figure 17). P agit comme un cofacteur non-

catalytique de la polymérase (Emerson and Yu 1975) et comme un chaperon de N
0
 

monomérique (Arnheiter, Davis et al. 1985; Peluso and Moyer 1988; Leyrat, Jensen et al. 
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2011) et de L (Canter and Perrault 1996; Cevik, Holmes et al. 2004). De plus, comme les 

autres protéines dérivées du gène P (V, W, C), elle participe à la régulation de la réplication 

virale et à l’inhibition de la réponse immunitaire innée chez certains MNV (voir ci-dessous). 

La séquence en acides aminés des P de Rhabdoviridae et de Paramyxoviridae n’est pas 

conservées, mais ces protéines sont oligomériques et partagent une organisation modulaire 

similaire avec une distribution des fonctions répartie de manière identique entre les régions 

désordonnées et structurées. En conséquence, la P peut être divisée en deux régions 

distinctes (Figure 17) : une région N-terminale (PNTR), commune chez les Paramyxovirinae à 

P, V et W, et une région C-terminale (PCED), propre à la protéine P. PNTR est globalement 

désordonnée, alors que PCED contient un domaine d’oligomérisation et un domaine C-terminal 

structurés et reliés entre eux par un lien flexible plus ou moins long selon les virus. 

10.1. Présence de régions intrinsèquement désordonnées 

Des prédictions de désordre ont révélé l’organisation modulaire et la présence de 

longues régions intrinsèquement désordonnées chez la P des Paramyxovirinae (Karlin, 

Longhi et al. 2002; Karlin, Ferron et al. 2003), Henipavirus (Habchi, Mamelli et al. 2010), 

Pneumovirinae (Llorente, Garcia-Barreno et al. 2006) et Rhabdoviridae (Ribeiro, Favier et al. 

2008; Gerard, Ribeiro Ede et al. 2009). Cependant, individuellement, ceux-là divergent quant 

à la localisation précise des régions désordonnées dans la séquence. Afin de faciliter 

l’interprétation de ces données, il a été proposé un calcul de score simple, appelé D-score, 

permettant d’intégrer les résultats de multiples prédictions de désordre en une méta-prédiction 

consensus. Ce D-score a permis la localisation correcte des régions désordonnées en accord 

avec les limites des domaines structurés de P antérieurement définies par la résolution de leur 

structure chez RaV et SeV (Ribeiro, Favier et al. 2008; Gerard, Ribeiro Ede et al.) (Figure 

17). De même, la prédiction correcte des domaines PCD de RaV et PCTD de VSV a permis de 

définir les bornes de constructions compatibles avec une purification de qualité et avec la 

détermination de leur structure atomique (Ribeiro, Favier et al. 2008; Ivanov, Crepin et al. 

2010) (Figure 17). De plus, des analyses biophysiques, dont notamment des expériences 

hydrodynamiques de SAXS et de RMN, ont confirmé l’état majoritairement désordonné des 

régions prédites comme telles (Gerard, Ribeiro Ede et al. 2009; Leyrat, Gerard et al. 2010).  

10.2. Présence d’un MoRE dans PNTR  

La partie N-terminale désordonnée, de longueur variable selon le virus, comprend des 

régions de reconnaissance pour différentes protéines virales et cellulaires. Elle comprend 
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notamment un MoRE conservé responsable de l’activité chaperon sur N
0
 qui contient des 

hélices α transitoires (Figure 17) (Leyrat, Jensen et al. 2011). Chez certains virus, cette région 

désordonnée comprend également des sites de phosphorylation qui participeraient à la 

régulation du cycle réplicatif viral (Pattnaik, Hwang et al. 1997). Enfin, chez les 

Rhabdoviridae, cette région comprendrait également un site de fixation à la protéine L 

(Emerson and Schubert 1987; Chenik, Schnell et al. 1998; Castel, Chteoui et al. 2009). 

La caractérisation par RMN et SAXS du peptide correspondant aux 60 premiers 

résidus de P liant N
0
 de VSV confirme son caractère globalement désordonné. Cependant, elle 

montre la présence de deux hélices α dont la structuration alterne continuellement à partir de, 

et vers, des conformations désordonnées de la chaîne peptidique (Leyrat, Jensen et al. 2011). 

D’où l’adoption d’un modèle de cette région sous la forme d’un ensemble de conformères qui 

s’échangent sous l’influence de l’agitation thermique plutôt que sous la forme d’une structure 

unique. Cette représentation structurale d’ensemble rend bien compte des propriétés 

hydrodynamiques du peptide et met en évidence la diversité des conformations de la protéine 

et le volume d’espace qui peut être échantillonné par cette dernière. Cette modélisation révèle 

l’existence d’une distribution bimodale des valeurs du rayon de giration (Rg) suggérant la 

coexistence de deux sous-populations de conformères, les uns compacts, les autres étendus, 

comme observé avec d’autres PIDs (Paz, Zeev-Ben-Mordehai et al. 2008; Boze, Marlin et al. 

2010).  

Dans le cas des Paramyxoviridae, la partie N-terminale de P est en grande partie 

désordonnée (Karlin, Longhi et al. 2002; Habchi, Mamelli et al. 2010), mais deux régions 

prédites ordonnées au sein des premiers 40 résidus des protéines P (appelée Soyuz1 et 

Soyuz2) sont conservées parmi tous les membres de la sous-famille des Paramyxovirinae 

(Karlin and Belshaw 2012) (Figure 17). Chez SeV, comme chez les Rhabdoviridae, la partie 

N-terminale de la P est responsable de l’activité chaperon de la N
0
 (Watanabe, Kawano et al. 

1996). Par extension, on peut spéculer que ces régions N-terminales conservées serait 

impliquées dans la fixation à N
0
 chez tous les Mononegavirales (Karlin and Belshaw 2012).  
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Figure 17: Organisation modulaire de la phosphoprotéine (P) (figure d’après Blocquel, D. et al Virologie E 

avec modifications). Les différents domaines de la P sont annotés comme suit : PCTD est le domaine C-terminal 

d’interaction avec les nucléocapsides. PCD est le domaine central d’oligomérisation. PNTR est la région N-terminal 

dans laquelle se trouve la partie responsable de la formation du complexe N
0
-P. A) RaV PDB : 3L32 (PCD) et 

1VYI (PCTD). B) VSV PDB : 2FQM (PCD) et 2K47(PCTD). C) MuV PDB : 2FYZ (PCD) et 3BBZ (PXD). D) MeV 

PDB : 3ZDO (PCD) et 1OKS (PXD). E) SeV PDB : 1EZJ (PCD) et 1R4G (PXD). 

10.3. Le domaine d’oligomérisation 

P possède un domaine d’oligomérisation appelé PCD (ou encore PMD), dimèrique chez 

les Rhabdoviridae (Gérard, Ribeiro et al. 2007; Ivanov, Crepin et al. 2010) (Figure 17A et B) 

et tétramèrique chez les Paramyxovirinae (Figure 17C, D et E) et les Pneumovirinae 

(Tarbouriech, Curran et al. 2000; Tarbouriech, Curran et al. 2000; Castagne, Barbier et al. 

2004; Llorente, Garcia-Barreno et al. 2006; Communie, Crepin et al. 2013). Le PCD dimèrique 
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des Rhabdoviridae est assez court comme l’indique les structures pour RaV (Ivanov, Crepin 

et al. 2010) et VSV (Ding, Green et al. 2006) (Figure 17A et B). Le PCD tétramèrique de SeV, 

MeV et MuV comprend un faisceau de quatre hélices α parallèles surenroulées (coiled-coil) 

qui semble être conservée au sein des Paramyxovirinae, mais qui est également prédit pour 

les Pneumovirinae. Par contre, dans la structure de SeV, ce faisceau de 4 hélices est complété 

par une collerette (couronne) d’autres hélices α qui semblent stabiliser la partie N-terminale 

du faisceau (Figure 17E) (Tarbouriech, Curran et al. 2000; Tarbouriech, Curran et al. 2000), 

mais est absente chez MeV (Communie, Crepin et al. 2013) et MuV (Cox, Green et al. 2013) 

(Figure 17C et D). L’organisation parallèle ou antiparallèle des chaînes α au sein de 

l’oligomère, le degré d’oligomérisation et les différences structurales ne permettent pas de 

postuler une origine commune pour les PCD des Rhabdoviridae et des Paramyxovirinae. De 

plus, chez les Paramyxovirinae, ce domaine est impliqué dans la fixation de la polymérase L 

(Curran, Pelet et al. 1994; Bowman, Smallwood et al. 1999; Cevik, Holmes et al. 2004).  

10.4. Le domaine C-terminal de fixation à N-ARN 

Chez tous les MNV, la région de fixation au complexe polymérique N-ARN est 

localisée dans la partie C-terminale de P. Celle-ci est constituée soit d’un domaine structuré, 

connecté au domaine central d’oligomérisation par un lien flexible plus ou moins long selon 

les virus (Paramyxovirinae, Rhabdoviridae), soit d’une région désordonnée (Pneumovirinae). 

Chez les Paramyxovirinae, la structure conservée du domaine C-terminal (domaine PX ou 

PXD) est un faisceau de trois hélices α (Figure 17). Chez les Rhabdoviridae, le domaine C-

terminal (appelé PCTD), plus long, comprend 4 (VSV, Figure 17A), 5 (LNYV, (Martinez, 

Ribeiro et al. 2013)) ou 6 hélices α (RaV, Figure 17B) et un court feuillet β à deux brins. Au 

sein d’une même famille, la superposition des structures fait apparaître une parenté évidente 

en dépit de l’absence de conservation de la séquence et de la présence d’insertions et de 

délétions (comparer les PXD Figure 17 et (Ribeiro, Favier et al. 2008; Martinez, Ribeiro et al. 

2013)).  

En accord avec les analyses bioinformatiques (Karlin, Ferron et al. 2003; Habchi, 

Mamelli et al. 2010), les domaines PX des protéines P de MeV et de SeV (résidus 459-507 et 

516-568, respectivement) sont organisés en trois hélices  (Figure 17C, D et E) (Johansson, 

Bourhis et al. 2003; Blanchard, Tarbouriech et al. 2004; Gely, Lowry et al. 2010). De même, 

d’après des études par CD et RMN, les domaines PXD des Henipavirus (résidus 660-709 pour 

NiV et 657-707 pour HeV), très similaires avec ~90% de similarité et ~80% d'identité, 

adoptent également une structuration -hélicale prédominante (Habchi, Mamelli et al. 2012). 
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Chez ces virus, le domaine PXD est le domaine de liaison à la nucléocapside via l'interaction 

avec NTAIL (Johansson, Bourhis et al. 2003; Kingston, Hamel et al. 2004; Houben, Marion et 

al. 2007; Habchi, Mamelli et al. 2012). 

 Bien que le domaine PXD (résidus 343-391 de P) du MuV adopte en solution une 

structure dite en "molten globule" et soit donc dépourvu de structure tertiaire stable 

(Kingston, Hamel et al. 2004), il a cristallisé et sa structure a été déterminée par 

cristallographie aux rayons X (Kingston, Gay et al. 2008). Il s'agit d'un bel exemple où 

l'empilement cristallin a permis de "capturer" une conformation stable. Corrélativement, ce 

domaine possède des propriétés distinctes par rapport aux domaines PXD des Morbillivirus, 

Respirovirus et Henipavirus car il n'interagit pas avec NTAIL, mais avec la région structurée, 

NCORE (Kingston, Walter et al. 2004).  

La comparaison de la structure des domaines C-terminaux des protéines P de RaV, 

VSV, de MokV (Mavrakis, McCarthy et al. 2004; Ribeiro, Favier et al. 2008; Assenberg, 

Delmas et al. 2010) et de LNYV (Martinez, Ribeiro et al. 2013) avec celle des domaines PX 

de MeV (Johansson, Bourhis et al. 2003), SeV (Houben, Marion et al. 2007) et MuV 

(Kingston, Gay et al. 2008), indique des différences significatives qui ne permettent pas de 

conclure à une homologie. Toutefois, l’observation de ces structures suggère une topologie 

conservée entre Paramyxovirinae et Rhabdoviridae (Delmas, Assenberg et al. 2010) et un 

arbre phylogénétique construit sur la base de l’alignement structurale reproduit le même 

schéma que les alignements de séquence de protéines mieux conservées telles que la L ou la 

N (Martinez, Ribeiro et al. 2013). 

10.5. La connexion flexible entre PCD et PCTD/PXD 

Chez tous les Paramyxovirinae, PCD et PXD sont séparés par une région flexible prédite 

comme faiblement ordonnée (Karlin, Ferron et al. 2003). D’après des études par RMN de la 

région 474-568 de P de SeV, la région en amont de PXD (474-515) est désordonnée (Bernado, 

Blanchard et al. 2005; Houben, Blanchard et al. 2007). Chez les Morbilivirus et les 

Henipavirus, une région flexible supplémentaire est prédite en amont de PCD (Figure 17) 

(Karlin, Ferron et al. 2003; Habchi, Mamelli et al. 2010).  

 

10.6. Phosphorylation de la P 

La P des MNVs est phosphorylée dans différentes régions de la séquence et par des 

différentes protéines kinases. Il a été proposé que chez VSV, la phosphorylation des aa 60, 62 
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et 64 (VSV-IN) par la créatine kinase II stimulerait la transcription du génome viral (Barik 

and Banerjee 1992; Takacs, Barik et al. 1992) tandis que la phosphorylation des résidus 226 et 

227 dans le domaine C-terminal de la P par une autre kinase cellulaire stimulerait la 

réplication (Das and Pattnaik 2004). Une étude plus récente propose que la phosphorylation 

de la région N-terminale soit indispensable pour empêcher la N de fixer de l’ARN d’une 

façon non-spécifique et permettre l’encapsidation spécifique du génome par la N (Chen, 

Zhang et al. 2013). Le mécanisme moléculaire de ces régulations reste néanmoins mal connu. 

Il a été proposé que la phosphorylation dans la région N terminale induise l’oligomérisation 

de la protéine et que ce changement régule la balance entre les activités de transcription et de 

réplication (Gao and Lenard 1995). Des travaux récents dans notre laboratoire, indiquent que 

la protéine non-phosphorylée forme exclusivement des dimères et que la mutation en 

aspartate des résidus sérines de la région N-terminale, qui mime in vivo l’effet de la 

phosphorylation, n’a aucun effet sur l’état d’oligomérisation (Gérard, Ribeiro et al. 2007). Par 

contre, ce travail à démontré qu’in vitro, en solution, l’incubation de la P à 37 °C provoquait 

son agrégation, suggérant que les effets observés d’oligomérisation induite par la 

phosphorylation pourraient être liés aux conditions dans lesquelles la protéine était incubée 

pour sa phosphorylation par la créatine kinase II (CKII) (Gao and Lenard 1995). D’autre part 

dans une étude récente le groupe de Whelan n’a observé aucun effet de la phosphorylation de 

la P sur la synthèse de courts fragments d’ARN par la L (Morin, Rahmeh et al. 2012).  

Chez les henipavirus, la protéine P est également phosphorylée, mais les sites de 

phosphorylation et les mécanismes de régulations impliqués sont également mal connus. En 

raison de la longueur de leur séquence, les P de NiV et HiV contiennent de nombreux sites 

potentiels de phosphorylation (NiV : 63 serines et 39 threonines ; HeV : 58 serines et 41 

threonines), avec approximativement 50% des sérines présentant un score de prédiction élevé 

pour un site de phosphorylation consensus (Shiell, Gardner et al. 2003). La phosphorylation 

des résidus Ser224 et Thr239 de HeV et Ser240 et Ser472 de NiV par la PDPK et la CKII a 

été confirmée expérimentalement, mais combien de ces sites ont un rôle fonctionnel et/ou 

structural reste une question ouverte (Shiell, Gardner et al. 2003). 

 

11. Structure du complexe N-ARN-P  

P est un cofacteur essentiel de la polymérase, car elle assure l’attachement de la 

protéine L sur la matrice N-ARN. En effet, la polymérase seule se fixe avec une faible affinité 
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sur le complexe N-ARN, et son activité en absence de P est peu processive (Emerson and Yu 

1975; Mellon and Emerson 1978; Morin, Rahmeh et al. 2012). En possédant un site de 

fixation pour le complexe N-ARN dans sa région C-terminale et un site de fixation pour la 

polymérase dans sa partie N-terminale ou dans le domaine central d’oligomérisation, P assure 

le recrutement de L sur le complexe homopolymérique N-ARN. De plus, P interviendrait dans 

le déplacement de la polymérase le long de sa matrice au cours des phases de transcription et 

de réplication.  

11.1. Complexe N-ARN-P des Rhabdoviridae  

Chez les Rhabdoviridae comme chez les Paramyxovirinae, l’attachement de P sur la 

matrice N-ARN implique l’interaction entre le domaine C-terminal de P et l’extrémité C-

terminale de N, mais le mode d’interaction est différent. Chez les Rhabdoviridae, la région C-

terminale de P forme un domaine globulaire PCTD (Figure 17A et B). La région C-terminale 

de N, NCTD, est constituée d’une boucle suivie de trois hélices qui forment la surface 

d’interaction au sommet de la molécule de N. La structure d’un complexe entre un anneau N-

ARN de VSV contenant 10 protomères de N et 10 domaines PCTD a été résolue par 

cristallographie (Green and Luo 2009) (Figure 18C).  

Chez RaV, d’après des données de titration, seulement deux PCTD peuvent se fixer 

simultanément sur un anneau de 10 ou 11 protomères de N. Cette fixation est non-coopérative 

avec une constante de dissociation de 160 ± 20 nM (Ribeiro Ede, Leyrat et al. 2009). Un 

modèle structural de ce complexe a été construit par une méthode d’arrimage moléculaire 

flexible sur la base des données de SAXS (Ribeiro Ede, Leyrat et al. 2009) et en utilisant des 

contraintes de contact entre PCTD et certains résidus de N identifiés par mutagenèse chez 

MokV (Jacob, Real et al. 2001) (Figure 18A et B).  

Dans le modèle de RaV et dans la structure cristallographique de VSV, le domaine 

PCTD est fixé sur le sommet du NCTD d’un protomère N et à l’extrémité C-terminale du bras 

NCTA. L’hélice C-terminale de PCTD se positionne sur l’hélice α14 de NCTD et l’extrémité N-

terminale de PCTD pointe vers l’intérieur de l’anneau. Dans les deux complexes, les boucles C-

terminales du bras NCTA de deux protomères adjacents (Ni et Ni+1) se fixent sur les faces 

latérales opposées du PCTD à la manière des mâchoires d’une pince (Figure 18A, B et C). La 

cohérence architecturale de l’hélice α14 de NCTD avec son environnement est critique avec des 

mutations ponctuelles ayant un effet délétère soit sur l’encapsidation de l’ARN soit sur la 

transcription, et ce indépendamment de la liaison à PCTD (Heinrich, Morin et al. 2012). 
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Figure 18 : Complexes entre le domaine C-terminal de la phosphoprotéine et N-ARN (figures d’après 

Blocquel, D. et al. Viorologie E et (Green and Luo 2009) avec modifications). A) Vue du haut et B) vue de face 

du complexe entre PCTD et N-ARN de RaV, obtenu par arrimage moléculaire (Ribeiro, Leyrat et al. 2009). Les N 

sont colorées en vert, la PCTD en rouge. C) Le même complexe pour VSV obtenu par cristallographie (PDB 

code : 3HHW). Les N sont colorées en bleu (NM+1), rouge (NM) et vert (NM-1) ; le PCTD est coloré en jaune. D) 

Complexe entre le domaine C-terminal (PXD) de la P et le domaine C-terminal (NTAIL) de la N de NiV. Ce 

complexe a été modélisé (Habchi, Blangy et al. 2011) par homologie avec le complexe correspondant du virus de 

la rougeole (PDB code : 1T6O). 

 

11.2. Complexes NTAIL-PXD des Paramyxovirinae  

La fixation de la P sur le complexe N-ARN des Paramyxovirinae repose sur une 

stratégie moléculaire très différente. En effet, la partie de N fixant la P est désordonnée en 

l’absence de cette dernière et se replie en hélice  lors de la fixation au domaine PXD de la 

protéine P (Johansson, Bourhis et al. 2003; Bourhis, Johansson et al. 2004; Bourhis, 

Receveur-Bréchot et al. 2005; Habchi, Blangy et al. 2011). L’-MoRE en hélice  vient 

s'insérer dans un large sillon délimité par les hélices 2 et 3 de PXD avec une constante de 

dissociation (KD) faible d’environ 100 nM (Bourhis, Receveur-Bréchot et al. 2005; Shu, 

Habchi et al. 2012) (Figure 18D). Néanmoins une affinité plus faible d’environ une dizaine 
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de µM a été également documentée pour le couple PXD/NTAIL de MeV (Kingston, Baase et al. 

2004).  

Les complexes NTAIL-PXD du MeV et du SeV partagent une organisation structurale 

remarquablement similaire, mais l’interface est dominée par des résidus hydrophobes chez le 

premier et par des résidus chargés chez SeV (Houben, Marion et al. 2007). Des études par 

SAXS ont fourni un modèle à basse résolution du complexe NTAIL-PXD du MeV où une grande 

partie de NTAIL reste désordonnée au sein du complexe (Bourhis, Receveur-Bréchot et al. 

2005).  

11.3. Interaction N-ARN-P chez les Pneumovirinae 

Rappelons que la situation est encore différente chez RSV. Le site d’interaction de P 

sur l’homopolymère de N complexé à l’ARN est situé dans le domaine globulaire N-terminal 

de N (NNTD) (Galloux, Tarus et al. 2012) (Figure 12F). Il est constitué d’un sillon 

hydrophobe entouré de résidus basiques. La partie C-terminale de P (P10CT), hydrophobe et 

acide, vient se loger dans ce sillon situé à la périphérie de la nucléocapside hélicoïdale (Tran, 

Castagne et al. 2007). La structure du complexe n’est pas établie, ni sa dynamique. 

 

12. Déplacements de la polymérase sur la matrice N-ARN  

Deux modèles ont été proposés pour expliquer comment la polymérase virale se 

déplace le long de sa matrice lorsqu’elle synthétise de l’ARN.  

12.1. Modèle impliquant le déplacement de P sur la matrice N-ARN  

Un premier modèle propose que P (associée à L) avance le long du complexe N-ARN 

«en faisant la roue» (“cartwheeling”) par un mécanisme dans lequel les domaines PXD 

s’attachent et se détachent alternativement de la matrice nucléocapsidique hélicoïdale à la 

manière d’un tétrapode «faisant la roue» en descendant chaque marche (c’est-à-dire chaque 

NTAIL) d’un escalier en colimaçon (Curran 1998; Curran and Kolakofsky 1999; Kolakofsky, 

Le Mercier et al. 2004) (Figure 4). Chez SeV, ce modèle est inféré (i) de la faible affinité du 

PXD pour le complexe N-ARN (60 ± 20 µM), (ii) du caractère indispensable du domaine 

central de tétramérisation pour permettre la fixation de PXD dans des expériences de « pull-

down » et (iii) pour une synthèse efficace de l’ARN à partir de minigénomes (Curran 1998). 
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A travers la fixation simultanée de plusieurs PXD, c’est-à-dire en augmentant l’avidité de P 

pour le complexe N-ARN, le domaine tétramérique permettrait la synthèse d’ARN.  

Ce modèle prédit qu’une stabilité accrue du complexe NTAIL-PXD ralentit ou même 

bloque le cheminement du complexe polymérase le long de la matrice nucléocapsidique 

(Curran and Kolakofsky 1999; Kolakofsky, Le Mercier et al. 2004). Cependant, une forte 

affinité entre les protéines N et P n’est probablement pas incompatible avec une bonne 

processivité de la polymérase d’après les faits expérimentaux suivants. Malgré une différence 

apparente d’un facteur 600 entre le KD du couple NTAIL-PXD chez SeV (60 M (Houben, 

Marion et al. 2007)) et chez MeV (100 nM) (Bourhis, Receveur-Brechot et al. 2005; Shu, 

Habchi et al. 2012), la vitesse d'élongation apparente de leur polymérase est du même ordre 

de grandeur avec 1,7 nt/s chez SeV (Gubbay, Curran et al. 2001) et 3,3 nt/s chez MeV 

(Plumet, Duprex et al. 2005). Ces observations sont également en accord l’affinité d’environ 

une dizaine de µM documentée pour le couple PXD/NTAIL de MeV (Kingston, Baase et al. 

2004). De plus, cette vitesse reste relativement constante quelle que soit l’affinité entre NTAIL 

et PXD: en effet des mutations chez ce dernier virus entraînant une baisse de l'affinité envers 

PXD pouvant aller jusqu’à un facteur 30 ne semblent pas modifier la vitesse d’élongation (Shu, 

Habchi et al. 2012). Cependant à ce jour aucune étude n’a pas permis de mesurer directement 

l’affinité et les constantes d’association/dissociation entre des NC et une phosphoprotéine 

entière chez les Paramyxoviridae.  

Comment réconcilier le modèle d’une progression de P-L «faisant la roue» avec, 

éventuellement, une forte affinité du couple NTAIL-PXD du MeV, si tant est qu’il soit correct ? 

Peut-être faut-il faire intervenir un troisième acteur tel qu’un facteur cellulaire capable de 

moduler la force de l’interaction NTAIL-PXD. Hsp70 est l’un des candidats possibles (Zhang, 

Glendening et al. 2002; Zhang, Bourhis et al. 2005; Oglesbee 2007). Des études 

fonctionnelles visant à élucider le rôle de la multimérisation de la protéine P du MeV et/ou 

l’importance de l’expression d’Hsp70 par l’utilisation de cellules infectées appauvries en 

Hsp70 (et/ou en hsc70, une protéine apparentée) apporteront sans doute des éléments de 

compréhension. Esixtent-ils d’autres mécanismes de modulation de l’affinité du couple NTAIL-

PXD ? 

 

12.2. Modèle d’une progression par saltation de L sur plots fixes de P  

Chez les Rhabdoviridae, les données expérimentales ne sont pas en faveur du modèle 

de progression «en faisant la roue». (i) L’affinité du domaine PCTD monomérique de RaV pour 
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le complexe N-ARN est forte (KD de 160 ± 20 nM) (Ribeiro Ede, Leyrat et al. 2009). (ii) La 

lente cinétique de dissociation mesurée par résonnance plasmonique de surface semble 

incompatible avec un mécanisme dans lequel la P progresserait en dissociant continuellement 

sa paire de PCTD de la N-ARN. (iii) L’ablation du domaine de dimérisation PCD rend la P 

monomérique (Gerard, Ribeiro Ede et al. 2009) et n’empêche pas une synthèse efficace 

d’ARN dans un essai fonctionnel de transcription d’un minigénome in cellula (Jacob, Real et 

al. 2001).  

Un mécanisme alternatif a donc été proposé selon lequel la polymérase L progresse 

par saltation entre les P fixées à intervalles réguliers tout le long de la matrice N-ARN 

(Ribeiro Ede, Leyrat et al. 2009; Ivanov, Yabukarski et al. 2011) (Figure 4B). Comme les 

particules de VSV contiennent ~1 dimère de P pour 5 N (Thomas, Newcomb et al. 1985), on 

imagine une L séjournant temporairement sur un même dimère de P le temps de copier l’ARN 

encapsidé par les 5 monomères de N contigus entre chaque saut de Pi à Pi+1. Selon ce modèle, 

et pour reprendre notre langage imagé, les marches de l’escalier N-ARN en colimaçon ne 

seraient plus les NTAIL, mais des dimères de P fixés tous les 5 protomères de N sur lesquels L, 

au lieu de P-L, se déplacerait. 

 

13. Mécanismes d’encapsidation et le complexe N
0
-P  

13.1. Le processus d’encapsidation 

L’encapsidation des antigénomes et des génomes néo-synthétisés est une étape 

essentielle dans le processus de la multiplication du virus dans la cellule infectée car la 

polymérase utilise exclusivement de l’ARN encapsidé comme matrice pour une transcription 

et une réplication efficace (Figure 4).  

Le processus d’encapsidation se déroule de manière concomitante à la synthèse 

d’ARN. Il requiert donc la production continue de N monomérique et soluble dépourvue 

d’ARN cellulaire (Masters and Banerjee 1988; Peluso and Moyer 1988). Lors de la synthèse 

de N en présence de P se forme un complexe soluble N
0
-P (Figure 4). Il sert de substrat pour 

la polymérase en assurant le transfert de N
0
 sur le brin naissant d’ARN pour former la 

nucléocapside par homopolymérisation dirigée, unidirectionnelle et régulière depuis 

l’extrémité 5’ de l’ARN jusqu’à son extrémité 3’ (Blumberg, Leppert et al. 1981; Dillon and 

Gupta 1988). Cette exigence expliquerait qu’un peptide comprenant l’α-MoRE N-terminal de 
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P et le site de fixation de N
0
 puisse inhiber la réplication d’un mini-génome ou du virus 

(Castel, Chteoui et al. 2009).  

Comment s’effectue le transfert de N
0
-P vers la nucléocapside naissante et comment 

est-il régulé ? Lors des processus de transcription et de réplication, la synthèse d’ARN débute 

à l’extrémité 3’ de la matrice d’ARN. Donc, la décision de synthétiser des ARNm en cascade 

ou de produire une copie complète de l’ARN génomique doit être prise avant, ou au moment, 

où la polymérase atteint la fin de la séquence « leader ». D’après les rares observations 

expérimentales disponibles, et intuitivement, la concentration du complexe N
0
-P devrait jouer 

un rôle dans le basculement entre les activités de transcription et de réplication (Curran and 

Kolakofsky 2008), ne serait-ce que pour éviter l’initiation d’une réplication finissant de 

manière abortive suite à une pénurie de substrat d’encapsidation. La réplication est toujours 

différée d’un laps de temps (en heures) suffisant pour une production détectable de N et P, ce 

qui est compatible avec un effet seuil d’une concentration minimale de substrat N
0
-P. 

Corrélativement, dans une cellule infectée, l’arrêt de la synthèse protéique abroge la 

réplication sans affecter la transcription primaire. Lorsque cet arrêt intervient en cours de 

réplication, celle-ci s’interrompt rapidement et les polymérases en mode réplicase semblent 

basculer en mode transcriptase, comme si le complexe N
0
-P, ou un cofacteur cellulaire clef, 

avait une demi-vie courte (Plumet, Duprex et al. 2005). Chez VSV, la phosphorylation de P 

serait impliquée dans cette régulation (Pattnaik, Hwang et al. 1997). Le transfert de N
0
 vers 

l’ARN pourrait être contrôlé par une affinité plus élevée de N
0
 pour des signaux 

d’encapsidation présents dans les régions leader (et trailer) en 3’ de l’ARN génomique (et 

antigénomique) comparativement à celle vis-à-vis de P (Blumberg, Leppert et al. 1981). 

Alternativement, en s’associant à P-L, le complexe N
0
-P pourrait commuter le complexe 

polymérasique de transcriptase à réplicase (Qanungo, Shaji et al. 2004).  
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14. Comment caractériser la structure des protéines modulaires? 

 

La protéine P des MNV est une protéine modulaire, c'est-à-dire qu’elle est constituée 

par la concaténation de plusieurs régions structurellement indépendantes les unes des autres. 

Certaines sont des régions autonomes de repliement qui adoptent une structure 

tridimensionnelle bien définie – on parle alors de domaines structurés – alors que d’autres 

sont désordonnées et donc très flexibles. La structure de telles protéines ne peut être 

déterminée par cristallographie car la grande flexibilité ne permet généralement pas la 

cristallisation. La microscopie électronique s’avère également inadaptée car les domaines 

structurés sont généralement trop petits pour permettre une reconstruction tridimensionnelle, 

et les régions flexibles ne sont pas visibles. Par opposition, la résonance magnétique nucléaire 

est un outil très puissant pour étudier les protéines intrinsèquement désordonnées ou 

dénaturées en fournissant de l’information à niveau atomique. Des avancées importantes sont 

faites dans ce domaine (pour revue (Schneider, Huang et al. 2012) et références citées). Par 

exemple la comparaison des déplacements chimiques observés avec ceux prédits pour une 

protéine complètement désordonnée et une protéine completement structurée est informative 

pour la présence de structures secondaires flottantes (Wishart and Sykes 1994; Marsh, Singh 

et al. 2006). Un autre exemple est la possibilité de détection de conformations très faiblement 

peuplées par des différentes mesures de relaxation (pour revue (Clore 2011) et références 

citées). Les méthodes de couplages dipolaires résiduels et la résonance paramagnétique 

électronique sont aussi utilisées pour étudier des protéines désordonnées. Néanmoins l’étude 

des domaines structurés par cette technique est rapidement limitée par la taille de la protéine. 

Des méthodes de marquages spécifiques ont démontré leur utilité pour l’étude de très grands 

complexes protéiques (Gans, Hamelin et al. 2010) mais en pratique, la détermination de 

structure par RMN se limite à des protéines qui ne dépassent pas les 30 kDa. La diffusion (des 

neutrons ou rayons X) aux petits angles est une méthode bien adaptée pour étudier les 

paramètres globaux tels que le rayon de giration (Rg), la dimension maximale de la molécule 

étudiée et son état d’oligomérisation et il n’existe pas de limite quant à la taille des objets 

étudiés. Néanmoins la courbe expérimentale obtenue est une moyenne – c’est la somme des 

contributions de toutes les conformations existantes en solution – et la technique ne fournit 

que de l’information de basse résolution ne dépassant pas les 15-20 Å de résolution (Putnam, 

Hammel et al. 2007).  

En conséquence la caractérisation structurale d’une protéine modulaire requiert la 

combinaison de plusieurs techniques de la biologie structurale : après une analyse de 
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bioinformatique appropriée, les domaines structurés peuvent être isolés et cristallisés et leur 

structure déterminée par la diffraction des rayons X, les régions flexibles peuvent être isolées 

et étudiées par la RMN. La combinaison de ces deux techniques permet la construction de 

modèles atomiques de conformations uniques. Une protéine modulaire ne peut pas être décrite 

par une seule conformation et au lieu de cela une représentation dite « d’ensemble » nous 

paraît plus appropriée. Cet ensemble contient quelques à quelques dizaines de modèles de la 

protéine qui sont physiquement possibles et très probablement existent en solution. La 

collecte de données de diffusion aux petits angles permet de sélectionner de tels ensembles de 

modèles dont la courbe de diffusion théorique correspond bien à la courbe expérimentale en 

utilisant par exemple l’Ensemble Optimization Method (Bernado, Mylonas et al. 2007). 
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15. Réponses immunitaires et mécanismes de défense contre des 

virus 

15.1. Immunité innée et immunité acquise 

Au cours de leur évolution, les organismes ont développés différents mécanismes pour 

se défendre contre les infections par divers pathogènes qui sont désignés sous le terme de 

réponse immunitaire. On distingue généralement deux systèmes : l’immunité innée et 

l’immunité acquise (Janeway 2001). Les mécanismes de l’immunité innée constituent une 

première ligne de défense. Ils sont non-spécifiques, se mettent en action immédiatement après 

qu’un agent pathogène a pénétré dans l’organisme et ne dépendent pas d’une exposition 

antérieure à cet agent. Il s’agit notamment des processus d’activation du complément, de la 

phagocytose ou du développement d’un état antiviral déclenché par la production 

d’interférons (voir ci-dessous). Les mécanismes de l’immunité acquise sont hautement 

spécifiques, nécessitent un temps de réaction, mais surtout la vitesse et l’ampleur de leur 

action dépend de l’exposition préalable à l’agent pathogène, d’une « immunisation ».  

15.2. La réponse interféron 

Chez les mammifères, la production d’interféron (IFN) fait partie de la première ligne 

de défense du système immunitaire inné contre les pathogènes, et en particulier de défense 

contre les virus. On distingue deux types d’IFN : les IFN de types I et II. Les IFN de type I, 

IFNα ou IFNβ, sont typiquement produits lors d’une infection virale ou bactérienne. Ils 

induisent l’expression de divers gènes qui vont permettre aux cellules de devenir résistantes 

aux virus et jouent un rôle important en stimulant la mise en action des mécanismes de 

l’immunité acquise. L’IFN de type II, IFN γ, est produit seulement par quelques types de 

cellules du système immunitaire, les cellules T activées et les cellules tueurs naturels 

(lymphocytes NK), et est impliqué dans la régulation des réponses immunitaires et 

inflammatoires.  

La première étape dans l’activation de la réponse immunitaire dépend de la 

reconnaissance de signaux de « non-soi » porté par un agent extérieur. En terme moléculaire, 

ces signaux sont appelés « Pathogen Associated Molecular Pattern » ou PAMPs. Ce sont des 

motifs moléculaires généralement présents en multiples copies à la surface d’un pathogène, 

qui sont spécifiques de l’organisme et peuvent être reconnus par le système immunitaire inné. 
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Parmi les PAMPs les plus étudiés, nous trouvons les lipopolysaccharide, le peptidoglycane, 

les acides téichoïques, les acides nucléiques modifiés mais aussi les protéines de surface 

virales. 

Des récepteurs dont le rôle est de reconnaître et de fixer les PAMPs et de déclencher la 

réponse immunitaire innée sont présents à la surface des cellules mais aussi sous forme 

soluble à l’intérieur des cellules. Dans le cas d’infection par un virus, les récepteurs 

cytosoliques Retinoic acid-Inducible Gene 1 (RIG-I) et Melanoma Differentiation-Associated 

protein 5 (MDA5) ou les récepteurs à la surface cellulaire de type Toll-Like Recepteur (TLR) 

(Andrejeva, Childs et al. 2004; Yoneyama, Kikuchi et al. 2004) détectent des molécules 

d’ARN double brin ou d’ARN simple brin possédant un groupement triphosphate en position 

5’ qui apparaissent de manière intermédiaire au cours de la transcription ou de la réplication 

virale (Jacobs and Langland 1996). Les récepteurs TLR détectent très probablement l’ARN db 

libéré par les cellules infectées (Beutler 2004). La reconnaissant d’un PAMP par l’un de ces 

récepteur déclenche une cascade d’activation de facteurs de transcription déjà présents dans la 

cellule (e.g. IFN-regulatory factor 3 et NF-κB) qui conduit à la production et l’excrétion 

d’IFN de type I (Goodbourn, Didcock et al. 2000; Conzelmann 2005).  

Les interférons sont des cytokines qui vont stimuler l’expression de divers gènes 

(Interferon Stimulated Genes) dans d’autres cellules et de cette manière permettent de 

développer un état de résistance contre les virus dans lequel les virus ne sont plus capables de 

se répliquer ou se répliquent de manière moins efficace. Les IFN sont reconnus par des 

récepteurs à la surface de leurs cellules cibles (IFNAR1 et IFNAR2) conduisant à l’activation 

de voies de signalisation complexes dans lesquels les facteurs de transcription STAT (Signal 

Transducer and Activator of Transcription) jouent un rôle central. Parmi cette famille de 

protéines, les protéines STAT1 et STAT2 sont impliquées dans la réponse à l’interféron. Dans 

des cellules non-infectées STAT1 est partagé entre le cytoplasme et le noyau tandis que 

STAT2 est principalement cytoplasmique. Après leur activation STAT1 et STAT2 sont 

dirigés vers le noyau ou ils s’associent à d’autres facteurs et activent la transcription de gènes 

importants pour le contrôle de l’infection virale (de Weerd, Samarajiwa et al. 2007) et 

notamment des gènes codant des protéines possédant une activité antivirale (e.g. la protéine 

kinase R, la protéine MX etc.) (Sadler and Williams 2008). Il faut également noter que la 

production des IFNs de type I agit aussi en stimulant la réponse immunitaire adaptative, 

notamment en augmentant la production des protéines du Complexe Majeur 

d’Histocompatibilité I (MHC I)  (Stetson and Medzhitov 2006). 
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15.3. Les mécanismes de contre-défense  

Au cours de la coévolution des virus et des hôtes qu’ils infectent, ces derniers ont donc 

développés des moyens de défense, et les virus ont, en contre partie, développé des 

mécanismes leur permettant d’y échapper afin de persister dans leurs hôtes et de continuer à 

s’y reproduire. De nombreux virus ont ainsi développé des mécanismes leur permettant 

d’échapper à la détection par le système IFN cellulaire ou de minimiser cette réponse 

immunitaire : l’inhibition de la transcription et réplication cellulaire, inhibition de la 

signalisation par l’ARN double brin et antagonisme des protéines effectrices impliquées dans 

la signalisation de la réponse immunitaire, pour en nommer quelques uns. Chez les MNV, 

différents virus, dont les virus de la rage (RaV) et le virus Nipah (NiV), agissent sur les voies 

de signalisation de l’interféron, par l’intermédiaire de protéines exprimées à partir du gène P. 

15.4. Les divers produits du gène P 

 De manière générale, le gène P des MNV code pour plusieurs protéines, même si les 

mécanismes d’expression sont différents selon les familles. Chez les Paramyxovirinae, 

l’expression de plusieurs protéines à partir du gène P implique à la fois un mécanisme 

d’édition des ARNm et l’utilisation d’un second cadre de lecture. Ainsi, chez certains 

paramyxovirus, l’insertion dans l’ARNm par la polymérase virale d’un G non codé permet la 

production de la protéine V et dans certains cas, l’insertion de deux Gs permet la production 

de la protéine W (Lamb and Parks 2007). Dans d’autres cas, la protéine V est produite en 

absence d’édition de l’ARN et l’insertion d’un G supplémentaire est nécessaire pour la 

production de la P entière (Ohgimoto, Bando et al. 1990). Comme chez beaucoup d’autres 

MNV, les protéines V et W des Henipavirus sont plus courtes que la protéine P, partageant 

avec celle-ci une partie N-terminale commune mais possédant un domaine C-terminal 

spécifique (Kulkarni, Volchkova et al. 2009) (Figure 19). Le domaine C-terminal de la V est 

très conservé chez tous les Paramyxoviridae et contient sept cystéines, qui forment un 

domaine en doigt de zinc, dont la fonction reste inconnue. Le domaine C terminal de la W des 

henipavirus, composé de 43 aa, est différent de celui des autres Paramyxoviridae et contient 

un signal d’import au noyau (Shaw, Cardenas et al. 2005). Chez les paramyxovirus, le gène P 

code également pour une petite protéine basique, appelée protéine C, dans un cadre de lecture 

différent de celui de la P mais proche de son extrémité 3’ (Figure 19).  

Le gène P de VSV et RaV code également pour des protéines supplémentaires. Chez 

VSV deux petites protéines basiques, C et C’, sont codées dans un cadre de lecture différent 
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de celui de la P (Spiropoulou and Nichol 1993). Ces protéines sont bien conservées chez les 

vesiculovirus mais pas chez les lyssavirus. La fonction de ces deux protéines est mal connue 

mais elles ne semblent pas être importantes pour la réplication virale (Kretzschmar, Peluso et 

al. 1996). De plus, une phosphoprotéine plus courte est produite à partir du gène P en utilisant 

le même cadre de lecture mais à partir d’un AUG situé en aval de celui utilisé pour produire la 

P entière mais sa fonction n’est pas connue (Herman 1986). Chez RaV plusieurs isoformes de 

la phosphoprotéine existent. Elles sont produites à partir du même ARNm, en utilisant le 

même cadre de lecture que la P mais par un mécanisme de traduction alternatif à partir de 

différents codons AUG initiateurs. Ainsi, en plus de la phosphoprotéine entière (299 aa), qui 

est la plus abondante, quatre formes tronquées du côté N terminal sont exprimées dans les 

cellules infectées: P2 (279 aa), P3 (246 aa), P4 (230 aa) et P5 (216 aa) (Chenik, Chebli et al. 

1995). Tous ces produits du gène de la phosphoprotéine sont présents dans le cytoplasme des 

cellules infectées mais les produits tronqués P3, P4 et P5 sont majoritairement transportés 

vers le noyau grâce à leur signal d’import. Il est intéressant de noter que ces versions 

tronquées de la P sont absentes des virions maturés. 
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15.5. Stratégies d’inhibition de la réponse immunitaire par les henipavirus et les 

rhabdovirus 

Tandis que pour la plupart des paramyxovirus la protéine V seule inhibe l’induction de 

l’IFN par l’ARN double brin, chez les henipavirus cette fonction est assurée de différentes 

manières par les protéines V et W, mais aussi par la protéine P (Shaw, Garcia-Sastre et al. 

2004). V reste cytoplasmique et cible MDA5 et RIG-I en les empêchant d’activer les 

promoteurs des gènes des IFN de type I (Andrejeva, Childs et al. 2004; Childs, Andrejeva et 

al. 2009; Childs, Randall et al. 2012) tandis que W a une localisation nucléaire et bloque 

l’activité du TLR3 (Shaw, Cardenas et al. 2005) (Figure 20). En plus de cette inhibition de la 

reconnaissance, les protéines P/V/W bloquent également la voie de signalisation induite par 

l’interféron. La protéine V empêche l’activation de STAT1/STAT2 en les séquestrant dans 

des complexes de haut poids moléculaire dans le cytoplasme (Rodriguez, Parisien et al. 2002) 

(Figure 20). La protéine W assure l’inhibition dans le noyau, en séquestrant les protéines 

STAT dans le noyau. La région d’interaction entre les produits du gène P et la protéine 

STAT1 a été localisée dans le segment allant du résidu 111 au résidu 141 dans la région N 

terminale de V/W/P (Ciancanelli, Volchkova et al. 2009). Il est intéressant de noter que la 

mutation du résidu en position 125 suffit pour compromettre l’interaction entre V et STAT1 

(Hagmaier, Stock et al. 2006). La région d’interaction avec STAT2 est moins bien définie, 

mais il semble que la fixation de STAT1 soit nécessaire pour la fixation de STAT2.  

La protéine C des paramyxovirus une protéine multifonctionnelle, qui est impliquée 

dans la pathogénèse virale, l’inhibition de la réplication virale (Cadd, Garcin et al. 1996), 

l’inhibition des réponses de l’immunité innée cellulaire (Gotoh, Komatsu et al. 2002), 

l’inhibition de l’apoptose cellulaire induite par le virus (Koyama, Irie et al. 2003) et le 

bourgeonnement des particules virales (Sakaguchi, Kato et al. 2005). Chez les henipavirus 

c’est une protéine basique de 166 aa pour laquelle peu de choses sont connues concernant sa 

structure. Le mécanisme par lequel C inhibe les effets antiviraux des IFNs α et β n’est 

également pas bien compris mais il semble que la protéine C régule la réponse précoce 

proinflammatoire des cellules infectées (Mathieu, Guillaume et al. 2012; Mathieu, Guillaume 

et al. 2012). 
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Figure 20 : Inhibition du système immunitaire cellulaire par les henipavirus (figure d’après ((Eaton, Broder 

et al. 2006) avec modifications). A) Mécanismes d’inhibition de la signalisation et l’activation de la production 

des interférons par la cellule pendant l’infection par les henipahvirus. Les protéines V de NiV et HeV bloquent 

MDA5 et RIG-1 dans le cytoplasme tandis que la protéine W bloque la signalisation induite par l’infection dans 

le noyau. B) Inhibition de la réponse à l’interféron. Les protéines V et moindre degré la P des henipavirus 

bloquent les activateurs de transcription STAT1 et STAT2 dans le cytoplasme tandis que cette activité est 

exercée par W dans le noyau. Les protéines STAT ne sont pas dégradées (comme chez les rubulavirus) mais sont 

séquestrées dans des gros complexes moléculaires. 

 

Les Rhabodivridae ont également développé des stratégies pour interférer avec le 

système immunitaire cellulaire. Dans cette famille les vesiculovirus et les lyssavirus utilisent 

des stratégies très différentes. Les vesiculovirus se répliquent rapidement et en nombreuses 

copies ce qui provoque une réponse immunitaire massive. Pour contrer celle-ci, ces virus ont 
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développé des moyens très efficaces pour réduire ou arrêter l’expression de presque tous les 

gènes de l’hôte, en agissant sur la transcription des ARNm et leur transport du noyau vers le 

cytoplasme, ainsi que sur la traduction des ARNm en protéines. Deux molécules virales 

participent à ces activités – l’ARN leader et la protéine M. Le rôle de l’ARN leader n’a pas 

été clairement établi, par contre, il a été montré que l’expression de la protéine M seule en 

culture cellulaire bloque l’expression d’autres gènes (Black and Lyles 1992; Ahmed and 

Lyles 1998), et des virus possédant un gène M défectif, ne peuvent pas inhiber efficacement 

l’expression des gènes de l’hôte (Black, Rhodes et al. 1993). La protéine M bloquerait 

l’export du noyau vers le cytoplasme des ARNm de l’hôte en interagissant avec la protéine 

Rae I (Faria, Chakraborty et al. 2005). L’initiation de la traduction des ARNm de l’hôte est 

également inhibée par la protéine M (Lodish and Porter 1980). La plupart des effets 

cytopathiques d’une infection par VSV sont causés par l’induction de l’apoptose (Kopecky, 

Willingham et al. 2001). Il est généralement accepté que l’apoptose cellulaire a pour but de 

limiter la production du virus mais des expériences d’infection par VSV ont montré que 

même en retardant l’apoptose, par la surexpression de protéines antiapoptotiques, il n’y a pas 

de différence dans le nombre de particules virales récupérés à partir des cellules lysées 

(Kopecky and Lyles 2003). Ces résultats suggèrent que le cycle viral de VSV est complété 

longtemps avant que la cellule meure par apoptose. 

 Contrairement aux vesiculovirus, les lyssavirus se répliquent plus lentement et en 

conséquence induisent des réponses immunitaires cellulaires de moindre importance. De plus 

les lyssavirus inhibent efficacement le système immunitaire cellulaire grâce aux différentes 

isoformes de la phosphoprotéine. Ces protéines sont capables d’interagir avec la protéine 

PML, une protéine induite par l’interféron et dont l’absence induit une augmentation de 

l’infection virale (Brzozka, Finke et al. 2005), provoquant une réorganisation des corps 

nucléaires PML. Ceci suggère que la phosphoprotéine joue un rôle important dans l’inhibition 

de l’immunité cellulaire. D’autre part les différentes isoformes de la P interagissent avec le 

facteur de transcription STAT1 provoquant l’inhibition de la transduction du signal de 

réponse aux interférons (Vidy, Chelbi-Alix et al. 2005). Cette inhibition n’est pas liée à la 

dégradation du STAT1 (comme par le virus simien 5 ou MuV) ou à l’inhibition de sa 

phosphorylation mais plutôt à son accumulation sous une forme inactive dans le noyau 

(Brzozka, Finke et al. 2005). L’infection par RaV induit très peu d’effets cytophatiques dans 

les cellules infectées et peut établir une infection persistante (Fernandes, Wiktor et al. 1963). 
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Objectifs du travail  

La phosphoprotéine de virus à ARN négatif non-segmenté est un composant essentiel 

de la machinerie virale de transcription/réplication, agissant comme cofacteur non-catalytique 

de l’ARN polymérase ARN-dépendante et comme chaperon de la N dans le complexe N
0
-P 

compétent pour l’encapsidation de nouveaux génomes viraux. Ce travail s’inscrit dans la 

démarche du laboratoire d’obtenir une description de cette machinerie virale à la meilleure 

résolution possible afin d’en comprendre les mécanismes d’action et de régulation. Le travail 

que nous avons entrepris avait deux objectifs principaux. Premièrement, obtenir une 

caractérisation structurale de la phosphoprotéine entière des virus de la famille des 

Rhabdoviridae et de la famille des Paramyxoviridae en utilisant comme systèmes modèles la 

stomatite vésiculaire (VSV) et de Nipah (NiV). Les études réalisées au préalable dans notre 

laboratoire et dans d’autres laboratoires avaient démontrés que cette protéine est modulaire, 

comprenant de longues régions désordonnées alternant avec des régions structurées en 

domaines, mais aucune représentation de la P entière n’avait été proposée (Gérard, Ribeiro et 

al. 2007; Gérard, Ribeiro  et al. 2009). Pour la P de VSV, nous disposions des structures 

atomiques du domaine central (Ding, Green et al. 2006) et du domaine C-terminal (Ribeiro, 

Favier et al. 2008), mais pour la P du NiV, nous avons dû déterminer la structure atomique de 

ces deux domaines. 

Notre deuxième objectif était de déterminer la structure du complexe N
0
-P, 

indispensable pour la multiplication virale, afin de comprendre les mécanismes moléculaires 

par lesquels P maintient N dans un état compétent pour l’encapsidation d’ARN viraux néo-

synthétisés en empêchant la polymérisation de la N et l’encapsidation d’ARN.  Bien qu’il soit 

possible de produire le complexe N
0
-P de VSV ou RaV en co-exprimant les deux protéines 

dans une même cellule (Mavrakis, Iseni et al. 2003), la purification en grande quantité s’est 

avérée difficile. Sur la base de la structure atomique du complexe N-ARN, nous avons choisi 

de développer une stratégie de reconstitution du complexe. En ciblant le complexe N
0
-P du 

NiV, nous avions également pour objectif d’obtenir la première structure atomique d’une 

nucléoprotéine de la sous-famille de Paramyxovirinae.  
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Chapitre 2 : Matériels et Méthodes   
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2.1. Clonage  

Au cours de ce travail, nous avons réalisé de nombreuses constructions des gènes de la 

phosphoprotéine (P) et de la nucléoprotéine (N) du virus de la stomatite vésiculaire (VSV), du 

virus de la rage (RaV), du virus Nipah (NiV) et du virus Hendra (HeV) et ainsi que de la 

protéine STAT1h (human Signal Transducer and Activator of Transcription 1). Ces 

constructions ainsi que la purification des produits de leur expression sont résumées dans le 

Tableau 1. Les gènes de la P et N du virus Nipah, souche UMMC1, on été fournis par le Dr. 

Viktor Volchkov, ENS Lyon. Le gène de STAT1 a été fourni par le Dr. Daniel Panne, EMBL 

Grenoble.  

L’expression de ces protéines et fragments de protéines a été réalisée dans des cellules 

d’Escherichia coli (Rosetta2) en utilisant les plasmides d’expression pETM40 et pET28. Les 

séquences d’intérêt ont été amplifiées par PCR et purifiées. Après digestion par les enzymes 

de restriction appropriés (NcoI/XhoI ou BamHI/SalI, Fastdigest® de Fermentas) les inserts 

ont été ligaturés (T4 Ligase, Fermentas) dans les vecteurs, digérés et déphosphorylés (CIAP 

phosphatase, New England Biolabs) au préalables. L’amplication des vecteurs a été réalisée 

dans des cellules E. coli TOP10 et les séquences ont été vérifiées par séquençage.  

 

2.2. Expression et Purification 

Pour la production des différentes protéines les bactéries sont cultivées à 37°C. 

Lorsque la densité optique à 600nm (DO600) atteint une valeur de 0.5, la température est 

réduite à 18°C, l’expression est induite en ajoutant de l’Isopropyl β-D-1-

thiogalactopyranoside (IPTG) à concentration finale de 1 mM et la culture est poursuivie pour 

une durée de 12 à 18h. Les cellules sont collectées par centrifugation à 6000 g à 4°C. Ensuite, 

le culot est solubilisé dans un tampon de lyse (Tableau 1) et les cellules sont cassées par 

sonication. Le lysat cellulaire est centrifugé à 40000 g, et la fraction soluble est récupérée 

pour les étapes de purification. Toutes les protéines ont été purifiées en deux étapes. La 

première étape est une purification par chromatographie affinité (Tableau 1). Le lysat 

cellulaire obtenu est chargé sur la résine en deux passages. Ensuite, la résine est lavée et les 

protéines sont éluées avec le même tampon, contenant 300 mM imidazole pour les protéines 

contenant une étiquette hexa-histidine ou 50 mM maltose pour les protéines contenant une 

étiquette « maltose binding protein » (MBP). Dans les deux cas la solution d’élution est 

supplémentée avec un cocktail d’inhibiteurs de protéase (Complete, Roche). Après 

vérification de la pureté par SDS-PAGE, les fractions contenants la protéine d’intérêt sont 
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concentrées en utilisant des concentrateurs Sartorius ou Millipore (cut-off de 3 kDa à 10 kDa 

en fonction de la protéine), et la solution est injectées sur la colonne de chromatographie 

d’exclusion de taille (Tableau 1). Les fractions contenant la protéine sont regroupées et 

concentrées. La pureté de chaque protéine est vérifiée par SDS-PAGE et la concentration est 

déterminée par intégration du pic de chromatographie d’exclusion de taille en utilisant la 

mesure de réfractométrie différentielle (RI). Le clivage de l’étiquette MBP N-terminale est 

effectué en utilisant un mutant du domaine catalytique de la protéase TEV (Tobacco Etch 

Virus) que nous avons purifié au préalable. Toutes les étpaes sont effectuées à 4°C ou dans la 

glace. 

La production de la protéase TEV a été réalisée avec le plasmide pRK793 contenant le 

gène de la TEV en fusion avec des étiquettes poly-histidine et MBP. Le plasmide est 

transformé dans des cellules E. coli (Rosetta2). L’expression est induite par ajout de 1 mM 

IPTG à 30°C pendant 5h. Après autoclivage, la TEV est purifiée sur colonne d’affinité Ni
2+

 

(HisSelect, Sigma). 

Le fragment 132-683 de la protéine STAT1h est purifié comme décrit dans 

(Vinkemeier, Cohen et al. 1996) avec des modifications apportées. Brivement après la 

précipitation au sulfate d’ammonium la protéine a été solubilisée dans un tampon de 20 mM 

Tris-HCl à pH 8.8 contenant 150 mM NaCl et éluée à travers une colonne SP sepharose 

équilibrée dans le même tampon. La protéine STAT1132-683 n’est pas retenue sur la colonne, 

contrairement à divers contaminants qui sont ainsi éliminé. La solution contenant STAT132-683 

est ensuite concentrée et éluée à travers une colonne d’exclusion de taille Superdex S200 (GE 

Healthcare) équilibrée dans un tampon 20 mM Tris-HCl à pH 7.5 contenant 150 mM NaCl. 

Pour les mesures d’ITC la solution tampon a été échangée en injectant la protéine sur la même 

colonne de gel filtration, pré-équilibrée dans 20 mM phosphate de sodium à pH 7.5 et 150 

mM NaCl. Les étapes de purification sont effectuées à 4°C. 

Pour les purifications des fragments désordonnées des phosphoprotéines nous avons 

utilisé une solution tampon, contenant comme additif 50 mM des acides aminés glutamate  et 

arginine (50mM RE) (Golovanov, Hautbergue et al. 2004). Cet additif a un effet de 

stabilisation à long terme et diminue la dégradation des protéines. L’addition de 50 mM RE 

dans la solution tampon pour plusieurs fragments de la P de VSV et de NiV pendant leur 

purification et leur stockage à long terme a énormément facilité leur étude. 

Nous avons également utilisé l’arginine seul comme additif. L’utilisation de cet acide aminé 

dans le repliement des protéines et l’inhibition de leur agrégation est largement décrite dans la 
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littérature ((Tsumoto, Umetsu et al. 2004) et références citées). L’utilisant des solutions 

tampon supplémentées avec de l’arginine (0.1 à 0.4 M) à permis la purification et la 

caractérisation structurale du domaine centrale PCD et le fragment P471-709 de la 

phosphoprotéine du virus Nipah. 

Pour les études par spectroscopie de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) les 

protéines sont stablement marquées avec 
15

N et/ou 
13

C comme décrit dans (Marley, Lu et al. 

2001). La dernière étape de purification (chromatographie d’exclusion de taille) est réalisée 

dans un tampon 20 mM Bis-Tris à pH 6.0, contenant 150 à 500 mM NaCl, 50 mM Glu, 50 

mM Arg et 0.5 mM Tris 2-carboxyethyl phosphine (TCEP). Les spectres RMN des fragments 

des différentes protéines ont été enregistrés à 25°C sur des spectromètres Brucker 600 et 800 

MHz. Les expériences de RMN sont effectuées en collaboration avec l’équipe du Dr. Martin 

Blackledge, IBS, Grenoble. 

La phosphoprotéine de VSV deuterée à 80% a été produite par le laboratoire de 

deutération de l’ILL (Dlab, CIBB) et purifiée comme décrit dans (Gérard, Ribeiro et al. 

2007). 

 

2.3. Analyse bioinformatique 

Afin de localiser les limites entre régions désordonnées et structurées à partir de la 

séquence en acides aminés des phosphoprotéines et des nucléoprotéines des virus VSV et 

NiV, nous avons utilisé seize algorithmes de prédiction et nous avons calculé un consensus 

sous la forme d’un score, appelé D-SCORE (Ribeiro, Favier et al. 2008; Gérard, Ribeiro  et al. 

2009). Pour chaque prédiction, un score de 1 est attribué à chaque acide aminé prédit structuré 

et un score de à est attribué à chaque acide aminé prédit désordonnée. Pour chaque acide 

aminé, le score obtenu à partir des 16 prédicteurs est moyenné et porté en graphique en 

fonction de la séquence en acides aminés. Les régions caractérisées par des valeurs de D-score 

moyen supérieures à 0.5 (plus de la moitié des prédictions indiquent que cet acide aminé fait 

partie d’une région structurée) sont considérées comme structurées, les régions caractérisées 

par des valeurs de D-score moyen inférieures à 0.5 sont considérées comme désordonnées. Le 

programme COILS a été utilisé pour détecter des régions suspectées de former des faisceaux 

d’hélices surenroulées (Lupas, Van Dyke et al. 1991).  
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Protéine/ 

Construction 

Virus Etiquette Colonne 

d’affinité 

Tampon de lyse Gel filtration Tampon de gel 

filtration 

P entière  VSV His6 Cter Ni2+ HisSelect CB RE50 AP S200 idem +TCEP 

P1-177 VSV His6 Cter Ni2+ HisSelect CB RE50 AP S200 idem +TCEP 

P1-105 VSV His6 Cter Ni2+ HisSelect CB RE50 AP S200 idem +TCEP 

P1-80 VSV His6 Cter Ni2+ HisSelect CB RE50 AP S200 idem  

P1-60 VSV His6 Cter Ni2+ HisSelect CB RE50 AP S75 idem  

P17-40 VSV His6 Cter Ni2+ HisSelect CB RE50 AP S75 idem 

NΔ21 VSV MBP Nter Amylose  CB - - 

P1-50 Nipah His6 Cter Ni2+ HisSelect CB RE50 AP S75 idem 

P1-70 Nipah His6 Cter Ni2+ HisSelect CB RE50 AP S75 idem 

P1-50 Nipah MBP Nter Amylose CB RE50 AP S75 idem 

P1-100 Nipah His6 Cter Ni2+ HisSelect CB RE50 AP S200 idem +TCEP AP 

P92-190 Nipah His6 Cter Ni2+ HisSelect CB RE50 AP S200 idem +TCEP AP 

P92-250 Nipah His6 Cter Ni2+ HisSelect CB RE50 AP S200 idem +TCEP AP 

P173-240 Nipah His6 Cter Ni2+ HisSelect CB RE50 AP S75 idem +TCEP 

P222-319 Nipah His6 Cter Ni2+ HisSelect CB RE50 AP S200 idem +TCEP 

P300-401 Nipah His6 Cter Ni2+ HisSelect CB RE50 AP S200 idem +TCEP 

P387-479 Nipah His6 Cter Ni2+ HisSelect CB RE50 AP S200 idem +TCEP 

P471-580 Nipah His6 Cter Ni2+ HisSelect CB RE50 R400 AP S200 CB RE50 +TCEP 

P655-709 Nipah His6 Cter Ni2+ HisSelect CB  S75 idem 

P655-709 Nipah MBP Nter Amylose CB S75 idem 

G683D Nipah MBP Nter Amylose CB S75 idem 

K687R Nipah MBP Nter Amylose CB S75 idem 

R661K Nipah MBP Nter Amylose CB S75 idem 

P588-650 Nipah His6 Cter Ni2+ HisSelect CB RE50 AP S75 idem 

P471-709 Nipah His6 Cter Ni2+ HisSelect CB RE50 R200 AP Superose 6 CB RE50 +TCEP 

P1-580 Nipah His6 Cter Ni2+ HisSelect CB RE50 R100 AP Superose 6 CB RE50 +TCEP 

P entière Nipah His6 Cter Ni2+ HisSelect CB RE50 R100 AP Superose 6 CB RE50 +TCEP 

N entière Nipah - - CB AP - - 

N30-532 Nipah MBP Nter Amylose CB RE50 AP - - 

N2-402 Nipah His6 Cter Ni2+ HisSelect CB RE50 AP - - 

N30-402 Nipah MBP Nter Amylose CB RE50 AP  - - 

N30-384 Nipah MBP Nter Amylose CB  - - 

P665-707 Hendra His6 Cter Ni2+ HisSelect CB S75 idem 

P665-707 Hendra MBP Nter Amylose CB S75 idem 

P1-68 RAV His6 Cter Ni2+ HisSelect CB RE50 AP S75 idem 

P1-55 RAV His6 Cter Ni2+ HisSelect CB RE50 AP S75 idem 

P1-42 RAV His6 Cter Ni2+ HisSelect CB RE50 AP S75 idem 

NΔ23 RAV MBP Nter Amylose CB -  

STAT1 132-683 human - Purifié comme décrit dans (Vinkemeier, Cohen et al. 1996) 

L’étiquette MBP en N-terminal est clivée à des étapes tardives. Résine Ni2+ HisSelect de Sigma ; résine Amylose de New 

England Biolabs (NEB). CB – 20 mM Tris-HCl 150 mM NaCl ; RE50 – 50mM Arginine/Glutamate ; R100/400 – arginine 

100/400 mM ; AP – cocktail anti protéases sans EDTA de Roche ; TCEP – Tris Carboxyéthyl Phosphine HCl de Sigma ; 

S75/S200 – colonnes Superdex de GE Healthcare.  

Tableau 1 : Constructions de NiV, VSV et RaV utilisées et leur purification 
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2.4. Dichroïsme circulaire (CD) 

Le dichroïsme circulaire repose sur la capacité d’un échantillon possédant un 

chromophore chiral ou placé dans un environnement asymétrique, d’absorber différemment la 

lumière polarisée circulairement droite et la lumière polarisée circulairement gauche. Le 

spectre dichroïque correspond à la différence d’absorbance entre ces deux types de lumière, 

pour chaque longueur d’onde. Dans le cas des protéines, la liaison peptidique est 

principalement responsable de l’absorbance dans l’ultraviolet lointain (< 250 nm) et la mesure 

du dichroïsme circulaire renseigne sur le contenu moyen en structure secondaire.  

Les mesures de dichroïsme circulaire ont été réalisées avec un spectrophotomètre 

JASCO J-810 équipé d’un système Peltier pour le contrôle de la température. Les spectres CD 

dans l’UV lointain ont été enregistrés à 20 °C dans une cuve de 1 mm en utilisant une 

concentration de protéine de l’ordre de 20 µM. Après soustraction du signal du tampon, 

l’ellipticité molaire par résidu ([Θ]) est calculée avec l’équation : 

[Θ]222𝑛𝑚 =  
0.1 𝛿 

𝐶  𝑙  𝑁𝑎𝑎
   𝑑𝑒𝑔. 𝑐𝑚2. 𝑑𝑚𝑜𝑙−1  

où δ est le signal CD mesuré en mdeg, l est  la longueur de la cuvette, Naa est  le nombre 

d’acides aminés de la protéine et C est sa concentration. Le contenu moyen en hélice α peut 

être déterminé à partir de la valeur de l’ellipticité molaire en utilisant l’équation suivante : 

𝑓𝛼 =
 Θ 𝑒𝑥𝑝
 Θ 𝑕𝑒𝑙𝑖𝑥

 

où  Θ 𝑕𝑒𝑙𝑖𝑥 = −35,000 𝑑𝑒𝑔. 𝑐𝑚2. 𝑑𝑚𝑜𝑙−1 représente la valeur de l’ellipticité molaire par 

résidu pour 100% d’hélice α calculée à partir de l’équation suivante dérivée pour des peptides 

 (Luo and Baldwin 1997): 

 Θ 𝑕𝑒𝑙𝑖𝑥 =  −44,000 + 250 𝑇  1 −
𝑛

𝑁𝑎𝑎
  

où T est la température en degrés Celsius, 𝑛 est le nombre de groupes CO libre dans le peptide 

et 𝑁𝑎𝑎  est le nombre d’acides aminés du peptide. Pour les protéines, nous utilisons une valeur 

de n = 1, en supposant que la majorité des groupes CO à l’extrémité N-terminale des hélices α 

sont coiffés et une valeur de Naa = 10 en supposant une longueur moyenne 10 résidus pour les 

différentes hélices présentes dans la protéine.  
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Les dénaturations thermiques ont été enregistrées à 222 nm dans une cuvette de 1 cm 

de trajet optique en utilisant une concentration de protéine de l’ordre de 2 µM. La 

dénaturation et la renaturation sont suivies en variant la température de 4 à 95 °C à une vitesse 

allant de 1 à 4 °C par minute.  

 

2.5. Chromatographie d’exclusion de taille couplée à la diffusion 

de lumière statique et à la réfractométrie (SEC-MALLS-RI) 

 L’intensité de la lumière diffusée par une solution monodisperse de particules est 

directement proportionnelle au produit de la masse moléculaire et de la concentration. La 

technique de la chromatographie d’exclusion de taille (Size Exclusion Chromatography : 

SEC) couplée à la détection par diffusion de lumière à plusieurs angles (Multi-Agnle Laser 

Light Scattering : MALLS) et à la réfractométrie (refractometry index : RI) fournit une 

mesure absolue de la masse moléculaire des particules. L’utilisation d’une détection en ligne 

en sortie de colonne de chromatographie d’exclusion de taille permet d’une part d’éliminer les 

contaminants ou les agrégats qui, même en quantité limitée, pourraient perturber la mesure de 

l’intensité statique de lumière en cuvette et d’autre part de séparer plusieurs composants qui 

seraient présents en solution. 

La calibration de la colonne de SEC avec des protéines de rayon hydrodynamique (Rh) 

connu (Uversky 1993) permet d’estimer le Rh pour la particule étudiée. La SEC est réalisé à 

l’aide d’une pompe HPLC et le signal de diffusion de lumière est mesuré à 18 angles à l’aide 

d’un détecteur DAWN-EOS (Wyat Technology Corp., Santa Barbara, CA) en utilisant un 

laser de longueur d’onde de 690nm. L’excès d’indice de réfraction est mesuré par un 

refractomètre différentiel RI2000 (Schambeck). Les données sont analysées avec le logiciel 

ASTRA (Wyat). 

 Pour une solution diluée de particules, l’intensité de la lumière diffusée par les 

particules en solution est reliée au produit de la masse moléculaire des particules et de leur 

concentration par : 

𝑹𝜽

𝑲𝑪
= 𝑴𝑷 𝜽 − 𝟐𝑨𝟐𝑪𝑴

𝟐𝑷𝟐(𝜽) 
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où 𝑅𝜃  est le rapport de Rayleigh mesuré, 𝐶 est la concentration en protéine, 𝑀 est la masse 

moléculaire (g.mol
-1

), 𝑃 𝜃  est le facteur de forme qui dépend de la structure des particules 

diffusant la lumière et décrit une dépendance angulaire, 𝐴2 est le second coefficient virial et 𝐾 

est une constante optique qui depend des caracteristiques de l’instrument et de la solution :  

𝑲 =
𝟏

𝑵𝑨
 
𝟐𝝅𝒏𝟎

𝝀𝟐
 
𝟐

 
𝒅𝒏

𝒅𝒄
 
𝟐

 

où 𝑁𝐴 est le nombre d’Avogadro,  𝑛0 est l’indice de réfraction du solvant à la longueur d’onde 

incidente (1.333 pour les tampons aqueux), 𝑑𝑛/𝑑𝑐  est l’incrément d’indice de réfraction du 

soluté (0.185 mL.g
-1 

pour les protéines) et 𝜆 est la longueur d’onde. Pour les particules de 

taille largement inferieure à la longueur d’onde de la lumière utilisée, la dépendance angulaire 

est négligeable et 𝑃 𝜃  = 1. Pour une solution diluée, 𝐴2 est également négligeable, et 

l’équation se simplifie, donnant :  

𝑹𝜽

𝑲
= 𝑪 × 𝑴 

La mesure de l’excès d’indice de réfraction fournit une alternative très intéressante à la 

mesure de l’absorbance pour la mesure de la concentration de la molécule étudiée. 

Contrairement au coefficient d’extension molaire, l’incrément d’indice de réfraction varie très 

peu avec la composition en acides aminés d’une protéine ou même entre protéines et acides 

nucléiques. Une valeur générique de dn/dc pour les protéines ou les acides nucléiques peut 

être utilisée. Au cours de la séparation par SEC un chromatogramme est obtenu pour chaque 

détecteur et en utilisant l’équation décrivant 𝑅𝜃  il est possible d’obtenir la masse moléculaire 

pour chaque point du chromatogramme. Pour chaque tranche du chromatographe, la masse 

moléculaire peut-être déterminée à partir de l’intensité mesurée à chaque angle et de la 

concentration. La masse moléculaire moyenne pour chaque pic chromatographique est 

déterminée en moyennant les valeurs de masse moléculaire obtenue pour chaque tranche du 

chromatogramme.  Le graphe de la masse moléculaire en fonction du volume d’élution fournit 

une mesure de l’homogénéité de l’espèce éluant de la colonne. Ainsi, pour une espèce 

monodisperse, la masse moléculaire calculée est constante pour tous les points à travers le pic.  

Toutes les protéines utilisées pour des mesures biophysiques ont été analysées par 

SEC-MALLS-RI en utilisant différentes colonnes selon la taille de la protéine (Superdex S75 

et S200 HR10/30 (GE Healthcare) ; TSK G3000SW et G4000SW (TOSOH) ; Shodex KW-

803). Typiquement, ces colonnes étaient équilibrées à 20°C dans un tampon 20 mM Tris HCl 

à pH 7.5 contenant 150 mM NaCl. 
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2.6. Diffusion aux petits angles (SAS) 

 La diffusion aux petits angles est une méthode utilisée pour l’analyse des 

macromolécules en solution. Elle n’est limitée ni en masse moléculaire, ni en taille ou en  

niveau de repliement. Elle fournit une mesure de la taille, masse moléculaire et rayon de 

giration, et de la forme de la molécule étudiée. Pendant une expérience l’échantillon est 

illuminé par un faisceau monochromatique de rayons X (généralement de longueur d’onde 

d’environ 1 Å) ou de neutrons (généralement de longueur d’onde entre 2 et 10 Å), et la 

lumière diffusée aux petits angles est enregistrée sur un détecteur. Pendant cette expérience on 

mesure l’intensité de la lumière diffusée en fonction du vecteur de diffusion 𝑞  défini par : 

𝒒   = 𝒌𝒊
    − 𝒌𝒇

      

ou 𝑘𝑖      et 𝑘𝑓      sont respectivement les vecteurs d’onde des faisceaux incident et diffusé (Figure 

1). On relie le module de 𝑞  à l’angle de diffusion par :  

𝒒 =
𝟒𝝅𝒔𝒊𝒏𝜽

𝝀
 

où 2𝜃 est l’angle de diffusion et 𝜆 est la longueur d’onde.  

 

Figure 1: Illustration d'une expérience de diffusion aux petits angles. 𝒌𝒊
     et 𝒌𝒇

     
 sont les vecteurs d'onde du 

faisceau incident et diffusé, respectivement. 𝒒    est le vecteur de diffusion  et 2θ est l'angle de diffusion. 

 

La diffusion aux petits angles est une méthode de contraste et l’intensité mesurée est 

due au contraste entre les particules étudiées et le solvant dans lequel elles se trouvent. 

Lorsqu’on utilise des rayons X (SAXS) le signal de diffusion est extrait de la différence (Δρ) 

entre la densité électronique moyenne de la molécule étudiée (ρM) et celle de la solution (ρS) : 

∆𝝆 = 𝝆𝑴 − 𝝆𝑺 
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Dans une expérience de diffusion par des particules en solution, le signal provient de 

des molécules orientées de manière anisotrope. La diffusion en solution est continue et 

radialement symétrique, et la courbe de la molécule étudiée est obtenue après réduction des 

données et soustraction du signal provenant du solvant seul.  

Approximation de Guinier et rayon de giration 𝑹𝒈 

Aux très petits angles la diffusion peut être décrite par l’approximation de Guinier : 

𝒍𝒏𝑰 𝒒 = 𝒍𝒏𝑰 𝟎 −
𝟏

𝟑
𝑹𝒈

𝟐𝒒𝟐 

où 𝐼 0  est la diffusion à angle nul et 𝑅𝑔  est le rayon de giration (qui est donné par la racine 

carrée de la somme des distances entre le centre de gravité et tous les points de la particule). 

La masse moléculaire de la particule diffusant la lumière peut être déduite de l’ordonnée à 

l’origine, 𝐼 0 , et la valeur de 𝑅𝑔  peut être déduite à partir de la pente (𝑅𝑔 =   𝑝𝑒𝑛𝑡𝑒 3 ). 

Pour une solution monodisperse de particules, le graphique de Guinier, 𝑙𝑛𝐼(𝑞) en fonction de 

𝑞2, est linéaire sur une gamme plus ou moins restreintes de valeurs de q selon la forme et la 

flexibilité de la molécule.  L’approximation est valable sur une plus large gamme de q lorsque 

le 𝑅𝑔  de la molécule est plus petit. Pour les protéines globulaires, le graphique de Guinier est 

linéaire pour des valeurs de q telles que le produit 𝑞𝑅𝑔 < 1.3, tandis que pour des protéines 

allongées ou désordonnées, le graphique est linéaire uniquement pour des valeurs de q telles 

que 𝑞𝑅𝑔 < 1.1. L’absence de linéarité dans ce graphique est caractéristique d’une agrégation. 

D’autre part, pour les échantillons qui se comportent bien, le 𝑅𝑔  ne varie pas d’une façon 

significative avec la concentration de la molécule étudiée. Une variation significative avec la 

concentration peut indiquer une oligomériation ou une agrégation de la molécule ou 

l’existence de d’interactions intermoléculaires.  

 

« A cautionary word is in order regarding the use of the measurement of the radius of 

gyration of a particular protein as the sole criterion for random-coil behavior. Other 

conformations can have similar radii of gyration» 

(Tanford, 1968) 
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La théorie des polymères, développée par Flory, permet de décrire les dimensions 

globales d’un polymère qui se comporte comme une chaîne aléatoire en solution (random 

coil). L’équation de Flory décrit la dépendance du rayon de giration moyen, 𝑅𝑔 , vis-à-vis de 

la longueur de la chaîne 𝑁, selon l’équation : 

𝑹𝒈 = 𝑹𝟎𝑵
𝛎 

où 𝑅0 est une constante et 𝑣 est l’exposant de Flory. Pour un polymère de chaîne d’épaisseur 

infinitésimale, dans un « bon » solvant, la valeur de ν est de 0.5 (Flory 1960). Pour un 

polymère réel, dont la chaîne a une certaine épaisseur, cette valeur est de 3/5. Une valeur 

d’environ 0.598 (𝑅0 de 2.08) a été déterminée à partir de mesures réalisées avec des protéines 

chimiquement dénaturées (Kohn, Millett et al. 2004), et plus récemment, une valeur de 0.522 

(𝑅0 de 2.54) à été proposée pour les protéines intrinsèquement désordonnées qui seraient donc 

plus compactes en solution que les protéines dénaturées chimiquement (Bernado and 

Blackledge 2009). 

Une manière d’adresser la question du rapport entre dimensions et nombre de 

monomères dans la chaîne aléatoire est d’examiner directement les relations internes de mise 

à l’échelle (scaling relationships). Si la distance entre deux résidus dans une chaîne 

désordonnée est 𝑅𝑖𝑗  alors la distance moyenne (RMS) suit la relation : 

 𝑹𝒊𝒋 ∝ 𝑵𝒊𝒋
𝒗  

ou 𝑣 est l’exposant de Flory, à condition que le nombre de résidus 𝑁𝑖𝑗  soit suffisamment 

grand ((Johansen, Jeffries et al. 2011; Johansen, Trewhella et al. 2011) et références citées).  

La valeur de 𝑣 peut être estimée directement à partir du profile de SAXS. Sur une 

gamme intermédiaire de valeurs de q, l’intensité diffusée suit la relation :  

𝑰 𝒒 ∝ 𝒒−𝑫𝒎  

ou 𝐷𝑚  est une constante (Glatter and Kratky 1982). Dans un graphique de 𝑙𝑜𝑔𝐼 𝑞  en 

fonction de log 𝑞, la valeur de Dm est estimée à partir de la pente de la partie linéaire du 

graphique (Figure 2A) qui reflète la distribution des distance interatomiques à des échelles de 

longueurs différentes. Le paramètre Dm représente les relations entre la masse enfermée dans 

un volume et les dimensions du volume (Johansen, Jeffries et al. 2011; Johansen, Trewhella et 

al. 2011). Plus généralement la valeur de Dm pour un polymère est reliée à l’exposant de 

Flory :  

𝑫𝒎 =
𝟏

𝒗
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Pour un polymère idéal qui peut se croiser cette valeur est 2 tandis que pour un polymère réel 

dans un bon solvant, qui ne se croise pas et du aux effets du volume exclu de la chaîne, Dm 

est 1.67 (Beaucage G. 1996 et références citées). Ainsi la valeur de Dm et donc de 𝑣 peut être 

estimée directement d’une courbe de SAXS. Cette valeur ne dépend pas de la taille du 

polymère mais seulement de ces relations internes ce qui permet de comparer des chaînes de 

différents nombre de monomères. Dm est également sensible à la solvatation de la chaîne. 

Intensité extrapolée à angle zéro, I(0) 

 L’intensité à l’angle zéro, I(0), est déterminée par extrapolation car l’angle zéro 

correspond à la direction du faisceau incident qui est bloqué par un masque (« beam stop ») 

afin de protéger le détecteur. Sur une échelle absolue, I(0) dépend du carré du nombre 

d’électrons dans la particule diffusante et ne dépend pas de sa forme. I(0), normalisé par la 

concentration c est proportionnelle à la masse moléculaire 𝑀 de la molécule : 

𝑰𝟎

𝒄
=

𝑵𝑨𝑴

𝝁𝟐
(𝟏 − 𝝆 𝒔 𝝍) 

où NA est le nombre d’Avogadro, ρ(s) la densité électronique du solvant, ψ est le volume 

électronique spécifique moyen et 𝜇 est la masse moyenne par nombre d’électrons. En pratique 

l’expérience est calibrée avec une (ou plusieurs) protéine de masse moléculaire connue et de 

concentration connue. Très récemment une autre méthode pour le calcul de la masse 

moléculaire a été proposé (Rambo and Tainer 2013) qui présente l’avantage de ne pas 

dépendre de mesure avec des protéines standards. 
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Figure 2 : Differentes représentations d’une courbe de diffusion aux petits angles. A) Graphique logI(q) en 

fonction de logq. La pente négative du graphique aux angles moyens représente 𝑫𝒎. Les courbes solide et 

pointillé représentent une protéine globulaire et une protéine désordonnée respectivement. B) Fonction de 

distribution de paires P(r) pour une protéine désordonnée (ligne en rouge), une protéine à plusieurs domaines 

majoritairement structurée (ligne en noir) et une protéine globulaire (ligne en bleu). C) Graphique de Porod-

Debye pour une protéine majoritairement structurée (ronds en noir) et une protéine désordonnée (ronds en 

rouge). D) Graphique de Kratky pour une protéine désordonnée (ronds en rouge), une protéine à plusieurs 

domaines majoritairement structurée (ligne en noir) et une protéine globulaire (ronds en bleu). (Figures d’après 

(Putnam, Hammel et al. 2007; Johansen, Trewhella et al. 2011; Rambo and Tainer 2011)) 

 

Fonction de distribution des distances, 𝑷 𝒓  

 La fonction de distribution des distances, P(r), est un histogramme de distribution des 

distances entre paires d’atomes dans la molécule étudiée :  

𝑷 𝒓 =
𝟐

𝝅
𝒓𝟐 𝒒𝟐𝑰(𝒒)

𝒔𝒊𝒏𝒒𝒓

𝒒𝒓

∞

𝟎

𝒅𝒒 
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En pratique, il est impossible de mesurer 𝐼(𝑞) jusqu’à 𝑞 = 0 et 𝑞 → ∞ et ces valeurs sont 

extrapolées. Le fonction est supposée égale à zéro pour les distances supérieurs à l’extension 

maximale de la particule, 𝐷𝑚𝑎𝑥. Cette fonction peut être calculée directement à partir de la 

courbe de diffusion en utilisant une transformée de Fourier (Svergun 1992). Les paramètres 

𝐼(0) et 𝑅𝑔  peuvent être également déterminés à partir de cette fonction et un bon accord est 

attendu entre leurs valeurs déterminées à partir de la 𝑃 𝑟  et à partir de l’approximation de 

Guinier. La forme de la fonction de 𝑃 𝑟  en fonction de r (nm) permet d’évaluer quelques 

caractéristiques de la forme globale de la molécule étudiée (Figure 2B). Une particule 

parfaitement sphérique a une 𝑃 𝑟  en forme de cloche symétrique dont le maximum est situé 

à 𝐷𝑚𝑎𝑥/2. Pour les molécules désordonnées ou allongées dans une direction, la symétrie de 

la courbe est perdue et son maximum se trouve à 𝑟 < 𝐷𝑚𝑎𝑥/2. Les protéines contenant 

plusieurs domaines sont caractérisées le plus souvent par la présence de plusieurs maxima 

dans leur 𝑃 𝑟 . Des protéines dont les domaines sont rigides génèrent une P(r) présentant 

divers maxima et minima, alors que les protéines très flexibles génèrent une courbe lisse 

(Bernado 2010). 

Graphique de Kratky 

La représentation de Kratky permet d’estimer qualitativement l’état de repliement de 

la molécule étudiée (Glatter 1982). Dans le graphique de 𝐼 𝑞 . 𝑞2 en fonction de 𝑞, une 

molécule entièrement structurée et globulaire donne une courbe en cloche, alors qu’une 

molécule désordonnée et flexible donne une courbe croissante. Les molécules partiellement 

désordonnées présentent un profile intermédiaire. (Figure 2D). Il faut cependant noter que 

cette représentation est très sensible à la soustraction du solvant et au bruit expérimental.   

Graphique de Porod-Debye 

La loi de Porod-Debye décrit une approximation de puissance 4 entre 𝑞 et l’intensité 

de diffusion observée ((Rambo and Tainer 2011) et références citées) : 

𝑰 𝒒 ≈ ∆𝝆𝟐
𝟐𝝅

𝒒𝟒
𝑺 

ou ∆𝜌 est le contraste de densité électronique entre la particule et le solvant et S est la surface 

de la particule étudiée. Similaire à l’approximation de Guinier, cette approximation est 
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valable aux très petits angles, typiquement 𝑞 < 0.15 Å−1 , et suggère que la diffusion d’une 

molécule structurée décroit avec 𝑞−4.  

En pratique la transformation de la courbe de diffusion d’une molécule bien structurée 

en plot de 𝑞4. 𝐼(𝑞) en fonction de 𝑞4 doit générer une courbe hyperbolique qui approche un 

plateau lorsque l’analyse est limité aux petits angles, du à l’existence d’un contraste ∆𝜌 

homogène et bien défini entre la densité électronique de la molécule 𝜌𝑀  et le solvant 𝜌𝑆. 

L’absence d’un tel plateau suggère que le contraste entre 𝜌𝑀  et 𝜌𝑆 est moins bien défini et 

cela est caractéristique d’une flexibilité au sein de la molécule étudiée (Figure 2C). Cette 

représentation est moins sensible à la soustraction du solvant car utilise seulement 

l’information aux très petits angles. 

 

Diffusion de neutrons aux petits angles (SANS) et variation de contraste 

 Dans la méthode de diffusion aux petits angles en solution, la courbe de diffusion 

obtenue après la soustraction de la courbe de diffusion du solvant dépend du contraste entre 

les particules étudiées et le solvant dans lequel elles se trouvent. Le contraste peut être altéré 

en modifiant les propriétés de diffusion des atomes (les amplitudes de diffusion atomiques) 

et/ou les propriétés de diffusion du solvant (la densité de diffusion du solvant). Lorsque les 

neutrons sont utilisés comme rayonnement pour la diffusion, les amplitudes de diffusion 

atomiques et la densité de diffusion du solvant peuvent être modifiées en échangeant les 

isotopes des éléments qui les constituent. En effet, les amplitudes de diffusion de l’hydrogène 

et de son isotope, le deutérium, sont très différentes. En ajustant la densité de diffusion du 

solvant en variant le rapport D2O/H2O dans le solvant, il est possible d’obtenir un contraste 

nul entre la densité moyenne d’une particule et celle du solvant. Dans ce cas, la molécule 

d’intérêt ne contribue plus à la diffusion, elle est « invisible ». 

 Dans le cas de l’étude de complexes protéine-protéine, s’il est possible de produire un 

des partenaires dans une forme deutérée, cette technique permet d’étudier ce partenaire au 

sein du complexe indépendamment des autres. Un des partenaires est produit en remplaçant 

les atomes d’hydrogène par des atomes de deutérium (« protéine deutérée ») et le complexe 

est formé avec le second partenaire dans sa forme naturelle (« protéine hydrogénée »). Le 

rapport D2O/H2O dans le solvant est ajusté de sorte que la densité moyenne du solvant égale 

la densité d’un des deux partenaires, rendant celui-ci invisible. La protéine hydrogénée peut 

être égalée pour une solution contenant environ 40 % de D2O.  Si la protéine « deutérée » à un 
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taux de deutération de 85 %, il est également possible d’égaler la densité de diffusion de la 

protéine deutérérée avec une solution contenant environ 100% D2O. Il est donc possible en 

choisissant les conditions de visualiser l’un ou l’autre partenaire dans le complexe, ou les 

deux. Le graphique de  𝐼(0) 𝐶  (C étant la concentration en protéine) en fonction du 

pourcentage de D2O est linéaire si le complexe est monodisperse et dépourvu d’agrégation. 

Collecte et traitement des données 

Pour les expériences de SAXS, chaque protéine est injectée sur la colonne de 

chromatographie d’exclusion de taille et la fraction centrale du pic d’élution est collectée et 

utilisée. Cette méthode permet de s’assurer de l’absence d’agrégats. De plus, elle permet 

d’échanger facilement le solvant et d’obtenir un échantillon de solvant de composition 

parfaitement identique à celui contenant la protéine. Cela est nécessaire pour enregistrer une 

courbe de SAXS qui, par soustraction, permet d’éliminer la contribution du solvant. 

L’utilisation du SEC-MALLS-RI permet également de vérifier la monodispersité de 

l’échantillon et de déterminer sa concentration par intégration du pic de réfractométrie. 

Pour les expériences de diffusion de neutrons, la collecte et la réduction des données 

ont été réalisées sur la ligne D22 de l’Institut Laue Langevin avec l’aide du Dr. Phil Callow. 

Pour la collecte des données, les échantillons sont placés dans des cuves de quartz de 1 mm 

d’épaisseur et les courbes sont enregistrées à 6°C pendant 6 h (par echantillon) à deux 

distances échantillon-détecteur (2 et 6 mètres) successivement afin d’enregistrer des données 

aux très petits angles et aux angles moyens. Les données sont réduites et le solvant est 

soustrait en utilisant les programmes GRASP et IGOR (programmes ILL). 

Les données de diffusion des rayons X aux petits angles ont été collectées sur la ligne 

de lumière BM29 à l’ESRF en injectant l’échantillon à travers le capillaire de mesure pendant 

l’irradiation aux rayons X. Typiquement dix courbes, chacune résultante de 2 secondes 

d’exposition, sont moyennées après une inspection pour s’assurer de l’absence de dégâts 

d’irradiation. Au minimum trois concentrations sont mesurées par protéine afin de s’assurer 

de l’absence d’une dépendance à la concentration qui signalerait une agrégation, une 

oligomérisation ou des phénomènes de répulsion ou attraction entre les molécules. Les 

données de SAXS sont ensuite moyennées de manière radiale et le signal du tampon est 

soustrait en utilisant le programme PRIMUS (Konarev, Volkov et al. 2003). Le rayon de 

giration 𝑅𝑔  est calculé pour chaque concentration en utilisant l’approximation de Guinier, 

comme implémenté dans PRIMUS.  
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Les données de diffusion des rayons X aux petits angles ont été utilisées pour 

déterminer une enveloppe pour les complexes NΔ21
0
-P60 de VSV et N32-383

0
-P50 de NiV et 

également pour la protéine P471-709 en utilisant les programmes DAMMIN et DAMMIF 

(Svergun 1999). Le point de départ de ces programmes consiste en une sphère de diamètre 

correspondant au 𝐷𝑚𝑎𝑥 déterminé précédemment avec le programme GNOM (Svergun 

1992), remplie par un ensemble de billes figurant des pseudo-résidus. Chaque bille a des 

propriétés de diffusion des rayons X correspondantes à la moyenne pour les acides aminés. 

Une procédure de recuit simulé est utilisée afin de déterminer la combinaison pour laquelle la 

courbe de diffusion théorique correspond le mieux à la courbe de diffusion expérimentale. 

Parce que ce problème n’a pas une unique solution et que généralement plusieurs modèles 

peuvent reproduire la courbe expérimentale, la pratique couramment utilisée consiste à 

construire plusieurs modèles et à les comparer entre eux.  

Le programme DAMAVER permet d’aligner les différents modèles dans l’espace à 

trois dimensions en déterminant un score qui qualifie la correspondance entre les modèles 

(NSD, Normalized Spatial Discepancy) (Volkov and Svergun 2003). 

Différents programmes permettent de calculer la courbe de diffusion théorique à partir 

d’un modèle structural. Nous avons utilisé les programmes CRYSOL (Svergun, Barberato et 

al. 1995) et CRYSON (Svergun, Richard et al. 1998) qui transforment respectivement un  

modèle atomique en une courbe de diffusion de SAXS ou SANS.  

  

2.7. Cristallographie 

2.7.1. Cristallogenèse  

A la différence de SAXS et comme le terme « Cristallographie aux rayons X » le 

suggère, l’échantillon examiné se trouve dans un état cristallin. De façon générale les 

méthodes de cristallisation des protéines nécessitent la dissolution de la protéine purifiée dans 

un tampon aqueux contenant un agent précipitant (polyéthylène glycol, sels, composées 

organiques). Trois phases sont communes au phénomène de cristallisation de toutes les 

molécules : la nucléation, la croissance cristalline et l’arrêt de la croissance. Pendant la 

nucléation les molécules s’associent afin de former un agrégat thermodynamiquement stable, 

un noyau critique, qui constitue la surface de croissance cristalline. L’étape de croissance se 

caractérise par la diffusion des molécules jusqu’à la surface de nucléation et leur assemblage 

en cristal ordonné. L’arrêt de croissance s’impose quand la concentration en protéine diminue 

drastiquement ou avec l’incorporation d’impuretés dans le cristal.  
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Le processus de croissance cristalline peut être visualisé sur un diagramme de phase 

qui décrit l’état stable en fonction des concentrations de protéine et précipitant (Figure 3). 

Quand la concentration de protéine dépasse ses limites de solubilité on parle de l’état de 

sursaturation. Si la sursaturation est importante, les molécules forment des agrégats amorphes, 

si elle est intermédiaire on observe la formation de centre de nucléation et la croissance 

cristalline et si elle est faible, seule la croissance de cristaux déjà nucléés est possible. 

 

Figure 3 : Diagramme de phase. A) protéine en solution ; B) Courbe de solubilité délimitant une zone de sous 

saturation (A) et une zone de sursaturation (B-E) ; C) Zone métastable de sursaturation faible favorisant la 

croissance cristalline ; D) Zone labile de nucléation ou encore zone de sursaturation intermédiaire ; E) Zone de 

sursaturation forte, favorisant la précipitation. 

Plusieurs techniques de cristallisation existent, dont les plus célèbres sont la diffusion 

de vapeur et le « micro batch ». Nous avons essentiellement utilisé la technique de diffusion 

de vapeur qui consiste à enfermer une goutte de la solution de macromolécule dans laquelle le 

précipitant et la protéine sont mélangés, (typiquement 0.1 à 5µL) avec un réservoir de 

précipitant de volume beaucoup plus important (typiquement 0.1 à 2ml) et de laisser le 

système s’équilibrer. Selon sa position dans le système, la goutte peut être assise ou 

suspendue. La diffusion de vapeur dans ce système fermé résulte en transfert net d’eau de la 

goutte contenant la macromolécule vers le réservoir de précipitant de manière à égaliser la 

concentration de précipitant dans les deux compartiments. A ce point la diffusion d’eau de la 

goutte provoque l’augmentation de [protéine] et [précipitant] ce qui déplace les conditions en 

diagonale vers la région de nucléation/croissance cristalline (sursaturation intermédiaire) 

( 1 → (2) Figure 3). Après la formation des premiers cristaux la concentration de protéine 

diminue, provoquant le déplacement des conditions vers la zone de croissance (nommée 

encore zone métastable) ( 2 → (3) Figure 3).  

Plusieurs variables influencent la formation de cristaux de macromolécules et 

notamment la méthode de cristallisation utilisée, le volume de la goutte, le rapport de volume 

goutte/réservoir, la pureté de la molécule, la concentration de la molécule et le précipitant, le 
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pH, la température, les vibrations, la source et l’âge de la protéine. Une approche couramment 

choisie aujourd’hui pour obtenir des conditions de cristallisation consiste à cribler un grand 

nombre de conditions. Pour cela, nous avons utilise le robot de cristallisation de l’EMBL 

Grenoble (HTX Lab) qui utilise la méthode de la goutte assise. Une fois que des conditions 

avaient été identifiées, nous avons réalisé un affinement de ces conditions de manière 

manuelle en utilisant essentiellement la méthode de la goutte suspendue.  

Ensemencement  

Un des paradoxes de la cristallisation est que les conditions optimales pour la 

formation des cristaux ne sont pas optimales pour permettre leur croissance. La nucléation 

spontanée a plus de chance de se produire à une sursaturation intermédiaire (région D dans la 

Figure 3) tandis que la croissance lente, qui permet l’obtention des cristaux bien ordonnés, est 

favorisée à une sursaturation faible (région C dans la Figure 3). La méthode 

d’ensemencement (« seeding ») permet de séparer la phase de nucléation de la phase de 

croissance cristalline. Cette méthode consiste à utiliser les semences (seeds) obtenues 

précédemment et de les transférer dans des gouttes fraîches dans des conditions de 

sursaturation plus faible. Le transfert de semences microscopiques obtenues en cassant des 

cristaux est nommé « Microseeding » tandis que le transfert de cristaux entiers est nommé 

« Macroseeding ». Le « seeding » est utilisé afin d’optimiser la croissance ou la forme 

cristalline, mais il peut également être utilisé pour permettre la cristallisation d’une protéine 

qui diffère de celle utilisée pour former les premiers cristaux, qu’il s’agisse d’une protéine 

homologue, d’une protéine contenant un ligand ou d’une protéine modifiée chimiquement ou 

qui contient des mutations (« seeding hétérologue »).  

Nous avons utilisé la technique de « microseeding » afin d’améliorer les cristaux du 

domaine PXD de la phosphoprotéine du virus Hendra (voir Chapitre 3) ainsi que pour obtenir 

des cristaux du complexe N32-383
0
-P50 de NiV sélénié en utilisant du matériel cristallin du 

complexe N32-383
0
-P50 natif comme semence (voir Chapitre 5). 

 

2.7.2. La diffraction et la densité électronique 

 Les rayons X diffractés à partir d’un cristal peuvent être traités mathématiquement 

comme s’ils étaient réfléchis sur un plan formant un angle 𝜃 avec le faisceau incident et donc 

les maximums de diffraction mesurés pendant l’expérience sont fréquemment appelés 
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« réflexions ». Chaque réflexion enregistrée sur le détecteur est le résultat d’un rayon diffracté 

et peut être décrite par un facteur de structure 𝐹𝑕𝑘𝑙 . Chaque facteur de structure correspond à 

une somme de Fourier dans laquelle chaque terme représente la contribution de chaque atome 

à la réflexion :  

𝑭𝒉𝒌𝒍 =  𝒇𝒊

𝒏

𝒊=𝟏

𝒆𝟐𝝅𝒊(𝒉𝒙𝒊+𝒌𝒚𝒊+𝒍𝒛𝒊) 

où 𝑓𝑖  est le facteur de diffusion de l’atome 𝑖 et l’exponentiel représente une fonction 

périodique tridimensionnelle. 𝑥𝑖 , 𝑦𝑖  𝑒𝑡 𝑧𝑖  sont les coordonnées de l’atome 𝑖 dans la maille 

élémentaire ; h, k et l, en plus d’être les fréquences, représentent également les indices de la 

réflexion et les phases 𝛼𝑕𝑘𝑙  sont implicites dans la représentation exponentielle. Donc chaque 

rayon diffracté est une onde complexe qui résulte des contributions diffractives de tous les 

atomes dans la maille élémentaire. Chaque facteur de structure 𝐹𝑕𝑘𝑙  peut être également 

représenté comme la somme des contributions de tous les éléments volumiques de densité 

électronique présents dans la maille élémentaire : 

𝑭𝒉𝒌𝒍 =  𝝆(𝒙, 𝒚, 𝒛)
𝟎

𝑽

𝒆𝟐𝝅𝒊(𝒉𝒙+𝒌𝒚+𝒍𝒛)𝒅𝑽 

où V est le volume de la maille élémentaire et l’intégrale est calculée pour l’ensemble des 

valeurs de x, y et z dans la maille élémentaire. Chaque élément volumique contribue au 

facteur de structure 𝑭𝒉𝒌𝒍 avec une phase déterminée par ses coordonnées. Après une 

transformée de Fourier on obtient :  

𝝆 𝒙, 𝒚, 𝒛 =
𝟏

𝑽
   𝑭𝒉𝒌𝒍𝒆

−𝟐𝝅 𝒉𝒙+𝒌𝒚+𝒍𝒛 

𝒍𝒌𝒉

 

où 𝑭𝒉𝒌𝒍 représente une réflexion et sa phases 𝜶𝒉𝒌𝒍 est toujours implicite. 𝑭𝒉𝒌𝒍 est un vecteur 

complexe qui peut être décomposé : 

𝑭𝒉𝒌𝒍 =  𝑭𝒉𝒌𝒍 × 𝒆𝒊𝜶𝒉𝒌𝒍  

où  𝑭𝒉𝒌𝒍  est l’amplitude du vecteur complexe 𝑭𝒉𝒌𝒍 et 𝜶𝒉𝒌𝒍 est sa phase par rapport à l’origine 

(ou encore l’angle entre le vecteur et l’axe des nombres réels sur un diagramme de Harker). 

Après remplacement et transformation l’équation du haut devient :  

𝝆 𝒙, 𝒚, 𝒛 =
𝟏

𝑽
    𝑭𝒉𝒌𝒍 𝒆

−𝟐𝝅 𝒉𝒙+𝒌𝒚+𝒍𝒛−
𝜶
𝟐𝝅

 

𝒍𝒌𝒉

 

Cette équation permet de calculer la densité électronique dans la maille élémentaire en 

utilisant les modules  𝑭𝒉𝒌𝒍  (les amplitudes des facteurs de structure représentant les 

réflexions enregistrées sur le détecteur) et les phases 𝜶𝒉𝒌𝒍 pour la réflexion 𝒉𝒌𝒍.  

Résoudre la structure d’une macromolécule par diffraction des rayons X consiste à 

obtenir une carte de cette densité électronique en trois dimensions qui permette de construire 
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un modèle atomique de la macromolécule étudiée. La mesure de l'intensité 𝑰𝒉𝒌𝒍 de chacune 

des réflexions permet de déterminer l'amplitude de l’onde diffractée dans la direction 

correspondante, puisque l'intensité est proportionnelle au carré de l’amplitude. Or, pour 

reconstruire la densité électronique à partir de ces mesures, il faut connaître non seulement 

l’amplitude de l’ensemble des ondes diffractées, mais aussi leur déphasage par rapport au 

rayonnement incident, autrement dit leurs phases 𝜶𝒉𝒌𝒍.  

L’amplitude de chacun des facteurs de structure, étant déterminée directement de 

manière expérimentale, le problème central de la cristallographie est d’obtenir la phase de 

chacun de ces facteurs de structure. Diverses méthodes permettent d’obtenir ces phases, 

utilisant uniquement des données expérimentales, la structure connue d’une autre protéine ou 

une structure prédite par modélisation.  

Phasage expérimental  

Chaque atome dans la maille élémentaire contribue à chaque réflexion enregistrée sur 

les images de diffraction. La perturbation des réflexions causée par l’addition d’un atome peut 

être utilisée afin d’estimer les phases initiales. L’ajout d’un atome lourd dans un cristal 

« natif » de protéine afin d’obtenir des phases s’appelle « remplacement isomorphe ». Le 

cristal ainsi obtenu s’appelle un « dérivé ». La perturbation induite dans les réflexions peut 

être utilisée afin d’estimer les phases initiales. Plusieurs conditions doivent être satisfaites 

pour le succès d’une telle approche. La première condition est que l’ajout de l’atome lourd ne 

perturbe par les paramètres de la maille cristalline et plus précisément n’induit pas un 

changement de conformation de la protéine. La deuxième condition est que l’ajout de l’atome 

lourd provoque un changement d’intensité de plusieurs réflexions. La contribution du 

remplacement isomorphe à l’amplitude des facteurs de structure et des phases est bien 

illustrée sur le diagramme d’Argand (Figure 4A). L’amplitude d’une réflexion mesurée à 

partir du cristal natif et à partir du cristal dérivé sont respectivement nommées  𝐹𝑃  et  𝐹𝑃𝐻 . 

La différence isomorphe est donnée par : 

 𝑭𝑯 ≅  𝑭𝑷𝑯 −  𝑭𝑷  

Cette différence peut être utilisée dans l’estimation des amplitudes du facteur de structure de 

l’atome lourd afin de déterminer sa position en utilisant la méthode de Patterson ou des 

méthodes directes. A partir des coordonnées de l’atome lourd sa phase 𝛼𝐻 peut être estimée 

permettant d’estimer la phase 𝛼𝑃  de la protéine native. Une « ambigüité de phase » subsiste 
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puisque deux solutions sont possibles ; les deux cercles de la Figure 4C se coupent en deux 

endroits. La méthode utilisant un seul dérivé ou SIR (Single Isomorphous Replacement) n’est 

donc, en théorie, pas suffisante pour résoudre le problème de phase. L’utilisation de plusieurs 

dérivés par la méthode MIR (Multiple Isomorphous Replacement) est donc nécessaire. Un 

deuxième dérivé lourd permet de lever l’ambiguïté en identifiant la solution commune aux 

deux situations (Figure 5A). Afin de résoudre l’ambigüité de phase du premier dérivé, il est 

nécessaire que l’atome lourd du second dérivé se fixe sur la protéine à un endroit différent du 

premier. 

 Le facteur de diffusion (ou encore facteur de forme) atomique 𝑓 dépend de la longueur 

𝜆 d’onde et de l’angle 𝛼 de diffraction et possède trois composants :  

𝒇 𝜶, 𝝀 = 𝒇𝟎 𝜶 + 𝒇′ 𝝀 + 𝒇′′ (𝝀) 

où 𝑓0 𝛼  est le facteur de diffusion normal qui dépend seulement de l’angle, 𝑓 ′ 𝜆  et 𝑓 ′′ (𝜆) 

correspondent respectivement au terme de dispersion et au terme d’absorption, qui dépendent 

seulement de la longueur d’onde pour un élément donné.  

Lorsque la longueur d’onde est loin du seuil d’absorption de l’atome, le facteur de diffusion 

possède seulement le composant normal (dit aussi réel) et la loi de Friedel est respectée (loi 

indiquant que les paires de réflexions liées par le centre de symétrie de la maille réciproque 

ont des intensités identiques) ce qui veut dire que les réflexions 𝑕 𝑘 𝑙 et −𝑕 − 𝑘 − 𝑙 ont la 

même amplitude et des phases complémentaires. A une longueur d’onde proche du seuil 

d’absorption atomique 𝑓 ′  et 𝑓 ′′  contribuent également au facteur de diffusion, créant une 

variation des intensités pour les réflexions 𝑕 𝑘 𝑙 et −𝑕 − 𝑘 − 𝑙 et introduisant un décalage 

entre leurs phases, qui ne sont donc plus complémentaires (Figure 4B). 
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Figure 4 : Le phasage expérimentale (figures d’après (Taylor 2003) avec modifications) A) Diagramme 

d’Argand pour SIR. et ⃒FP⃒ est l’amplitude pour une réflexion du cristal natif, et ⃒FPH⃒ pour le cristal dérivé 

et  et ⃒FH⃒ est la différence isomorphe (ou encore facteur de structure de l’atome lourd). B) Diagramme 

d’Argand représentant la loi de Friedel. et ⃒FP(+)⃒et et ⃒FP (-)⃒sont les pairs de Friedel en absence de diffusion 

anomale, ⃒FPH(+)⃒ et ⃒FPH(+)⃒sont les pairs de Friedel lorsqu’une diffusion anomale est présente, et 

⃒FH(+)⃒ et ⃒FH(-)⃒et f " représentent la contribution du diffuseur anomal. C) Construction de Harker pour SIR 

et D) pour SAD. 

 

Ce phénomène de diffusion anomale à une longueur d’onde donnée ou SAD (Single-

wavelength Anomalous Diffraction) peut être utilisé de la même façon que le remplacement 

isomorphe afin de localiser les atomes qui absorbent à la longueur d’onde choisie. La 

recherche des diffuseurs anomaux est réalisée en utilisant la méthode de Patterson ou des 

méthodes directes, telles que celles implémentées dans les programmes SOLVE (Terwilliger 

and Berendzen 1999) et SHELXD (Schneider and Sheldrick 2002). Toutefois, cette approche 

est également limitée par la même ambigüité de phase (Figure 4D).   
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Une solution à ce problème est de combiner la méthode SIR avec la méthode de 

diffusion anomale SAD en utilisant un dérivé lourd par la méthode SIRAS (single 

Isomorphous Replacement with Anomalous Scattering) ou avec plusieurs dérivés lourds par la 

méthode MIRAS (Multiple Isomorphous Replacement with Anomalous Scattering) (Figure 5 

B). Nous avons utilisé la méthode SIRAS pour résoudre la structure du domaine PX de la 

phosphoprotéine du virus Nipah (voir Chapitre 3). 

 

Figure 5 : Solution de l’ambigüité de phase (figures d’après (Taylor 2003) avec modifications). Diagramme de 

Harker pour A) la méthode MIR avec deux dérivés d’atomes lourds et B) la méthode SIRAS. 

 

Une autre manière de résoudre l’ambigüité de phase avec des données de diffusion 

anomale à une seule longueur d’onde (SAD) consiste à utiliser des procédures de modification 

de la densité électronique, comme implémenté par exemple dans les programmes RESOLVE 

(Terwilliger 2000), SHELXE (Uson, Stevenson et al. 2007) et DM (Cowtan 1999). En 

modifiant la densité électronique initiale, ces méthodes permettent de générer de nouvelles 

phases qui, combinées avec les phases expérimentales par le moyen de lissage du solvant 

(solvent flattening), d’inversion du solvant (solvant flipping), de moyenne des copies de la 

molécule liées par une symétrie non cristallographique (NCS) ou d’autres méthodes, 

permettent également de lever l’ambigüité de phase. Nous avons principalement utilisé les 

programmes SHELXE (comme implémenté dans le programme HKL2MAP (Pape and 

Schneider 2004)) et le programme DM pour les modifications de densité électronique.  

 

 

« However, there is still a need for accurate data, successful phase improvement and a 

certain amount of luck » 

(Dodson 2003) 
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Finalement, la collecte de données à plusieurs longueurs d’onde en présence de 

diffuseur anomal ou méthode MAD (Multi-wavelenght Anomalous Diffraction) permet 

également de lever l’ambigüité de phase. 

Dérivation des cristaux 

De nombreux composés peuvent être utilisés pour générer des dérivés à partir de 

cristaux natifs qui soient utilisables pour le phasage expérimental tels que les gaz nobles, les 

sels d’atomes lourds, les chélates de métaux, les halogénures ou les métaux alcalins. Deux 

grandes approches peuvent être utilisées pour introduire ces composés dans les cristaux 

protéiques : cristalliser la molécule en présence du composé ou bien en l’introduiret après 

l’obtention des cristaux.  

La méthode la plus classique de dérivation consiste à tremper un cristal dans une 

solution de sels d’atomes lourds pour une période allant de quelques heures à quelques jours. 

Cette technique a permis de résoudre de nombreuses structures mais elle présente quelques 

inconvénients comme le large choix de composés à tester qui peut demander un temps 

considérable et beaucoup de cristaux. Récemment, il a été proposé que certains anions ou 

cations simples, comme les halogénures ou les métaux alcalins, peuvent être introduits dans 

les cristaux de protéine par des trempages rapides (quick soaks) (Dauter, Dauter et al. 2000; 

Nagem, Dauter et al. 2001). Cette technique qui consiste à tremper brièvement (10 à 300 

secondes) le cristal natif dans une solution, contenant à la fois un cryoprotectant et un 

composé approprié à forte concentration, puis à congeler le cristal, combine en une étape la 

dérivation et la cryoprotection du cristal. Les bromures et iodures (anions de Br et I) sont des 

ions monoatomiques, mous et polarisables. Leur diffusion au sein du cristal est très rapide et 

ils se fixent sur la surface des protéines par des interactions de faible énergie à des groupes 

chargés positivement comme les chaînes latérales des arginines et lysines, à des donneurs de 

liaison hydrogène ou sur des surfaces hydrophobes. Les cations des métaux alcalins sont plus 

spécifiques, interagissant de préférence avec les groupements carboxyliques des aspartates et 

glutamates ou avec le groupement carbonyle de la liaison peptidique.  

Dans ce travail, nous avons effectué des trempages rapides des cristaux du domaine 

PXD du virus Nipah dans des solutions contenant les ions Br
-
, I

-
, Cs

+
 ou Rb+ à des 

concentrations de 0.5 à 1.0 M (voir Chapitre 3). Ces éléments ont un signal anomal 
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significatif aux longueurs d’onde accessibles sur les lignes de lumière de l’ESRF et peuvent 

être utilisés pour des phasages de type SAD/SIRAS (I
-
 et Cs

+
) et MAD/MIRAS (Br

-
 et Rb

+
).  

Remplacement moléculaire 

 Le problème de phase peut être également résolu à partir de la structure connue d’une 

molécule structuralement proche de la molécule étudiée. Dans ce cas, les phases des facteurs 

de structure de la molécule connue, appelée « modèle de phasage » ou « modèle de 

remplacement moléculaire », sont utilisées pour le phasage de la nouvelle molécule. Le 

modèle de remplacement moléculaire peut correspondre à une partie de la molécule étudiée 

ou à une molécule très proche car homologue. Le modèle peut être une structure 

cristallographique mais peut également être un modèle dérivé de données de RMN (Mao, 

Guan et al. 2011), un modèle à basse résolution obtenu par reconstruction à partir de données 

de microscopie électronique ou de diffusion aux petits ou grands angles (Hao 2006), voir un 

modèle ab initio construit par modélisation moléculaire (Qian, Raman et al. 2007). 

 Les phases des facteurs de structure dépendent de la position des atomes dans la maille 

élémentaire et donc, afin d’utiliser les phases issues d’un modèle de remplacement 

moléculaire, il est nécessaire de positionner correctement celui-ci dans la maille. Pour cela les 

méthodes de Patterson sont utilisées afin de déterminer d’abord l’orientation du modèle dans 

la maille élémentaire et puis sa localisation exacte par une recherche translationnelle par 

rapport à l’origine. Ces méthodes sont implémentées dans les programmes PHASER (McCoy 

2007) et MOLREP (Vagin and Teplyakov 2010). Nous avons utilisé la méthode de 

replacement moléculaire avec le programme PHASER afin de résoudre la structure du 

complexe NΔ21
0
-P60 du virus de la stomatite vésiculaire (VSV). 

Collecte et traitement des données de diffraction 

 Pendant ces travaux de nombreux jeux de données de diffraction ont été collectés sur 

les lignes de lumière BM14-4, ID23-1, ID23-2 et ID29 à l’ESRF, ainsi que sur la ligne 

PROXIMA-1 à SOLEIL.  

Un phasage expérimental réussi repose sur la mesure très précise des petites 

différences entre les paires de Friedel, une opération qui peut être compromise par les dégâts 

provoqué par l’irradiation du cristal par les rayons X. En théorie, il est possible d’enregistrer 

les paires de Friedel sur la même image, néanmoins cela exige un alignement des axes du 
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cristal et du dispositif qui peut s’avérer fastidieux. Pour ces raisons, les données de 

diffractions pour le domaine central (PCD) et les domaines C-terminaux (PXD) de la 

phosphoprotéine des virus Nipah et Hendra ont été collectées en utilisant la stratégie du 

faisceau inversé (inverse beam). Dans cette approche, le cristal est tourné de 180° tous les 5 à 

15° de collecte, assurant l’enregistrement successif dans le temps des paires de Friedel. Cette 

stratégie s’est avérée cruciale pour la résolution de la structure de NiV PCD dont les cristaux 

subissaient d’importants dégâts lors de leur irradiation et qui n’avait pas pu être résolue par 

SAD ou MAD après une collecte normale. 

 L’objectif principal des programmes de traitements des données de diffractions est de 

générer une liste d’indices 𝑕𝑘𝑙 avec leurs intensités 𝐼𝑕𝑘𝑙  (et les erreurs associées 𝜍𝐼𝑕𝑘𝑙 ) et une 

bonne estimation des paramètres de la maille cristalline. L’indexation se fait image par image 

en affinant plusieurs paramètres comme par exemple la distance cristal-détecteur, la position 

du centre du détecteur et les paramètres de maille. Pendant l’intégration les intensités des 

réflexions sont mesurées en appliquant un masque autour de chaque tâche. A l’intérieur de ces 

limites se trouve la surface à intégrer et l’extérieur permet d’estimer le bruit de fond. La 

géométrie de la maille, la symétrie de la diffraction et la présence d’absences systématiques 

permettent d’estimer le groupe d’espace. Pendant la collecte de données le cristal tourne et 

selon la forme et la position du cristal par rapport au faisceau, le volume du cristal, qui est 

exposés aux rayons X peut varier, conduisant à des variations d’intensité des réflexions. Une 

étape de mise à l’échelle des intensités est donc nécessaire afin de créer une cohérence 

interne.  

 

Lors de la procédure de réduction des données, la qualité des données est estimée par 

le facteur 𝑅𝑚𝑒𝑟𝑔𝑒  : 

𝑹𝒎𝒆𝒓𝒈𝒆 =    𝑰𝒉𝒍− 𝑰𝒉  

𝒍𝒉

   𝑰𝒉 

𝒍𝒉

  

Ou h est l’indice pour les réflexions uniques, l et l’indice pour les réflexions 

symétriques redondantes et Ih est l’intensité moyenne. En pratique des facteurs 𝑅𝑚𝑒𝑟𝑔𝑒  

normalisés par rapport à la multiplicité d’observation semblent plus appropriés (Evans 2011). 

Au cours de ce travail, les programmes iMOSFLM (Battye, Kontogiannis et al. 2011) 

et XDS (Kabsch 2010) ont été utilisés pour l’intégration et l’indexation, les programmes 

SCALA (Evans 2011) et XSCALE (Kabsch 2010) pour et la mise à l’échelle, le programme 

POINTLESS (Evans 2011) pour la détermination du groupe d’espace et le programme 

XDSCONV (Kabsch 2010) pour la conversion des formats. 
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Construction et affinement des modèles 

 Après l’obtention d’une carte de densité électronique, qui typiquement permet de 

distinguer des éléments de structures secondaire, l’étape suivante consiste à construire un 

modèle atomique en se basant sur la séquence en acides aminés mais aussi sur des propriétés 

connues des protéines comme la structure des acides aminés, la longueur des liaisons 

covalentes, des angles entre les liaisons et ainsi de suite.  

 L’affinement des structures cristallographiques est un processus complexe qui est 

composé de différentes étapes. Chaque cycle d’affinement nécessite la sélection de 

paramètres du modèle, une cible d’affinement et une méthode d’optimisation. Les paramètres 

du modèle sont des variables qui décrivent le contenu du cristal tels que les coordonnées des 

atomes, paramètres de déplacements atomiques (abrégé en facteurs de température ou encore 

facteurs B), occupations des atomes, modèle du solvant et autres. Ces paramètres sont 

combinés et composent les facteurs de structure du modèle, 𝐹𝑚𝑜𝑑𝑒𝑙  qui sont supposés être en 

bon accord avec les valeurs observées, 𝐹𝑜𝑏𝑠 . Et donc l’affinement de structure est un 

processus pendant lequel les paramètres du modèle sont altérés dans le but d’optimiser la 

fonction cible (d’affinement) de type: 

𝑬 = 𝑬𝑪𝑯𝑬𝑴 + 𝝎𝑬𝑫𝑨𝑻𝑨 

ou 𝐸 est la fonction à minimiser, 𝐸𝐶𝐻𝐸𝑀  représente les connaissances à priori et est une 

fonction qui décrit les interactions covalentes et non covalentes, 𝐸𝐷𝐴𝑇𝐴  décrit la différence 

entre les données de diffraction observées 𝐹𝑜𝑏𝑠  et calculées 𝐹𝑚𝑜𝑑𝑒𝑙  et 𝜔 donne le poids relatif. 

En pratique, cette fonction est beaucoup plus complexe (Pannu 1996). Les méthodes 

d’optimisation permettent d’améliorer l’accord entre les paramètres du modèle et les données 

expérimentales et donc la cible d’affinement. Les méthodes les plus utilisées sont (1) la 

construction manuelle dans la carte de densité électronique ou (2) le recuit simulé (Brunger 

and Adams 2002). La qualité du fit du modèle aux données de diffraction est donnée par le 

facteur 𝑅 qui quantifie les différences entre les amplitudes des facteurs de structure observés 

𝐹𝑜  et calculés 𝐹𝑐  : 

𝑹𝒇𝒂𝒄𝒕𝒐𝒓 =    𝑭𝒐 −  𝑭𝒄    𝑭𝒐   

Néanmoins une valeur basse du facteur 𝑅 ne correspond pas nécessairement à un bon modèle. 

Typiquement le facteur 𝑅 peut être artificiellement abaissé en augmentant le nombre de 

paramètres ajustables ou autrement dit en diminuant le rapport « nombre d’observations / 
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nombre de paramètres ». Afin d’éviter cela les données de diffraction sont divisées en 

« réflexions de travail » (working set) qui comprends la majorité des réflexions et « réflexions 

de test » (test set) qui comprend 5 à 10% des réflexions. L’ajustement des facteurs de 

structures observés et calculés pour l’ensemble « de travail » est donné par le facteur 𝑅𝑤𝑜𝑟𝑘  

calculé selon l’équation ci-dessus. Les réflexions de l’ensemble « test » ne sont pas utilisées 

pour l’affinement de la carte de densité électronique, mais sont utilisées pour calculer un 

facteur 𝑅𝑓𝑟𝑒𝑒  (Brunger 1992; Kleywegt and Brunger 1996). La comparaison des facteurs 

𝑅𝑤𝑜𝑟𝑘  et 𝑅𝑓𝑟𝑒𝑒  permet de juger de la qualité de l’affinement. 

La manière de présenter les chaînes latérales des acides aminés pour lesquelles, pour 

des raisons de flexibilité aucune densité électronique n’est observée dans la carte, reste une 

question ouverte. Trois possibilités existent : (1) couper la chaîne latérale créant ainsi une 

pseudo-alanine dans la séquence qui néanmoins est identifiée comme le vrai acide aminé, (2) 

affiner la structure en imposant une occupation zéro pour les atomes de la chaîne latérale qui 

ne sont pas visibles ou (3) construire une chaîne latérale dans le modèle et utiliser le facteur B 

pour indiquer sa grande flexibilité. Chacune de ces solutions à ses avantages et ses 

inconvénients. Nous avons choisi de modéliser les chaînes latérales en entier, même si leur 

densité électronique n’est pas claire, en affinant leur facteur B.  

 

« But at the end of the day, it is the driver's responsibility to learn the meaning of red light » 

(ccp4bb) 

 

Dans ce travail, nous avons utilisé le programme Coot (Emsley and Cowtan 2004) 

pour construire et modifier manuellement le modèle, les programmes BUCCANEER (NΔ21
0
-

P60 de VSV, PXD et PCED de NiV) (Cowtan 2006), ARP/wARP (PXD de HeV) (Langer, Cohen 

et al. 2008) et Autobuild (N32-383
0
P50 de NiV) (Terwilliger, Grosse-Kunstleve et al. 2008) pour 

construire automatiquement les modèles et les programmes d’affinement REFMAC5 

(Murshudov, Skubak et al. 2011) et Phenix.refine (Afonine, Grosse-Kunstleve et al. 2012) 

pour affiner nos modèles. 
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2.8. Calorimétrie de titrage isotherme (ITC) 

 La calorimétrie de titrage isotherme est une méthode qui mesure l’échange de chaleur 

qui se déroule lors de l’interaction entre deux molécules (Wiseman, Williston et al. 1989). 

Dans une expérience, un des partenaires de l’interaction, le ligand, contenu dans une seringue, 

est titré dans une solution contenant l’autre partenaire, le récepteur, contenue dans une cellule. 

L’expérience est effectuée à température constante. La quantité de chaleur absorbée ou libérée 

lors de chaque addition d’une petite quantité de ligand dans la cellule de mesure contenant le 

récepteur est mesurée par rapport à une cellule de référence contenant le solvant. La quantité 

de chaleur mise en jeu est quantifiée comme la puissance électrique nécessaire pour maintenir 

la température constante entre les cellules de mesure et de référence, qui sont placées dans 

une enceinte adiabatique. Ainsi l’intégration de la différence de puissance électrique 

nécessaire pour maintenir la température par rapport au temps définie le changement de 

chaleur apparent 𝑞𝑖 ,𝑎𝑝𝑝  qui correspond à la surface du pic 𝑖. Le changement de chaleur réel 𝑞𝑖  

est obtenu après soustraction du changement de chaleur non-spécifique 𝑞𝑖,𝑛𝑠  et du changement 

de chaleur du à la dilution du ligand 𝑞𝑖,𝑑𝑖𝑙𝑙 . La variation d’enthalpie ∆𝐻 et la constante 

d’association 𝐾𝐴 sont directement obtenus à partir de: 

𝒒𝒊 = 𝒏 𝑴 𝒕𝒐𝒕 × 𝑽𝒄𝒆𝒍𝒍𝒖𝒍𝒆 × ∆𝑯𝒂𝒑𝒑 × ℝ 

ou  𝑀 𝑡𝑜𝑡  est la concentration totale du récepteur dans la cellule de mesure, 𝑉𝑐𝑒𝑙𝑙𝑢𝑙𝑒  est le 

volume et ℝ est la racine d’une équation quadratique résolue par rapport à la concentration de 

ligand et récepteur (Jelesarov and Bosshard 1999). A partir d’une expérience de titration ITC 

et en utilisant une régression non-linéaire à la base de l’équation ci-dessus on peut déterminer 

∆𝐻, 𝐾𝐴 et 𝑛 (le nombre de sites de fixation). 

Des expériences de titrage calorimétrique isotherme ont été réalisées afin de 

caractériser l’interaction entre un fragment de la protéine STAT1 humaine (aa 132-683) et le 

peptide P91-190 de la phosphoprotéine du virus de Nipah (Chapitre 4). Les mesures ont été 

effectuées dans une solution tampon 20 mM phosphate de sodium à pH 7.5, contenant 150 

mM NaCl. Le tampon a été choisi en raison de sa faible enthalpie de protonation. Les mesures 

ont été effectuées à 20 °C sur les instruments ITC200 ou VP-ITC (Microcal). Le peptide P91-

190, utilisé comme ligand, était à une concentration de 1.5 mM et la protéine STAT132-683 

utilisé comme récepteur, était à une concentration  de 70 µM. La chaleur de mélange observée 

lorsque du tampon est injecté dans la solution de STAT1 132-683 est négligeable et 

l’enthalpie de dilution du ligand dans une solution de tampon a été soustraite.   
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Chapitre 3 : Structure de la 

phosphoprotéine  
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3.1. Introduction 

La phosphoprotéine (P) est un composant essentiel de la machinerie de synthèse 

d’ARN responsable de la transcription et de la réplication du génome des virus à ARN négatif 

non-segmenté (Lamb 2007). Au sein de cette machinerie, la phosphoprotéine joue de 

multiples rôles au cours du cycle de multiplication virale. (1) Elle agit comme un cofacteur 

non-catalytique de la polymérase, formant avec la protéine L un complexe polymérasique à 

deux sous-unités. L’ARN génomique est complètement encapsidé par la nucléoprotéine qui 

s’assemble sous la forme d’un long homopolymère hélicoïdal, dénommé nucléocapside (NC). 

Ce complexe N-ARN et non l’ARN nu sert de matrice pour la polymérase virale, mais la 

protéine L seule ne peut pas se fixer sur la nucléocapside, alors que la protéine P est capable 

d’interagir à la fois avec la protéine L et avec le complexe N-ARN, permettant donc 

d’associer le complexe polymérasique avec la matrice N-ARN utilisée pour la transcription et 

la réplication (Chattopadhyay and Banerjee 1987; Paul, Chattopadhyay et al. 1988; Takacs, 

Das et al. 1993). (2) La protéine P agit également comme un chaperon de la nucléoprotéine 

monomérique, empêchant celle-ci de s’associer avec des ARN cellulaires et de polymériser en 

absence d’ARN viral. P constitue avec la forme soluble et sans ARN de N (N
0
) un complexe 

essentiel pour la réplication du virus, qui permet l’encapsidation d’ARN néo-synthétisés – le 

complexe N
0
-P (Masters and Banerjee 1988; Curran, Marq et al. 1995; Gupta and Banerjee 

1997; Mavrakis, Iseni et al. 2003; Mavrakis, Mehouas et al. 2006). Toutefois, ni les 

mécanismes d’encapsidation de l’ARN viral, ni le rôle joué par la protéine L dans ces 

mécanismes ne sont actuellement connus. (3) A côté de ces fonctions dans le cycle de 

réplication viral, la protéine P ainsi que divers produits dérivés du même gène, telles que les 

protéines V, W, C des paramyxovirus, ou les protéines P1 à P5 du virus de la rage, sont 

responsables de l’antagonisme de la réponse interféron des cellules hôtes. Selon le virus, ces 

protéines interagissent avec différents facteurs impliqués dans les voies d’induction de la 

production d’interférons ou dans les voies de signalisation par l’interféron de la production de 

facteurs antiviraux et l’établissement d’un état antiviral. Cette protéine joue donc un rôle 

essentiel pour la réplication du virus dans la cellule hôte et dans le but de mieux comprendre 

la manière dont elle remplit ces fonctions, nous avons entrepris la caractérisation de ses 

propriétés structurales et dynamiques. 

La séquence en acides aminés de la protéine P est faiblement conservée, et 

l’homologie n’est généralement pas identifiable à partir de la séquence au–delà du genre ou 
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de la famille. Par contre, des prédictions de désordre et de structure secondaire à partir de la 

séquence en acides aminés, ainsi que des caractérisations biochimiques et biophysiques de la 

protéine entière ou de fragment démontrent que la phosphoprotéine des MNV possède une 

organisation modulaire commune, avec une conservation de plusieurs régions fonctionnelles 

en allant de l’extrémité N- à l’extrémité C-terminale (Figure 1). La protéine P des MNV peut 

être divisée en deux grandes parties, une partie N-terminale globalement désordonnée (PNTR) 

mais qui possède selon les virus des structures secondaires transitoires et une région C-

terminale (PCTR ou encore appelé PCED) plus structurée, composée de deux domaines séparés 

par une connexion flexible (Karlin, Ferron et al. 2003; Gérard, Ribeiro  et al. 2009; Habchi, 

Mamelli et al. 2012). PNTR comprend les sites de reconnaissance de la nucléoprotéine N
0
 et 

vraisemblablement de la protéine L. Le premier domaine structuré de PCTR est responsable de 

l’oligomérisation de la protéine, formant des dimères chez les Rhabdoviridae et des 

tétramères chez les Paramyxoviridae. Le domaine structuré C-terminal est responsable de la 

fixation de P sur les nucléocapsides.  

 
Figure 1 : Organisation modulaire des phosphoprotéines de Rhabdoviridae et Paramyxoviridae (figure 

d’après  (Gérard, Ribeiro  et al. 2009). Les rectangles représentent les domaines structurés.  

 

Le caractère modulaire de la P et la présence de longues régions désordonnées sont 

deux facteurs qui compliquent sa caractérisation structurale, pour laquelle l’utilisation d’une 

combinaison de méthodes de biologie structurale s’avère être la solution la plus adaptée. A 

mon arrivée au laboratoire, un travail de prédiction et de caractérisation biochimique de la 

phosphoprotéine de VSV et de RaV avait été réalisé (Gérard, Ribeiro et al. 2007; Gérard, 

Ribeiro  et al. 2009; Leyrat, Jensen et al. 2011). Les structures atomiques du domaine central 

d’oligomérisation (Ding, Green et al. 2006; Ivanov, Crepin et al. 2010) et du domaine C-

terminal (Mavrakis, McCarthy et al. 2004; Ribeiro, Favier et al. 2008) étaient connues et un 

travail était en cours pour obtenir un modèle atomique de la P de VSV en combinant les 

structures atomiques du domaine central et du domaine C-terminal avec des données de 
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spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN) et de diffusion des rayons X aux 

petits angles (SAXS). Ma contribution dans ce travail a consisté en le clonage, l’expression et 

la purification du fragment 1 à 105 (P1-105) désordonné, y compris sous une forme marquée 

avec des isotopes pour l’étude par RMN. J’ai également déterminé le rayon hydrodynamique 

(Rh) de plusieurs fragments par chromatographie d’exclusion de taille (SEC) sur la base d’une 

calibration de la colonne avec des protéines globulaires standards de Rh connu. Ces travaux 

sont présentés sous la forme d’un article publié en 2012 dans le Journal of Molecular Biology 

(voir plus loin). 

Ce premier travail a donné l’image d’une phosphoprotéine très étendue, dont les 

dimensions, comparées à celles de la particule virale, indiquent qu’elle pourrait connecter 

entre eux des tours successifs de la nucléocapside. Lorsqu’elle est fixée sur la nucléocapside 

par l’intermédiaire de son domaine C-terminal, la phosphoprotéine échantillonne un espace 

très large autour qui pourrait lui permettre de capter des partenaires ou, en occupant le 

volume, d’empêcher d’autres molécules d’approcher de la nucléocapside. 

Au-delà de la conservation d’une architecture modulaire propre, les phosphoprotéines 

des MNV sont très diverses en taille. Au moment où nous avons entrepris ce travail, la P des 

virus Nipah et Hendra étaient les plus longues des MNV, puisqu’elles comprennent 

respectivement 709 aa et 707 aa contre 507 pour la P du virus de la rougeole, 568 pour la P du 

virus Sendai, seulement 265 aa et 297 aa pour les P du VSV et du RaV, respectivement 

(Chapitre 1, Figure 17), alors que la P des virus de la sous-famille des Pneumovirinae est 

encore plus courte ne comportant que 241 aa chez le virus respiratoire syncytial (RSV). 

Néanmoins, en dépit de cette variabilité dans le nombre d’acides aminés, les prédictions à 

partir de la séquence indiquent une architecture modulaire comparable pour la P des 

hénipavirus (Karlin, Ferron et al. 2003) (Blocquel, D. et al. 2013 dans ANNEXES). Nous 

avons entrepris une caractérisation structurale de la protéine NiV P dans le but d’obtenir, 

comme pour la P de VSV, un modèle atomique.  

Lorsque nous avons entrepris ce travail, les informations structurales concernant la P 

des henipavirus se limitaient à la démonstration que la partie N-terminale (aa 1 a 406) est 

globalement désordonnée et à la modélisation par homologie du domaine C-terminal 

d’interaction avec la partie NTAIL de la nucléoprotéine (Habchi, Mamelli et al. 2010; Habchi, 

Blangy et al. 2011). Nous avons entrepris une analyse bio-informatique de la séquence en 

acides aminés. Afin de localiser les limites entre régions structurées et désordonnées, nous 

avons eu recours au calcul du D-score qui permet d’intégrer les résultats de multiples 

prédictions de désordre en une méta-prédiction consensus. Cette méthode avait précédemment 
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permis de déterminer avec précision la localisation des domaines structurés dans les protéines 

P du virus de Sendai, du VSV et du RaV (Ribeiro, Favier et al. 2008; Gérard, Ribeiro  et al. 

2009; Ivanov, Crepin et al. 2010). Sur cette base, nous avons cloné, exprimé, purifié et 

caractérisé le domaine central PCD et le domaine C-terminal PXD de la phosphoprotéine du 

virus Nipah. Nous avons obtenu des structures cristallographiques pour ces deux domaines 

ainsi que la structure du domaine PXD de la P de HeV. Afin de construire un modèle atomique 

de la P entière, nous avons produit et caractérisé par RMN (collaboration avec le groupe du 

Dr. Martin Blackledge, IBS, Grenoble), par SAXS et par différentes méthodes biophysiques 

différents fragments d’une centaine d’acides aminés prédits comme intrinsèquement 

désordonnés ou partiellement structurés, ainsi que des fragments plus longs contenant à la fois 

des régions désordonnées et structurées et la P entière.  

 

3.1.1. Analyse bioinformatique de la séquence de VSV P 

Des alignements de séquence de la P des virus appartenant au genre des Vesiculovirus 

et des Lyssavirus indiquent l’existence de plusieurs régions hautement conservées séparées 

par des régions faiblement conservées (Gérard, Ribeiro  et al. 2009). Pour la P de VSV le 

consensus des prédictions de désordre obtenu sous la forme du D-score indique la présence de 

quatre régions structurées, séparées par des régions flexibles (Figure 2). Les frontières 

prédites entre les régions désordonnées et domaines structurés sont en accord avec la structure 

cristalline du domaine central de dimérisation (Ding, Green et al. 2006) et ont prédit 

précisément les frontières du domaine C-terminale de fixation au complexe N-ARN ce qui a 

permit sa production est caractérisation structurale (Ribeiro, Favier et al. 2008). Le D-score a 

prédit deux autres domaines structurés dans la partie N-terminale et plus précisément les 

résidus qui sont impliqués dans l’interaction avec le N
0 

et la polymérase virale, 

respectivement (Chen, Ogino et al. 2007; Rahmeh, Morin et al. 2012). Néanmoins l’étude du 

peptide isolé correspondant aux 60 premiers aa du côté N-terminal a démontré son caractère 

désordonné (Leyrat, Jensen et al. 2011). Le désaccord entre les expériences et les prédictions 

dans ce cas peut refléter un état désordonné en solution et un repliement induit par 

l’interaction avec le partenaire moléculaire, et dans le cas de P60 cela serait le N
0
 (Chen, 

Ogino et al. 2007). 
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Figure 2: Prédiction de désordre pour la phosphoprotéine (P) du virus de la stomatite vésiculaire (VSV) 
(figure d’après (Gérard, Ribeiro  et al. 2009) avec modifications). A) et B) Structures cristallines du domaine 

central (PCD) de dimérization (PDB code : 2FQM) et domaine C-terminal (PCTD) d’interaction avec N-ARN 

(PDB code : 2K47), respectivement. C) Localisation des régions de fonction connue et notamment résidus 11-30 

interaction avec N
0
, 79-107 interaction avec la polymérase virale, PCD 107-177 et PCTD 195-265. D) Le graph D-

score qui représente la prédiction le désordre en fonction du numéro des  résidus. La valeur de 1 correspond à un 

résidu « structuré » tandis que la valeur de 0 correspond à un résidu « désordonné ».  

 

3.2. Structure de la phosphoprotéine du virus de la stomatite 

vésiculaire 
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3.2.1. Article: Ensemble structure of the modular and flexible full-length vesicular 

stomatitis virus phosphoprotein 
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3.2.2. Caractérisation d’un fragment tronqué de la partie C-terminale, P1-177 

Afin d’étudier l’influence que peuvent avoir les différentes régions sur les dimensions 

globales de la molécule nous avons produit et caractérisé un variant tronqué de la P de VSV 

contenant les 177 résidus du côté N-terminal. Cette protéine ne contient ni les domaines C-

terminaux ni les jonctions flexibles qui les lient au domaine central mais elle conserve 

néanmoins son domaine de dimérisation intact (Figure 2).  

La masse moléculaire (MM) de 40 ± 4 kDa mesurée par SEC-MALLS-RI est proche 

de la MM théorique de 40.9 kDa confirmant l’état dimérique du fragment. Son volume 

d’élution de la colonne est très proche de celui de la P entière (Figure 3F), confirmant qu’il 

s’agit également d’une protéine non-globulaire. Afin de déterminer les dimensions globales 

de cette protéine nous avons enregistré des courbes de SAXS à des concentrations allant de 

2.6 à 1 mg.ml
-1

. Les profils des courbes sont très similaires ce qui suggère l’absence 

d’agrégation (Figure 3A). Les valeurs de Rg calculées en utilisant l’approximation de Guinier 

ne changent pas avec la concentration confirmant l’absence d’agrégation et donnant un Rg 

moyen est de 5.0 ± 0.1 nm (Figure 3B). La fonction de distribution de distances, P(r), est très 

asymétrique et lisse, en accord avec ce qui est attendu pour une protéine désordonnée et 

flexible. La dimension maximale 𝐷𝑚𝑎𝑥 est de 17.5 ± 0.5 nm avec un maximum de distances 

intramoléculaire à environ 3 nm (Figure 3C). Le Rg de 5.0 ± 0.1 nm et le Dmax de 17.5 ± 0.5 

nm sont très proches des valeurs obtenues pour la protéine entière qui sont respectivement de 

5.3 ±0.1 nm et 18 nm (Gérard, Ribeiro et al. 2007; Leyrat, Schneider et al. 2012), suggérant 

que les domaines C-terminaux contribuent très peu aux dimensions globales de la molécule. 

Le graphique de Kratky présente un pic très asymétrique caractérisé par une augmentation 

continue pour les valeurs de q élevées, tandis que le graphique de Porod-Debye n’atteint pas 

de plateau, ce qui est caractéristique d’une protéine majoritairement désordonnée (Figure 3D 

et 3E).  

Ce fragment de P a été utilisé pour la reconstitution d’un complexe N
0
-P avec la 

nucléoprotéine tronquée du bras N-terminal (N∆21), et ce complexe N∆21
0
-P1-177 a été utilisé 

dans des expériences de RMN pour la caractérisation de la stœchiométrie du complexe (voir 

Chapitre 5). 
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Figure 3 : Expériences de diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS) et SEC-MALLS-RI sur la 

phosphoprotéine P1-177 du virus de la stomatite vésiculaire (VSV). A) Les courbes de SAXS ont été enregistré 

pour des valeurs de q entre 0.05 nm
-1

 et 4 nm
-1

  à quatre concentrations de protéine (2.6, 2.0, 1.5 et 1 mg.ml
-1

). 

B) Analyse de Guinier dans la région de q.Rg < 1.1. C) Fonction de distribution des distances P(r), D) 

représentation de Kratky et E) représentation de Porod-Debye pour la courbe à 2.6 mg.ml
-1

. F) Profiles d’élution 

de P1-177 (ligne en marron) et de P entière (ligne en orange) de la colonne de gel filtration Superdex S200, 

équilibrée dans 20 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl. En rouge les masses moléculaires (MM) à travers les 

pics d’élution, calculées à partir de la diffusion statique de la lumière et la réfractométrie pour chaque protéine. 

Les valeurs numériques des MM ont le même code couleur que les profiles d’élution. 
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3.3 Structure de la phosphoprotéine du virus Nipah 

3.3.1. Analyse bioinformatique de la phosphoprotéine du virus Nipah 

Un alignement de séquences en acides aminés de différents isolats de virus Nipah et 

Hendra indique la présence de régions bien conservées alternant avec des régions faiblement 

conservées (Figure 4). La région C-terminale allant du résidu 470 au résidu 709, qui 

correspond vraisemblablement à la partie C-terminale des autres P, incluant le domaine de 

tétramérisation et le domaine C-terminal PXD de fixation sur la nucléocapside, est conservée, 

ainsi que deux régions de la partie N-terminale qui correspondent au site potentiel 

d’interaction avec N
0
 (aa 1-65) et au site décrit d’interaction avec la protéine STAT1 (Signal 

Transducer and Activator of Transcription 1) (aa 85-140) (Ciancanelli, Volchkova et al. 

2009). Les autres régions présentant des taux élevés de conservation n’ont pas été impliquées 

dans une fonction de la P. 

 
Figure 4 : Score de conservation de séquence pour la phosphoprotéine (P) des virus Nipah (NiV) et 

Hendra (HeV). Score de conservation (Z-score) de la séquence calculé avec le programme AL2CO (Pei and 

Grishin 2001) à partir d’un alignement multiple obtenu avec ClustalW (Larkin, Blackshields et al. 2007). Les 

résidus dont les valeurs de Z-score sont supérieures à 0.5 sont considérés comme conservée.  

 

Le consensus des prédictions de désordre obtenu sous la forme du D-score indique la 

présence de quatre régions structurées, correspondant aux résidus 1 à 35, 100 à 230, 490 à 579 

et 606 à 709 (Figure 5). Par comparaison avec la prédiction de désordre du D-score et le 

positionnement du domaine d’oligomérisation de la protéine P du virus de Sendai, la 

troisième région correspondrait au domaine d’oligomérisation (Tarbouriech, Curran et al. 

2000; Gérard, Ribeiro  et al. 2009). Le programme COILS (Lupas, Van Dyke et al. 1991) 

prédit la présence d’un faisceau d’hélices α surenroulées (coiled-coil) dans la région 520-570 

(Figure 6), renforçant l’idée que cette région correspond au domaine d’oligomérisation. Par 

comparaison avec les autres P des paramyxovirus, la quatrième région comprendrait le 
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domaine PXD qui est le site d’interaction avec la queue désordonnée de la nucléocapside, 

NTAIL (Johansson, Bourhis et al. 2003; Blanchard, Tarbouriech et al. 2004; Kingston, Hamel 

et al. 2004; Houben, Marion et al. 2007; Kingston, Gay et al. 2008).  

 
Figure 5 : Prédiction de désordre pour la phosphoprotéine (P) du virus Nipah (NiV). En haut sont 

représentées dans l’ordre la région d’interaction avec N
0
 (hypothétique) la région d’interaction avec STAT1/2 

(Rodriguez, Cruz et al. 2004; Ciancanelli, Volchkova et al. 2009), la région correspondant au domaine 

d’oligomérisation (hypothétique), la région de jonction (PQ, hypothétique) et la région d’interaction avec le 

domaine NTAIL de la nucléocapside (Habchi, Blangy et al. 2011). La fonction de la région entre les domaines 

d’interaction avec STAT1/2 et d’oligomérisation n’est pas connue. Au milieu, le graph D-score qui représente la 

prédiction de désordre en fonction du numéro des résidus. En bas sont représentées les différentes constructions 

de NiV P générées au cours du travail de thèse présenté ici. 

 

Toutefois, le domaine PXD des autres virus est plus court. Il correspondrait aux 50 

derniers résidus. Une prédiction de structure pour la partie C-terminale par homologie avec le 

PXD du virus de la rougeole confirme cette localisation (Habchi, Blangy et al. 2011). Dans la 

partie N-terminale, la première région prédite structurée correspond au site d’interaction avec 

N
0
 dans d’autres virus (Curran, Marq et al. 1995; Mavrakis, Mehouas et al. 2006; Chen, 

Ogino et al. 2007). En contradiction avec nos prédictions, une étude récente par 

chromatographie d’exclusion de taille et dichroïsme circulaire montre que la partie N-

terminale de la P NiV est globalement désordonnée (Habchi, Mamelli et al. 2010). Cette 
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observation est similaire à celle faite avec VSV et RaV, suggérant qu’il s’agit d’une région 

qui se structure lors de la formation d’un complexe avec son partenaire N
0 

(Gérard, Ribeiro  et 

al. 2009). Quant à la seconde région prédite structurée, elle comprend le site identifié 

d’interaction avec les protéines STAT1, STAT2 (Shaw, Garcia-Sastre et al. 2004; Ciancanelli, 

Volchkova et al. 2009) et PLK1 (Polo-Like Kinase 1) (Ludlow, Lo et al. 2008). Cette seconde 

région prédite comme structurée est plus longue que la seconde région conservée entre les P 

de NiV et HeV. La plus faible conservation dans la région (aa 150-230) est due à une 

différence entre les séquences des isolats de NiV par rapport aux séquences des isolats d’HeV 

qui suggère une différence dans les processus de recrutement des molécules STAT entre les 

deux virus. Les deux régions de la partie N-terminale de NiV P, ainsi que le début de la région 

C-terminale, pourraient donc constituer des « éléments de reconnaissance moléculaire » ou 

MoRE.  

 
Figure 6 : Prédiction de régions formant des faisceaux d’hélices α surenroulées. Les lignes noires continue  

et en pointillée représentent la prédiction en utilisant une fenêtre de 14 ou 28 résidus, respectivement. 

 

Sur la base de ces prédictions différentes constructions du gène de la phosphoprotéine 

de Nipah (isolat malaisien UMMC1, Genebank AY029767) ont été clonées dans le vecteur 

d’expression bactérien pET28 en fusion avec une étiquette poly-histidine non clivable à leur 

extrémité C-terminale ou dans le plasmide pETM40 en fusion avec une étiquette MBP 

clivable avec la protéase TEV à leur extrémité N-terminale (voir Chapitre 2 – Matériels et 

Méthodes) (Figure 5). La protéine entière et les différents fragments ont été exprimés en 

bactéries E. coli Rosetta et ils ont été purifiés en deux étapes, par une chromatographie 

d’affinité sur une colonne Ni
2+

 suivie par une chromatographie d’exclusion de taille. Les 
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différentes protéines présentaient un degré de pureté supérieur à 95%, estimé par l’absence de 

contaminants visibles par SDS-PAGE en utilisant une coloration au bleu de Coomassie.  

 

3.3.2. Le domaine PX d’interaction avec les nucléocapsides  

3.3.2.1. Structure tridimensionnelle du domaine PX du virus Hendra 

La structure tridimensionnelle du domaine PX du virus Hendra a été déterminée par 

cristallographie et diffraction des rayons X. La protéine a cristallisé dans un groupe d’espace 

P21 avec deux molécules dans l’unité asymétrique. Les phases ont été déterminées par la 

méthode SAD (Figure 7A) en utilisant des données collectées à la ligne BM14-4 à ESRF 

avec des cristaux d’un dérivé sélénométhionine et la structure a été déterminée à une 

résolution de 1.65 Å (Tableau 1).  

 

Figure 7 : Structure du domaine C-terminal (PXD) du virus Hendra (HeV). A) Carte de densité électronique 

(contour à 1σ) obtenues expérimentalement par la méthode SAD pour le domaine PX du virus Hendra. B) 

Représentation en cartoon des deux molécules de PXD composant l’unité asymétrique. Les molécules sont 

colorées du bleu (N-terminal) au rouge (C-terminal). 

 

La carte de densité électronique était bien définie pour l’ensemble du domaine, à 

l’exception de quelques chaînes latérales à la surface de la protéine, et le modèle de la chaîne 
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B comprend quelques résidus supplémentaires (LEHH) appartenant à l’étiquette poly-

histidine. La structure est composée de trois hélices α formant un faisceau de trois hélices 

antiparallèles (Hα1, Hα2 et Hα3) (Figure 7B). L’unité asymétrique est constituée de deux 

copies du domaine PX qui sont équivalentes (RMSD = 0.65 Å) et interagissent par une 

interface (900 Å
2
) formée par les hélices Hα1 et Hα3. Cette interface, considérée comme une 

interface de dimérisation stable par le logiciel PISA (Krissinel and Henrick 2007), n’est pas 

entièrement symétrique et est composée de résidus hydrophobes (Ala 657, Val 661 et 662, 

Met 665, Val 692, Ala 696, Ile 703) et résidus polaires (Asp 655, Ser 658 Thr 664 et 668, His 

669, Gln 693, Asn 700). La structure du domaine PX du virus Hendra est donc semblable à 

celle du domaine PX du virus des oreillons (MuV), du virus de la rougeole (MeV) et du virus 

Sendai (SeV) (Figure 8). 

 

Tableau 1. Statistiques de collecte des données (BM14-4) et d’affinement de la structure du HeV PXD           

 

 Crystal 

Data collection 

 
 

Wavelength (Å)                             0.9393 

Space group                               P1211 

Unit cell 

           a, b, c (Å)           

           α, β, γ (°)  

 

21.49, 43.28, 51.26  

90.00, 79.78, 90.00, 

Resolution
a
 (Å)  32.85 - 1.65 (1.80 - 1.65) 

I/σ(I)
 a
                            14.24 (1.89) 

Rsymm                            0.037 (0.546) 

Completeness
a
 (%)                      98.6 (98.7) 

Multiplicity
 a
                            2.7 (2.48) 

Total reflections*(Friedel pairs unmerged)  58428 

Refinement  

Resolution
a 
(Å)  32.85  - 1.65 (1.72  - 1.65) 

R-factor
a
                              0.188 (0.306) 

R-free
a
                                0.224 (0.306) 

Number of atoms                                        

            macromolecules 

            ligands  

            water 

1010                                

973 

2 

35 

Number of protein residues                               116 

R.m.s. deviations 

            bond lengths (Å) 

            bond angles (°)                                  

 

0.012 

1.12 

Ramachandran favored (%)                        99 

Ramachandran allowed (%)                        1 

Average B-factor                        

             macromolecules  

             solvent 

37.20 

36.90 

44.80 
a
Values in parentheses are for highest-resolution shell. 
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Figure 8 : Les domaines C-terminaux (PXD) des Paramyxovirinae. Les PXD des virus A) Hendra (HeV) ; B) 

Rougeole (MeV, code PDB : 1OKS); C) Oreillons (MuV, code PDB : 3BBZ); D) Sendai (SeV, code PDB : 

1R4G). E) Les quatre PXD superposés. Les domaines sont colorés du bleu (N-terminal) au rouge (C-terminal). 

Les RMSD des Cα entre le HeV PXD et Mev, Muv et SeV PXD sont 1.22, 1.55 et 0.88Å, respectivement. Les PXD 

sont superposés sur les structures secondaires en utilisant le programme CCP4MG (McNicholas, Potterton et al. 

2011). 

3.3.2.2. Structure tridimensionnelle du domaine PX du virus Nipah 

La structure tridimensionnelle du domaine PX du virus Nipah a été déterminée par 

cristallographie et diffraction des rayons X. Le domaine PX a cristallisé dans un groupe 

d’espace P43212 avec une seule molécule dans l’unité asymétrique. Les données ont été 

collectées sur les lignes de lumière ID29 à l’ESRF et PROXIMA-1 à SOLEIL. 

 

Figure 9 : Structure du domaine C-terminal (PXD) du virus Nipah (NiV). A) et B) Cartes de densité 

électronique (contour à 1σ) obtenues expérimentalement par la méthode SIRAS pour le domaine PX du virus 

Nipah. C) Représentation en cartoon du modèle final coloré du bleu (N-terminal) au rouge (C-terminal). 

 

 Les phases initiales ont été obtenues par la méthode SIRAS (Figure 9A et 9B) et la 

qualité de la carte initiale a permis de tracer automatiquement la quasi-totalité de la chaîne 
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avec le programme BUCCANEER (Cowtan 2006). La structure a été déterminée à une 

résolution de 2.45 Å (Tableau 2). L’analyse par spectrométrie de masse (platforme IBS) a 

montré que la méthionine N-terminale a été clivée au cours de l’expression. Du côté N-

terminal, le résidu Ala656 n’est pas visible dans la densité électronique, alors que du côté C-

terminal, seule la densité électronique de la chaîne principale est visible pour les quelques 

derniers acides aminés et l’étiquette poly-histidine n’est pas visible. 

  

Tableau 2. Statistiques de collecte des données (ID29) et d’affinement de la structure du NiV PXD           

 

 Crystal 

Data collection 

 
 

Wavelength (Å)                             1.776 

Space group                               P43212 

Unit cell 

           a, b, c (Å)           

           α, β, γ (°)  

 

35.5, 35.5, 112.9  

90.00, 90.00, 90.00, 

Resolution
a
 (Å)  33.71 – 2.45 (2.58 – 2.45) 

I/σ(I)
 a
                            4.3 (2.3) 

R-symm
a
                             0.059 (0.244) 

Completeness
a
 (%)                      96.5 (65.95) 

Multiplicity
 a
                            5.8 (2.0) 

Unique reflections  2827 

Refinement  

Resolution
a 
(Å)  33.71 – 2.45 (2.51 – 2.45) 

R-work
a
                              0.216 (0.36) 

R-free
a
                                0.27.3 (0.38) 

Number of atoms                                        

            macromolecules 

            water 

455                                

444 

11 

Number of protein residues                               55 

R.m.s. deviations 

            bond lengths (Å) 

            bond angles (°)                                  

 

0.023 

2.18 

Ramachandran favored (%)                        86.6 

Ramachandran allowed (%)    

Ramachandran outlier (%)                                            

9.4 

3.8 

Average B-factor                       73.4 
a
Values in parentheses are for highest-resolution shell. 
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La protéine est constituée de deux hélices, une courte (Hα1) et une longue (Hα2), qui 

peuvent être clairement distinguées dans la carte de densité électronique initiale (Figure 9A et 

9B). Bien qu’il n’y ait qu’une molécule dans l’unité asymétrique, l’analyse de l’empilement 

cristallin indique la formation d’une interface hydrophobe d’interaction (580 Å²) entre deux 

molécules de PX dans le cristal, formées par l’hélice Hα1 et la moitié N-terminale de l’hélice 

Hα2 (Figure 10). L’analyse de cette interface avec le logiciel PISA (Krissinel and Henrick 

2007) suggère qu’elle est spécifique et ne peut pas être expliquée uniquement par 

l’empilement cristallin.  

Dans la structure cristallographique du complexe PXD-NTAIL du virus de la rougeole 

(Kingston, Hamel et al. 2004), et dans les cartographies réalisées par RMN des interactions 

entre ces deux partenaires dans les complexes des virus de Sendai (Houben, Marion et al. 

2007) et d’Hendra (Communie, G. et al. dans ANNEXE), le site de fixation de l’hélice du 

NTAIL sur le domaine PX est constitué par la surface formée par l’assemblage côte-à-côte des 

hélices Hα2 et Hα3.  

 

Figure 10 : Empilement cristallin de PXD de NiV. A) Représentation en cartoon de PXD de NiV (en vert) et sa 

molécule symétrique (en bleu). B) et C) zoom sur l’interface de contact entre les molécules symétriques de NiV 

PXD. B) Le résidu Ser 660 et le groupement carbonyle de la liaison peptidique du résidu His 671 sont représentés 

en bâton. En pointillé noir les interaction polaires d’une distance inferieure à 3.5 Å. C) Les résidus hydrophobes 

sont représentés en bâton. 

 

Dans la structure cristallographique du PXD de NiV, cette surface de fixation du NTAIL 

n’existe donc pas, suscitant différentes questions. La structure du domaine PXD de NiV est-

elle dynamique et peut-elle s’échanger avec d’autres formes ? Comme le suggère la présence 
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de « dimères » dans l’empilement cristallin, existe-t-il des dimères en solution ? La forme 

cristallisée de la protéine est-elle la forme majoritaire de la protéine présente en solution ou 

est-elle au contraire une forme minoritaire piégée lors de la cristallisation ? Si elle est la forme 

majoritaire, la P de NiV utilise-t-elle un mode de fixation sur le NTAIL différent de celui des 

autres paramyxovirus? Cette dernière suggestion est étonnante compte tenu du fait que le 

domaine PX de NiV se fixe sur la région NTAIL d’HeV et inversement (Habchi, Mamelli et al. 

2010), mais afin de répondre à ces questions, nous avons entrepris d’une part une analyse 

détaillée des deux structures afin de comprendre le rôle joué par les acides aminés qui 

diffèrent entre les deux protéines, et d’autre part une étude détaillée des propriétés de ces 

domaines en solution.  

Nous presentrons les résultats des études en solutions obtenus en utilisant des PXD 

portant aucun tag de purification. Il faut noter que des résultats équivalents ont été obtenus 

avec les domaines PX en fusion avec l’étiquette hexa-histidine qui ont été utilisés pour la 

cristallisation (non montré). 

 

3.3.2.3. Comparaison des structures cristallographiques de NiV et HeV PXD 

 La simple comparaison des deux structures révèle que les hélices Hα2 et Hα3 du PXD 

du virus Hendra correspondent à la longue hélice C-terminale (Hα2) du virus Nipah (Figure 

11B et C).  

 
Figure 11 : Propension à former des hélices α pour le domaine PX de NiV déterminée avec le logiciel 

AGADIR. A) Prédiction AGADIR. B) et C) Représentation en cartoon de NiV PXD et HeV PXD, respectivement, 

colorés du bleu (N-terminal) au rouge (C-terminal).  

 

L’analyse de la séquence du PXD de NiV avec le logiciel AGADIR (Lacroix, Viguera et al. 

1998) prédit la présence de trois hélices avec un coude localisé au niveau des acides aminés 
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Y684LNKAEN690 au milieu de la longue hélice C-terminale (Figure 11A). Cette prédiction est 

basée sur l’analyse d’interaction locale, suggérant que la propagation de l’hélice dans cette 

région est due à des interactions tertiaires.  

Afin de comprendre l’origine moléculaire de cette différence de structure, nous avons 

analysé l’environnement des acides aminés qui différaient entre les séquences des virus Nipah 

et Hendra (Figure 12). Il existe 10 à 12 substitutions entre les séquences des domaines PX des 

différents isolats de Nipah et Hendra.  

 
Figure 12 : Alignement de séquences de la région C-terminale (PXD) des phosphoprotéines des 

Henipavirus. Représenté l’alignement de séquences des virus Cedar, paramyxovirus de chauve-souris (bat 

paramyxovirus), virus Hendra et trois séquences représentatives du virus Nipah. La numérotation est par rapport 

aux séquences de Nipah. Les résidus en blanc sur font rouge sont identiques, les résidus en rouge sur fond blanc 

sont de nature similaire ou conservés >75%. Sur la figure sont marqués les résidus strictement conservés dans les 

différentes souches de Nipah (flèches en violet) mais non conservé chez Hendra et les résidus qui sont similaires 

mais pas conservés (flèches noirs) entre les souches de Nipah. Les résidus que nous avons muté sont marqués par 

une étoile en jaune (voir plus loin). L’alignement est fait en utilisant le programme MAFFT (Katoh and Standley 

2013) et la coloration en fonction de la conservation par le programme ESPript (Gouet, Courcelle et al. 1999). 
 

Trois résidus valine qui se situent dans l’interface entre l’hélice Hα3 et les deux autres 

hélices du HeV PX (Val662, Val692 et Val695) sont remplacés par des résidus isoleucine dans 

la séquence de NiV PXD que nous avons utilisé (Ile664, Ile694 et Ile697).  

 
Figure 13 : Résidus hydrophobes non conservés entre NiV et HeV PXD. Représentation en cartoon de HeV 

PXD. Sont représentés en batôns et colorés en rouge les résidus Val662, Val692 et Val695 et en orange Met665 et 

Met680 (double conformation) qui ne sont pas conservés entre les isolats de NiV et HeV PXD étudiés. 

Deux de ces trois résidus isoleucine sont strictement conservés dans les différents 

isolats de Nipah. Le volume plus important des résidus isoleucine et leur géométrie différente 

pourraient perturber l’arrimage de la troisième hélice sur la surface formée par les deux 

premières. De la même manière, deux résidus méthionine du HeV PXD (Met665 et Met680) 
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qui sont localisés à la périphérie du cœur hydrophobe sont remplacés par des acides aminés à 

chaînes aliphatiques longues (Leu667 et Ile682) (Figure 13).  

Dans le NiV PXD, l’hélice Hα1 s’étend entre les résidus Ser660 et Ile672 et le résidu 

Ser659 constitue une coiffe pour l’extrémité N-terminale (NCAP) de l’hélice Hα1 (Figure 

14F). Cet arrangement permet à la Ser660 de se positionner correctement afin de former une 

liaison hydrogène avec le carbonyle de l’His671 (Figure 10). Dans HeV PXD cette position est 

occupée par une Ala (Ala657) et non pas par une Ser ce qui résulte au gain de deux liaisons 

hydrogène dans la conformation observée pour PXD de Nipah dans le cristal.  Dans le HeV PX 

l’hélice Hα1 commence au résidu Asp655 (3 résidus en plus que dans l’hélice Hα1 du NiV 

PXD) dont la chaîne latérale constitue une coiffe pour l’extrémité N-terminale (NCAP) de 

l’hélice pour une des molécules dans l’unité asymétrique (Figure 14I). Cette hélice Hα1 ne 

semble pas être coiffée dans la seconde molécule. Par contre, il est intéressant de noter que la 

boucle entre les hélices Hα1 et Hα2 ainsi que la partie C-terminale de l’hélice Hα1 et la partie 

N-terminal de l’hélice Hα2 sont strictement conservées. Dans les deux structures un résidu 

aspartate (D674 pour NiV et D672 pour HeV) forme un NCAP pour l’hélice Hα2 en formant 

des liaisons hydrogène avec les groupements amide des résidus +2 et +3 ce qui positionne un 

résidu positivement chargé (Arg 678 pour NiV et Arg 676 pour Hev) en face des carbonyles 

du dernier tour de Hα1 et forme un CCAP (Figure 14A et 14B). Dans le HeV PX, un réseau de 

liaisons hydrogène stabilise la boucle entre les hélices Hα2 et Hα3 (Figure 14H). Notamment, 

le résidu Thr688 constitue une coiffe pour l’extrémité N-terminale (NCAP) de l’hélice Hα3 en 

formant par l’intermédiaire du groupe OH de sa chaîne latérale une liaison hydrogène avec le 

groupe amide du résidu Glu691. Le remplacement du résidu Thr688 par le résidu Asn690 

dans le domaine PX de NiV pourrait fragiliser ce réseau et contribuer à la mise en place d’une 

structure alternative.  

La substitution du résidu Gly683 de NiV PX par un résidu Asp (Asp681) chez HeV, 

qui est la modification la moins conservative observée entre les domaines, ne semble pas 

avoir d’implication dans la stabilisation de la structure de l’un ou l’autre des domaines.  



 

152 
 

 
Figure 14 : Comparaison des interactions stabilisant les conformations des PXD de NiV et HeV. En vert le 

PXD de NiV et en orange le PXD de HeV. Les lignes en pointillé noir montrent des interactions polaires d’une 

distance inferieure à 3.5 Å. A) et B) Les interactions entre les chaînes latérales et la chaîne principale stabilisant 

les hélices Hα1 et Hα2 de NiV et HeV PXD, respectivement. Le résidu Asp 674/672 forme un NCAP pour Hα2 

tandis que le résidu Arg 678/676 forme un CCAP pour Hα1, respectivement. C) et E) Les interactions stabilisant 

la forme en deux hélices de NiV et la forme en trois hélices de HeV, respectivement. Rôle centrale des résidus 

Arg 661 pour NiV et Lys 659 pour HeV. D) Superposition des PXD de NiV et HeV sur les hélices Hα1 et Hα2. 

L’encadré du haut montre le positionnement des zooms de A) et B) tandis que l’encadré du bas montre le 

positionnement des zooms de C) et E). F) Stabilisation du côté N-terminale de Hα1 par les résidus Asp 662 et 

Ser 659 formant un NCAP. H) Interactions stabilisant d’avantage la forme en trois hélices du PXD de HeV.  G) 

Même superposition que D) mais tournée de 90°. L’encadré montre le positionnement du zoom H). I) 

Stabilisation du côté N-terminale de Hα1 par le résidu Asp 655. 
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Deux résidus arginine et un résidu lysine d’HeV PXD (Lys659, Arg663 et Arg685) sont 

remplacés respectivement par deux résidus lysine (Lys665 et Lys687) et un résidu arginine 

(Arg661) dans NiV PXD. Dans certains isolats de Nipah le résidu à la position 687 est une 

lysine tandis que chez d’autres souches c’est une arginine. Dans la séquence de Niv PXD que 

nous avons étudié (souche UMCC1) le résidu 687 est une lysine tandis que ce résidu est une 

arginine chez HeV PXD.  

Dans la structure de NiV PX, le résidu Lys687 se situe au milieu de la longue hélice 

Hα2 et sa chaîne latérale pointe vers le solvant. Dans la structure du HeV PX, l’Arg685 

correspondante est localisée dans le dernier tour de l’hélice Hα2, et sa chaîne latérale pointe 

également vers le solvant. Les résidus Arg661 et Lys665 de NiV PXD sont quant à eux 

impliqués dans un réseau de liaisons hydrogène et de ponts salins entre l’extrémité N-

terminale de l’hélice Hα1 et une région située au centre de l’hélice Hα2 (Figure 14C). Cette 

région correspond précisément à la région non-prédite en hélice par le logiciel AGADIR 

(Y684LNKAEN690) (Figure 11), qui forme la boucle entre les hélices Hα2 et Hα3 dans le HeV 

PXD (Figure 14H) et se prolongeant par un groupe de trois acides aminés chargés 

négativement D691EE. Le résidu Arg661 forme des contacts polaires avec les résidus Glu689 

et Glu692, et le résidu Lys665 interagit avec les résidus Asn686 et Glu689 (Figure 14C). 

Dans la structure de Hev PXD, le résidu Lys659 forme des liaisons hydrogène avec les 

carbonyles des résidus Leu683, Asn684 et Ala686 formant une coiffe du côté C-terminal de 

l’hélice Hα2 (Figure 14E). Les résidus Glu687 et Glu690, qui correspondent aux résidus 

Glu689 et Glu692 de NiV PXD sont orientés différemment, faisant face au solvant et ne 

formant pas d’interactions directes avec d’autres résidus.  

SEC-MALLS-RI 

Les domaines PX de NiV et d’HeV éluent de la colonne S75 sous la forme d’un seul 

pic. Leur rayon hydrodynamique (NiV: Rh 2.0 ± 0.1 nm et HeV: Rh 2.0 ± 0.1 nm) est 

supérieur à celui attendu pour des protéines compactes de même masse moléculaire. Les deux 

protéines éluent à des volumes inférieurs au volume d’élution de la RNAse A (124 aa, Rh 1.9 

nm) dont la masse moléculaire est largement supérieure (Figure 15A). Ce résultats suggèrent 

que dans ces conditions, à pH 7.5 et en présence de 150 mM NaCl, les deux protéines sont 

allongées ou partiellement flexibles. Il est intéressant de noter que l’augmentation de la 

concentration en sel provoque une diminution du Rh et donc une compaction des deux PXD 

tandis qu’à faible concentration en sel le Rh augmente d’avantage et donc les deux domaines 
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semblent être plus allongés (tableau Figure 15). Il faut aussi noter que PXD de NiV élue de la 

colonne systématiquement à un volume plus petit que PXD d’HeV et est donc légèrement plus 

étendu. La masse moléculaire déterminée par SEC-MALLS-RI est de 7.5  ±1 kDa pour le PXD 

d’HeV et de 7.6 ±1 kDa pour le PXD de NiV, en accord avec la masse moléculaire calculée à 

partir de la séquence en acides aminés (6.3 kDa) et ne varie pas à travers les pic.  

 
Figure 15 : Masse moléculaire et rayons hydrodynamiques (Rh) de NiV et HeV PXD et les mutants R661K, 

G683D et K687R, mesurées par SEC-MALLS-RI. A) Profiles d’élution de NiV PXD (gris claire), HeV PXD 

(gris foncé) et la RNAse A (noir) de la colonne de gel filtration Superdex S75, équilibrée dans 20 mM Tris-HCl 

pH 7.5, 150 mM NaCl. B) Profiles d’élution de NiV PXD (marron), R661K (orange), G683D (vert claire) et 

K687R (vert foncé) dans les mêmes conditions que A). En rouge les masses moléculaires (MM) à travers les pics 

d’élution, calculées à partir de la diffusion statique de la lumière et la réfractométrie pour chaque protéine. Les 

valeurs numériques des MM ont le même code couleur que les profiles d’élution. Dans le tableau sont 

représentés les rayons hydrodynamiques (Rh) mesurés à différentes concentrations de sel (30, 150 ou 500 mM 

NaCl) à pH 7.5. Les Rh ont été déterminé à partir des profiles d’élution en calibrant le système avec des 

protéines standards (Albumine, Ovalbumine, Chymotrypsine et RNAse A).  

 

Diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS) – effet de la concentration 

Les courbes de diffusion des domaines PXD de NiV et d’HeV ont été enregistrées en 

présence de 50 mM Arg et 50 mM Glu, puisque ces additifs semblent protéger ces protéines 

des dégâts causés par l’irradiation aux rayons X (voir Chapitre 2 - Matériels et Méthodes). 

Alors que la forme globale de la courbe de SAXS et le rayon de giration (Rg) du HeV PXD, 

déterminée aux très petits angles selon l’approximation de Guinier, ne varient que très peu 

avec la concentration en protéine (Figure 16, ronds rouges), le Rg et l’intensité à angle zéro 

(I(0)) pour le NiV PXD augmentent avec la concentration de protéine (Figure 16, ronds 

noirs). Le changement du Rg avec la concentration peut indiquer un changement de 
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conformation tandis que l’augmentation d’ I(0) suggère une oligomérisation ou une 

agrégation. Nous pouvons éliminer la possibilité que cette variation de masse moléculaire soit 

liée à des dégâts causés par l’irradiation, puisque l’analyse de la protéine récupérée à la fin de 

l’expérience n’a révélé aucune trace d’agrégation par SEC-MALLS-RI et que la concentration 

correspondait à celle mesurée avant l’expérience (non montré). Cette dépendance à la 

concentration est réduite à une force ionique plus élevée comme le montre la comparaison des 

courbes de SAXS mesurées en présence de 30 mM NaCl et de 500 mM NaCl (Figure 16).  

 
Figure 16 : Expériences de diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS) pour NiV et HeV PXD et les 

mutants R661K, G683D et K687R. A) et B) graphes de l’intensité à angle zéro (I(0)), normalisé pour la 

concentration en protéine, en fonction de la concentration en protéine en présence de 30mM NaCl ou 500mM 

NaCl, respectivement. C) et D) graphes du rayon de giration (Rg) en fonction de la concentration en protéine en 

présence de 30mM NaCl ou 500mM NaCl, respectivement. NiV PXD (ronds noirs), HeV PXD (ronds rouges), 

G683D (triangles verts), K687R (triangles jaunes) et R661K (carrés bleus). 

 

Concernant l’I(0) nous nous limitons à l’analyse des pentes des graphes d’ I(0) en 

fonction de la concentration en protéine car nous ne connaissons par les valeurs absolues du 

I(0) avec une très grande précision. 



 

156 
 

Diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS)  - modélisation 

La courbe de SAXS calculée à partir de la structure cristalline du NiV PXD est 

différente des courbes de diffusion expérimentales enregistrées en présence de 150 mM et 500 

mM NaCl (Figure 17). Un modèle de NiV PXD plus compact, comprenant trois hélices en 

faisceau, a été construit par homologie avec le domaine HeV PXD en utilisant le serveur 

SWISS-MODEL. La courbe de SAXS calculée pour ce modèle est également différente de la 

courbe expérimentale. Néanmoins, un bon ajustement est obtenu en combinant linéairement 

les deux courbes théoriques. La courbe en présence de 500 mM NaCl est correctement 

reproduite par un mélange de 80% conformation en trois hélices et de 20% conformation en 

deux hélices alors que la courbe en présence de 150 mM NaCl est reproduite un mélange 

presqu’équimolaire (respectivement 47% et 53%). 

 
Figure 17 : Profiles de SAXS pour NiV PXD à différentes concentrations de sel. En noir le profile 

expérimental de NiV PXD à A) 30mM NaCl et B) 500mM NaCl. En vert le profile de diffusion théorique obtenu 

en combinant les profiles de diffusion calculés à partir de la forme cristalline à deux hélices (rouge) et la forme 

en trois hélices (bleu). Cette forme en trois hélices est modélisée par homologie en utilisant la forme cristalline 

de HeV PXD. 

 

 De manière similaire, la courbe théorique calculée à partir de la structure du PXD 

d’HeV ne reproduit pas parfaitement la courbe de SAXS expérimentale obtenue avec le PXD 

d’HeV dans 150 mM de NaCl. Encore une fois, la courbe expérimentale peut être reproduite 

par une combinaison linéaire des deux courbes théoriques (15% de la courbe calculée avec la 

structure de NiV PXD et 85% des la courbe calculée avec la structure d’HeV PXD) (non 

montré). L’ajustement de la courbe expérimentale en combinant les courbes théoriques des 

deux formes monomériques et de la courbe obtenue pour la forme dimérique trouvée dans 

l’empilement cristallin reproduit moins bien les résultats expérimentaux. Ces résultats 
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suggèrent que les domaines PX de NiV mais également d’HeV ne sont pas stables en solution 

mais existent dans au moins deux formes monomériques en échange l’une avec l’autre. 

Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) 

Afin d’examiner les propriétés structurales de NiV et HeV PXD en solution et à niveau 

atomique nous avons entrepris une caractérisation par la technique de Résonance Magnétique 

Nucléaire (en collaboration avec l’équipe du Dr. Martin Blackledge, IBS, Grenoble). 

L’attribution des résonances dans les spectres RMN de NiV et HeV PXD a permis de localiser 

avec précision les éléments de structure secondaire en solution et en particulier les hélices α 

(Figure 18). Les valeurs de déplacements chimiques des Cα et Cβ sont utilisées pour calculer 

un paramètre de propension à faire des structures secondaires (« secondary structure 

propensity », SSP) (Marsh, Singh et al. 2006).  

 

Figure 18 : Expériences de RMN sur NiV et HeV PXD. A) et B) Graphique représentant la propension à former 

des structures secondaires (Secondary Structure Propensity, SSP) en fonction du numéro des résidus dans la 

séquence pour NiV et HeV PXD, réspectivement. Le SSP est calculé en combinant les valeurs des déplacements 

chimiques pour les Cα et Cβ, obtenues expérimentalement. C) Superposition des spectres 2D [
1
H-

15
N]-HSQC de 

NiV PXD à 150 mM (bleu) et 500 mM (rouge) NaCl.  

 

Les résultats concernant HeV PXD démontrent qu’en solution ce domaine contient trois hélices 

α ce qui est en accord avec la conformation observée dans le cristal (Figure 18B et 
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Communie, G. et al. dans ANNEXES). Les résultats obtenus pour NiV PXD montrent trois 

régions du domaine pour lesquels des résidus contigus présentent des valeurs positives 

indiquant la présence de trois hélices α (Figure 18A). Alors en solution NiV PXD semble 

contenir trois hélices α en accord avec la prédiction d’AGADIR mais en contradiction avec la 

structure cristallographique. De plus l’ajout de sel n’a pas un effet notable sur le 

comportement de NiV PXD car les spectres 2D [
1
H-

15
N]-HSQC, enregistrés à 150 et 500 mM 

NaCl et à 25°C, sont presque identiques (Figure 18C). 

Stabilité thermodynamique des domaines PX de NiV et HeV 

Le dichroïsme circulaire (CD) dans l’UV lointain (< 250 nm) renseigne sur le contenu 

moyen en structures secondaires des protéines et permet de suivre les réactions de 

dénaturation. Les spectres dans l’UV lointain enregistrés pour les domaines PX de NiV et HeV 

sont caractéristiques de protéines riches en hélices α (Figure 19), contrairement à ce qui a été 

observé pour le PXD du virus des oreillons (Kingston, Gay et al. 2008).  

 
Figure 19 : Spectres de Dichroïsme Circulaire (CD) pour NiV et HeV PXD Spectres dans l’UV lointain des 

NiV et HeV PXD  dans 10 mM NaP pH 7.5 et à 0 ou 500 mM NaCl. Ronds noirs et triangles rouges NiV et HeV 

PXD à 0 mM NaCl, respectivement. Carrés verts et diamants jaunes NiV et HeV PXD à 500 mM NaCl, 

respectivement. La concentration de protéine est de 20 µM.  

 

En supposant que le signal à 222 nm est uniquement dû à la présence d’hélices α, le 

contenu moyen en hélice est estimé à environ 66 % dans les deux protéines, en accord avec le 

contenu en hélices α dans les structures cristallines. L’ajout de 2 M TMAO ne modifie pas le 

spectre CD (non montré) tandis que l’ajout de 500 mM NaCl augmente d’environ 4% le 

contenu en hélice pour NiV PXD (Figure 19). 

La dénaturation thermique des domaines PXD a été étudiée en enregistrant le signal CD 

à 222 nm tout en faisant varier continuellement la température de 4 °C à 95 °C. La 

réversibilité de la réaction est établie en suivant le signal en variant la température en sens 
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inverse. Les courbes de CD à 222 nm en fonction de la température enregistrées au cours de la 

dénaturation et de la renaturation sont superposées indiquant la parfaite réversibilité de la 

réaction (non montré).  

 
Figure 20 : Dénaturation thermique pour NiV et HeV PXD et les mutants R661K, G683D et K687R. A) 
Superposition des courbes de dénaturation de HeV et NiV PXD dans 150 mM NaCl et pH 7.5, coloré en rouge te 

noir, respectivement. B) et C) Dénaturations thermiques de HeV et NiV PXD, respectivement. 20 mM Tris-HCl 

pH 7.5 et 0 mM NaCl (ronds marron), 150 mM NaCl (triangles orange), 500 mM NaCl (carrés vert claire) et 20 

mM NaAc pH 2.0 et 0 mM NaCl (diamants vert foncé). D) Dénaturations thermiques à pH 7.5 et 150 mM NaCl 

de NiV (triangles jaune) et HeV PXD (carrés bleu) et les mutants R661K (ronds noir), G683D (ronds rouge) et 

K687R (triangles inversés vert). Dénaturations réalisée à une concentration en protéine de 20 µM. 

 

Les résultats à pH 7.5 en présence de 150 mM montrent une différence importante de 

Tm et entre les deux protéines (Figure 20A). Le NiV PXD se caractérise par un Tm d’environ  

52 °C, le HeV PXD par un Tm d’environ 62°C. L’effet observé de la force ionique sur le 

comportement hydrodynamique des PXD de NiV et d’HeV nous a amené à étudier également 

l’effet de la concentration en sel sur la stabilité thermodynamique. En absence de sel, le Tm 

pour le PXD de NiV est réduit à 40 °C alors qu’il augmente jusqu’à 60 °C en présence de 500 

mM NaCl (Figure 20C). Cette variation de la stabilité avec la concentration de sel suggère un 

effet de la force ionique par écrantage des charges. A pH 7.5 les deux domaines sont chargés 

négativement (NiV PXD pI 4.6, Hev PXD pI 4.5) et la présence de groupes de charges de 

mêmes signes à la surface des deux domaines, notamment des groupes de charges négatives à 

l’extrémité N-terminale de Hα1 et au milieu de l’hélice Hα2 de NiV PXD, pourraient produire 
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des répulsions qui en présence de sel seraient diminuées. Cette explication est supportée par 

l’augmentation significative du Tm à pH 2.0 (Tm =  57 °C) en absence de sel par rapport à la 

valeur mesurée à pH 7.5 (Figure 20C).  

Les mêmes variations de la stabilité thermique avec la concentration de sel et avec le 

pH sont observées pour le domaine HeV PX, indiquant un effet similaire de la répulsion de 

charges sur la stabilité (Figure 20B). 

Mutations dans le domaine PX du virus Nipah 

Afin d’identifier clairement les résidus responsables de la différence de comportement 

entre les deux domaines, notamment du rayon hydrodynamique et de la stabilité thermique, 

nous avons entrepris une étude par mutagenèse dirigée. Dans une première approche, trois 

variantes du domaine PX de NiV ont été générés, exprimés, purifiés et caractérisés.  

Nous avons choisi de tester le mutant Arg661Lys, car la modélisation d’une Arg en 

position 659 dans la structure en trois hélices de HeV PXD, en remplacement du résidu Lys, 

provoque une interpénétration dans l’hélice Hα2, suggérant que le résidu Arg661 

défavoriserait la conformation en trois hélices dans le PXD de NiV. Le second mutant, 

Gly683Asp a été utilisé comme contrôle puisqu’il s’agit de la variation la moins 

conservative observée entre les deux domaines. Ces résidus sont exposés au solvant et ne 

semblent pas former d’interactions spécifiques susceptibles d’influencer la structure ou la 

stabilité thermodynamique. Finalement, nous avons étudié le variant Lys687Arg car, d’une 

part chez Hev le résidu lysine est remplacé par une arginine et d’autre part, une partie des 

isolats de Nipah contient une arginine à cette position.  

L’analyse des mutants par SEC-MALLS-RI (Figure 15B et tableau) et SAXS 

(Figure 16) indique que la mutation Lys687Arg n’a aucun effet significatif. La mutation 

Arg661Lys provoque une réduction du rayon hydrodynamique mesuré par SEC et du rayon 

de giration mesuré pas SAXS ce qui montre, comme nous l’avions supposé, que l’Arg661 est 

un des résidus du PXD de NiV qui est responsable de la différence de comportement entre les 

deux protéines. Néanmoins la stabilité thermique ne semble pas être modifiée de façon 

significative (Figure 20D). Cette mutation n’est toutefois pas suffisante pour reproduire le 

comportement du PXD d’HeV, indiquant donc que d’autres résidus ont également un effet sur 

la taille du domaine et sa stabilité thermodynamique. Quant au mutant Gly683Asp, il était 

inattendu d’observer des différences de comportement. En effet, à pH 7.5 en présence de 30 
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mM NaCl, le mutant Gly683Asp a un rayon de giration mesuré par SAXS comparable à 

celui du domaine sauvage, mais en présence de 500 mM NaCl, le rayon de giration et 

l’intensité à angle zéro (I(0)) sont supérieurs aux valeurs de la protéine sauvage et la 

dépendance à la concentration de protéine est plus forte que pour la protéine sauvage.  

 

3.3.2.4. Détails sur la cristallisation et résolution des structures des domaines PXD des 

virus Nipah et Hendra  

Pendant les premiers tests de cristallisation en utilisant le robot de HTXLab, NiV PXD 

a cristallisé dans 0.2 M MgCl2, 25% PEG 3350, 0.1 M BisTris pH 6.0 à une concentration de 

protéine de 15 à 30 mg/ml. Pour ce domaine les conditions du robot ont été reproduites à la 

main ce qui n’a pas nécessité d’optimisation importante (Figure 21A). Les premiers cristaux 

obtenus ont diffracté à une résolution d’environ 2.5Å (ESRF ID 23-2 microfocus) mais le 

remplacement moléculaire avec des structures connus de PXD (faisceau de trois hélices α) n’a 

pas donné des solutions satisfaisantes. Le fait que le remplacement moléculaire avec des 

structures des PXD connues ne marchait pas était très étrange car, à priori, le PXD de Nipah 

serait aussi en forme de faisceau de trois hélices. La séquence du domaine Px ne contient ni 

méthionine, qui pourrait être remplacé par sélénométhionine et utilisé pour obtenir des phases 

initiales, ni cystéine, dont l’atome de soufre permettrait un phasage également expérimentale. 

Une solution possible à ce problème consistait à introduire un résidu Cys ou Met dans la 

séquence de Niv PXD. Nous avons changé la leucine 667 par une méthionine, par mutagénèse 

dirigée mais la protéine mutante n’a pas cristallisé.  

Pendant longtemps la dérivation aux métaux lourds a été largement utilisé pour obtenir 

des phases initiales. Pour essayer d’incorporer des métaux lourds, nous avons effectué des 

trempages des cristaux de la protéine native dans des solutions contenant ces métaux (Pb, Pt, 

Au, Sm, Nd, Eu, Th) ce qui a résulté soit en la fracturation des cristaux, soit en la perte de 

diffraction. La stratégie suivante que nous avons abordé a consisté à utiliser non pas des 

métaux lourds, qui demandent des temps de trempage parfois assez longs et qui interagissent 

avec certains résidus de la protéine assez fortement ce qui peut casser le paquetage cristallin, 

mais des halogénures (voir Chapitre 2 – Matériels et Méthodes).  
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Figure 21: Cristalisation de NiV et HeV PXD. A) Cristal typique de NiV PXD obtenu dans 0.2 M MgCl2, 25% 

PEG 3350, 0.1 M BisTris pH 6.0 et [PXD] 15 à 30 mg/ml B) Cristaux de HeV PXD sélénié obtenus dans 0.2 M 

MgCl2, 28% PEG 3350, 0.1 M BisTris pH 6.0 et [PXD] 25 mg/ml. C) et D) Micro ensemencement 

(microseeding) en utilisant les cristaux de B). Le précipitant contient 0.2 M MgCl2, 28% PEG 3350, 0.1 M 

BisTris pH 6.0 et [PXD] 12 et 6 mg/ml, respectivement pour C) et D). Le volume des gouttes est de 2 µL. 

 

Nous avons réalisé plusieurs trempages dans le but d’avoir des cristaux qui gardent le pouvoir 

de diffraction mais possèdent aussi des ions fixés sur la surface de chaque molécule de 

protéine dans le cristal. Les données de diffraction des cristaux dérivés, après trempages (15-

30 secondes) dans des solutions contenant 0.7 M CsCl, 0.5 KBr et 0.5 M NaI, présentaient du 

signal anomal mais des cartes de densité électronique interprétables n’ont pas pu être 

obtenues. Seule la méthode SIRAS a permis d’obtenir une carte de densité électronique de 

bonne qualité (Figure 9A et 9B).  

Entre temps nous nous sommes intéressés au domaine PXD du virus Hendra qui a 80% 

d’identité avec le domaine correspondant de Nipah. Le PXD de Hev contient deux méthionines 

dans sa séquence ce qui peut énormément faciliter la résolution de sa structure. Nous avons 

cristallisé le PXD de Hev en utilisant des conditions très proches de ceux qui ont permit la 

cristallisation de Niv PXD. Les premiers cristaux obtenus n’étaient pas utilisables car multiples 

et donc nous avons obtenu des meilleurs cristaux par la technique de microseeding en utilisant 

les cristaux obtenus initialement comme source de nucléations stables (Figure 21B-D). 

Brièvement les cristaux sont trempés dans une solution de stabilisation et puis cassés à l’aide 

de la bille «  Seed Bead » de Hampton Research. Ensuite les semences cristallines ainsi 

obtenues sont diluées et utilisées afin d’ensemencer des gouttes fraiches. Ces cristaux 

améliorés ont diffracté à environ 1.5 Å de résolution. Néanmoins leurs paramètres de la maille 
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cristalline se sont avérés différents de ceux de PXD de Niv ce qui suggérait déjà des 

différences dans la structure. 12 jours après l’arrivée du gène synthétique nous avons pu 

obtenir des phases de très bonne qualité pour le PXD de Hev (Figure 7A) et résoudre sa 

structure par la méthode SAD qui, en fin de compte consiste en un faisceau de trois hélices α 

et est très similaire aux structures de PXD d’autres virus de la famille comme MeV, MuV et 

SeV (Figure 8).  
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3.3.3. La phosphoprotéine de NiV forme des tétramères 

3.3.3.1. Etat d’oligomérisation de la P entière en solution 

L’analyse de la protéine entière et des différents fragments par chromatographie 

d’exclusion de taille combinée à une détection par diffusion statique de lumière (SEC-

MALLS-RI) indique clairement que la protéine P de NiV forme des tétramères en solution et 

que la région allant du résidu 470 au résidu 580, correspond au domaine de tétramérisation 

(Figure 22). 

 

Figure 22 : Analyse par SEC-MALLS-RI des fragments P1-580, P471-709, P471-580 ainsi que P entière. Profiles 

d’élution des fragments et de la P entière (ligne en noir) de la colonne de gel filtration TSK G4000 (TOSOH), 

équilibrée dans 20 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl. En rouge les masses moléculaires à travers les pics 

d’élution, calculées à partir de la diffusion statique de la lumière et la réfractométrie pour chaque protéine. 

MMt : masse moléculaire théorique correspondant à un degré d’oligomérisation tétramèrique, calculée à partir de 

la séquence en acides aminés de la construction. MMe : masse moléculaire moyenne expérimentale. 
 

La protéine NiV P entière élue d’une colonne TSK G4000 (TOSOH) sous la forme 

d’un seul pic à un volume de 7.9 mL. La masse moléculaire moyenne (MM) expérimentale de 

306 ± 30 kDa est proche de la masse moléculaire calculée pour un tétramère (4 x 79.4 kDa = 
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317.5 kDa) et ne varie pas à travers le pic d’élution indiquant que l’échantillon est 

monodisperse (Figure 22D). De la même manière, les différents fragments de P éluent sous la 

forme d’un seul pic. Le fragment correspondant au domaine central isolé (aa 471-580), ainsi 

que les fragments 1-580 et 471-709, qui étaient supposés de contenir également le domaine 

central, ont également des masses moléculaires correspondant aux tétramères respectifs 

(Figure 22A-C, Tableau 3). Il faut noter que la construction P1-580 a un volume d’élution très 

proche de celui de la P entière. Par contre, la masse moléculaire mesurée pour les peptides 

correspondant à différentes régions de la partie N-terminale, P1-100, P91-190, P91-250, P170-240, 

P222-319, P300-401, P387-479, et de la région C-terminale de la protéine, P588-650 et P588-709, indique 

qu’ils sont monomériques et monodisperses (Tableau 3).  

Le volume d’élution de ces différents fragments indique des rayons hydrodynamiques 

plus grands que les rayons hydrodynamiques prédits pour des protéines globulaires de même 

masse moléculaire, suggérant que ces fragments de P sont allongés ou désordonnés en 

solution (non montré). 

Tableau 3: Masses moléculaires calculées à 

partir des séquences ou obtenues par MALLS-

SEC-RI pour les différents fragments de la 

phosphoprotéine du virus Nipah 

Protéine MMt MMe 

P1-100 12.347 13.5 ±1.5 

P91-190 11.875 12.0 ±0.5 

P170-240 8.691 8.0 ±2 

P91-250 18.583 21 ±2.0 

P222-319 11.536 12.9 ±1.5 

P300-401 12.421 11.5 ±1.5 

P387-479 11.151 12.4 ±1.5 

P471-580 13.757 57.6 ±6 

P655-709 7.364 8.0 ±1 

P588-650 8.289 8.0 ±2 

P588-709 15.041 15.3 ±1 

P1-580 64.756 250.0 ±25 

P471-709 28.238 113.0 ±10 

P entière 79.367 306 ±30 

MMe : masse moléculaire expérimentale (en kDa) 

déterminée par MALLS-SEC-RI. MMt : masse 

moléculaire théorique (en kDa) calculé à partir de 

la séquence en acides aminés, la Méthionine N-

terminale et le histag (LEHHHHHH) sont 

comprises. 

 

Dans une expérience de pontage chimique par du glutaraldéhyde réalisée avec le 

fragment P471-580, la présence de quatre formes est détectée par SDS-PAGE avec des masses 
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moléculaires d’environ 17, 34, 53 et 68 kDa estimées par comparaison avec un marqueur de 

masse moléculaire (Figure 23), confirmant la formation de tétramères. 

 
Figure 23 : Pontage chimique par glutaraldéhyde du fragment P471-580. A gauche gel SDS-PAGE 19.5%, à 

droite gel SDS-PAGE 15%. Les flèches en rouge montrent les différentes formes obtenues par pontage 

chimique. 

 

3.3.3.2. Structure cristalline du domaine de tétramérisation 

Une première phase de recherche de conditions de cristallisation pour la construction 

P471-580 englobant le domaine central (PCD) de NiV P a été réalisé à l’aide du robot de 

cristallisation de l’EMBL (Grenoble) à 20 °C et en utilisant des concentrations de 5 et 15 

mg.mL
-1

 (Figure 24A). La protéine a cristallisé initialement dans un tampon 0.1 M citrate de 

sodium, pH 5.0, contenant 10 % PEG 6000 et 1 M LiCl. Ces conditions ont été optimisées 

manuellement et les meilleurs cristaux on été obtenus dans une solution 0.1 M acide citrique à 

pH 5.0, contenant 1.1 M LiCl et 5 % PEG 6000 (Figure 24B). Ces premiers cristaux, 

constitués de « plaques » empilées en forme d’étoile, diffractaient à une résolution d’environ 

3 Å (ESRF ID 23-2 microfocus) mais de manière anisotrope, et la structure n’a pas pu être 

résolue par la méthode de remplacement moléculaire en utilisant soit la structure du domaine 

PCD du virus de Sendai, soit des modèles ab initio générés par le Dr. Cédric Leyrat.  

Le fragment 471-580 de P a ensuite été produit en incorporant de la sélénométhionine 

dans le but de résoudre la structure par une méthode de phasage expérimentale (voir Chapitre 

2 – Matériels et Méthodes). La protéine séléniée n’a pas cristallisé dans les conditions établies 

avec la protéine native et une deuxième optimisation des conditions de cristallogenèse a du 

être réalisée. Des cristaux utilisables de la protéine séléniée ont été obtenus dans 0.1 M acide 

citrique à pH 5.0, contenant 1 M LiCl et 17% PEG 3350 (Figure 24D). Ces cristaux 

appartenant au groupe d’espace P43212  diffractaient à une résolution d’environ 3.5 Å, mais 
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ces données ne présentaient pas suffisamment de signal anomal pour le phasage. Une 

troisième étape d’optimisation, en utilisant l’« additive screen » d’Hampton Research, a 

permis d’obtenir de nouveaux cristaux en présence d’hexanediol, appartenant cette fois au 

groupe d’espace P21 (Figure 24F et 24G).  

 
Figure 24 : Différentes formes cristallines du fragment P471-580 du virus Nipah (NiV). A) Cristaux de la 

protéine native obtenus dans 1 M LiCl, 0.1 M Acide citrique pH 5.0, 10% PEG 6000 en goute de 200 nL par le 

robot cartésien (EMBL, HTXlab). B) Cristaux de la protéine native reproduits manuellement dans 1.1 M LiCl, 

0.1 M acide citrique pH 5.0, 5% PEG 6000. C) – G) Cristaux de la protéine séléniée. C) 1 M LiCl, 0.1 M acide 

citrique pH 5.0, 7% PEG 6000 ; D) 1 M LiCl, 0.1M acide citrique pH 5.0, 17% PEG 3350 ; E) 1.1 M LiCl, acide 

citrique pH 5.0,12-13% PEG 3350 F) Cristaux issus d’une phase d’optimisation des conditions en D) en utilisant 

l’ « additive creen » et en présence de 3% hexanediol. G) Cristaux obtenus dans les conditions optimisés de F) et 

notamment 1 M LiCl, 0.1 M acide citrique pH 5.0, 17% PEG 3350, 0.1 M Arginine et 4% hexanediol. Les 

expériences ont été menées à 20°C. B) - G) Le volume des goutes est de 2 µL. 

 

Ces cristaux diffractaient à une résolution d’environ 3.0 Å mais se détruisaient 

rapidement lors de leur exposition aux rayons X. Un ensemble complet de données a 

néanmoins pu être obtenu en utilisant la technique de collecte de données de diffraction dite 

« en faisceau inversé » (inverse beam) par tranches de 10° et en combinant les données de 
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diffraction obtenues avec trois cristaux différents (ligne PROXIMA1, synchrotron SOLEIL). 

Des phases initiales ont été obtenues par la méthode SAD (Figure 25). Celles-ci permettaient 

de distinguer de longues hélices dans la densité électronique, mais ne permettaient pas le 

traçage automatique de la chaîne. Afin de faciliter ce traçage automatique, nous avons cherché 

à améliorer les phases initiales et donc la densité électronique expérimentale. Pour cela nous 

avons tiré profit de la présence de symétrie non cristallographique (NCS), qui relie les chaînes 

des deux tétramères dans l’unité asymétrique. Nous avons détecté la NCS au préalable en 

calculant une fonction d’autorotation, une procédure qui consiste à chercher des orientations 

de la fonction de Patterson, calculée à partir des intensités des réflexions, qui permettent de la 

superposer à elle-même, en utilisant le programme MOLREP (Vagin and Teplyakov 2010). 

Ainsi nous avons fait une moyenne par rapport à la NCS (NCS averaging) en utilisant le 

programme DM (Cowtan 1999). Cette technique moyenne la densité électronique entre les 

copies de la molécule reliées par NCS ce qui a comme effet la réduction du bruit et 

l’augmentation des contraintes sur les phases. Pour pouvoir faire cela les relations 

géométriques entre les protomères dans l’unité asymétrique (les operateurs de NCS) doivent 

être connus. Nous avons déterminé ces opérateurs de NCS en exploitant les coordonnées des 

sites sélénium, trouvés au préalable par le programme SHELXD (Schneider and Sheldrick 

2002) du script HKL2MAP (Pape and Schneider 2004), en utilisant le programme 

PROFESSS (Winn, Ballard et al. 2011).   

 
Figure 25 : Phasage expérimentale des données de diffraction du domaine d’oligomérisation P471-580 (PCD) 

du virus Nipah (NiV). A) Carte de densité électronique (contour à 1σ) obtenue expérimentalement par la 

méthode SAD pour le domaine central d’oligomérisation PCD de NiV. B) Le modèle affiné superposé à A). C) 

Vu du haut de B). 
 

Le modèle de PCD a été affiné avec le programme Phenix.refine (Afonine, Grosse-

Kunstleve et al. 2012). Pendant les premiers cycles d’affinement, une méthode de recuit 

simulé a été utilisée qui consiste a effectuer des simulations répétées d’augmentation et de 

diminution de température dans le but de faire bouger les atomes et ensuite de leur permettre 
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de trouver leurs positions d’équilibre tout en minimisant l’énergie potentielle du système (qui 

est l’équivalent de la fonction cible de l’affinement (voir Chapitre 2 - Matériels et 

Méthodes). Cette première étape a pour but d’éviter la modélisation d’une forme piégée dans 

un minimum local d’énergie (Brunger, Kuriyan et al. 1987; Brunger and Adams 2002). Un 

problème fréquent dans l’affinement des structures à basse résolution, est (en fonction du 

groupe d’espace, de la taille de la maille cristalline et de la complétude des données) le 

nombre limité de réflexions uniques, qui peut conduire à un ajustement excessif 

(« overfitting ») des données. Eviter cet ajustement excessif revient à augmenter le rapport du 

nombre d’observations (réflexions uniques + contraintes) par rapport au nombre de 

paramètres à ajuster (généralement un facteur de déplacement atomique (ADP) et trois 

coordonnées par atome plus le nombre d’éventuels groupes TLS). Afin d’augmenter ce 

rapport en cas de présence de NCS, des contraintes sur les coordonnées et les ADPs des 

atomes symétriques par NCS peuvent être imposées, mais une telle symétrie stricte n’autorise 

pas de petites différences entre les chaînes symétriques. Afin d’éviter de tels problèmes dans 

l’affinement du PCD et de conserver des différences éventuelles entre les chaînes, tout en 

diminuant le nombre de paramètres à ajuster, nous avons utilisé des limitations (« restraints ») 

sur les distances interatomiques locales dans l’affinement (Uson, Pohl et al. 1999). Dans ce 

cas, l’ajout de cette procédure dans l’affinement a permis d’abaisser la valeur de Rfree. 

L’unité asymétrique du cristal contient deux copies d’un tétramère. Chaque chaîne est 

constituée d’une longue hélice de 64 aa, interrompue par le résidu Pro544 (Hα3 : 508-569), et 

de deux hélices plus courtes (Hα1 : aa 480-484, Hα2 : 490-500) (Figure 26). Les longues 

hélices forment un faisceau d’hélices α surenroulées et les deux hélices courtes forment une 

couronne du côté N-terminal du faisceau. Pour toutes les chaînes, les 7 premiers acides 

aminés du côté N-terminal et les 15 à 17 derniers acides aminés du côté C-terminal (y compris 

le tag hexahistidine) ne sont pas visibles dans la structre car vraisemblablement desordonnés. 

La chaîne D présente une faible densité pour la chaîne principale à partir de résidu 3.  

Les dimensions globales de PCD sont 96 Å de longueur et 45 Å de diamètre pour la 

couronne. Le pI, calculé à partir de la séquence en acides amines, est d’environ 5.15 et celui 

de la sequence des aa visibles dans la structure est 4.9 et donc à pH neutre, la molécule a une 

charge nette globale négative. Le potentiel électrostatique de surface de la protéine révèle 

qu’une partie importante de la surface de la partie N-terminale (la couronne) est chargée 

négativement  (Figure 26). 



 

170 
 

 
Figure 26 : La structure du domaine d’oligomérisation (PCD) du virus Nipah (NiV). A) Représentation en 

cartoon et dimensions globales d’un tétramère de NiV PCD. Les quatre chaînes sont colorées en violet, turquoise, 

jaune et vert, respectivement. B) Vue du haut de A). C) Zoom sur le résidu Pro544. D) Représentation en surface 

avec le même code couleur que A). En rouge les résidus aspartate et glutamate. E) Surface de potentiel 

électrostatique du bleu (+10KbT) au rouge (-10KbT). Le potentiel électrostatique a été calculé en utilisant les 

programmes PDB2PQR (Dolinsky, Nielsen et al. 2004) et APBS (Baker, Sept et al. 2001).  

 

Les Cα des 8 protomères de l’unité asymétrique se superposent avec un RMSD 

inferieur à 1Å et les Cα des résidus 489 à 539 se superposent avec un RMSD inferieur à 0.3 

Å. La structure présente une symétrie d’ordre 4 dans la partie N-terminale correspondant à la 

couronne et à la partie du faisceau d’hélices surenroulées qui est couverte par la couronne, 

mais cette symétrie d’ordre 4 disparait dans la partie C-terminale du faisceau. Les couches de 

résidus à l’interface de tétramérisation (à l’interieur du faisceau) situées au délà de la cassure 

induite par le résidu Pro544 ont leurs Cα situés à des distances differentes du centre du 

faisceau, et la symetrie est plutôt d’ordre 2 (Figure 27).  

Les protomères du domaine PCD forment un complexe très compact et la surface de 

contact entre deux protomères est en moyenne de 2,200 Å², une valeur supérieur de 20% à 

celle de l’interface formée entre les protomères du PCD de SeV (PDB code : 1EZJ). En 

moyenne, un protomère forme 19 liaisons d’hydrogène et 11 ponts salins avec un de ces 

voisins ce qui est également nettement supérieur aux 12 liaisons d’hydrogène et 1 pont salin 

observés pour le PCD de SeV. L’intérieur du faisceau d’hélices surenroulées de Niv PCD, 

composé de 19 couches de chaînes latérales superposées, est globalement hydrophobe, avec 

seulement trois couches composées de résidus polaires (Ser515, Gly519 et Asn522).  
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Figure 27 : La structure du domaine d’oligomérisation (PCD) du virus Nipah (NiV). Sont représentées les 

différentes couches du faisceau central d’hélices α. Les quatre chaînes sont colorées comme dans la Figures 

25A. Les lignes en pointillé noir représentent les distances entre les Cα des chaînes opposées et les valeurs 

numériques sont données. A noter la symétrie de quatre du côté N-terminal du faisceau qui se transforme en 

symétrie de deux du côté C-terminal. En haut à gauche le positionnement des différentes couches dans la 

structure du PCD. 
 

Chaque protomère forme de nombreux contacts avec ses voisins i+1 et i-1. Ainsi, 

l’extrémité N-terminale d’Hα3 est stabilisée par le résidu Asp507 qui forme deux liaisons 

hydrogène, l’une avec le groupement amide de la liaison peptidique entre Glu509 et Thr510 et 

l’autre avec le groupement hydroxyle de Thr510 et ainsi constitue un NCAP (Figure 28A). 

Plusieurs réseaux de contacts polaires sont formés au niveau de la couronne et présentent une 

symétrie d’ordre 4.  

Un premier réseau de liaisons hydrogène implique les résidus Tyr477 et Asp483 de la 

chaîne i et les résidus Tyr498, His499 et Arg495 de la chaîne i-1 (Figure 28B). L’hélice Hα1 

est stabilisée d’un côté par des liaisons hydrogène entre le groupement hydroxyle et le 

groupement amide du résidu Ser481 de la chaîne i et le résidu Glu514 de chaîne i-1.  
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Figure 28 : La structure du domaine d’oligomérisation (PCD) du virus Nipah (NiV) – la couronne. Les 

quatre chaînes sont colorées comme dans les Figures 25 et 26. Les lignes en pointillé noir représentent des 

interactions polaires d’une distance inférieure à 3.5Å. A) Les résidus Asp 507 et Glu 509 forme un NCAP pour 

l’hélice Hα3. B) Interactions entre Hα1 de la chaîne i (en vert) et Hα2 de la chaîne i-1 (violet). C) Stabilisation 

de Hα1. Le résidu Glu 514 de la chaîne i-1 (violet) stabilise le N-terminale de l’hélice Hα1 de la chaîne i (vert) 

ainsi formant un NCAP. Le résidu Ser 485 forme un CCAP. D) Contacts entre la chaîne i (vert) et la chaîne i-2 

(turquoise). Les résidus Phe 484 et Pro 480 sont packés contre Val 520 et Val 516. E) Le N-terminal de Hα2 est 

stabilisé par le résidu Pro 490.  
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Figure 29 : La structure du domaine d’oligomérisation (PCD) du virus Nipah (NiV). Les quatre chaînes sont 

colorées comme dans la Figure 28. Les lignes en pointillé noir représentent des interactions polaires d’une 

distance inférieure à 3.5Å. A) Interactions entre les chaînes i (en vert) et i-1 (en violet) du faisceau central 

d’hélices α. Les quatre faces sont symétriques. C), E) et G) Interactions inter- et intrachaînes pour les chaînes i 

(en vert) et i-1 (en violet).  B), F) et I) Interactions inter- et intrachaînes pour les chaînes i+1 (en jaune) et i (en 

vert). L’arrangement des chaînes latérales sur les faces, crées par les chaînes voisines du faisceau central 

d’hélices α, sont symétriques deux par deux : les faces crées par les chaînes i/i+1 et i-1/i-2 sont symétriques et 

les faces crées par les chaînes i/i-1 et i+1/i-2 sont également symétriques mais les faces voisines ne le sont pas. 
 

La partie C-terminale de l’hélice Hα1 est stabilisée par le résidu Ser485 qui forme des 

contacts avec les carbonyles des liaisons peptidiques de Ser481 et Asp482 de la même chaîne 

(Figure 28C). L’hélice Hα1 de la chaîne i est également en contact avec la chaîne i-2 par 



 

174 
 

l’intermédiaire des résidus Phe484 et Pro480 qui se positionnent dans une cavité hydrophobe 

formée par les chaînes i-1 et i-2 (Figure 28D). 

Dans la partie C-terminale des longues hélices, les interactions entre les chaînes 

latérales respectent plutôt une symétrie de 2. Dans la partie N-terminale des longues hélices 

un premier réseau de liaisons hydrogène et ponts salins stabilise le faisceau surenroulé 

d’hélices α (Figure 29A). Les résidus Arg532 appartenant à deux des quatre chaînes (chaînes 

i et i-2, Figure 29C) forment des interactions avec les résidus Asp530, Asn534 et Glu537 du 

protomère i+1 tandis que pour les résidus Arg532 appartenant aux deux autres chaînes 

(chaînes i+1  et i-1, Figure  29B) forment des liaisons avec les résidus Asp530 et Asn534 du 

protomère i+1 et avec un atome de chlore positionné entre les résidu Arg532 et His535 du 

protomère i+1. Dans ce cas, la chaîne latérale du résidu Glu537 du protomère i ne forme pas 

de pont salin avec le résidu Arg532 mais semble former des liaisons hydrogène avec le résidu 

Gln539. Le résidu Glu551 de chaîne i forme un pont salin avec le résidu K549 de chaîne i-1 

dans deux des quatre interfaces, mais pointe vers le solvant dans les deux autres (Figure 29F 

et E). Le résidu Asn561 forme des liaisons hydrogène avec le résidu T560 et avec le 

carbonyle d’une liaison peptidique de la chaîne i+1 dans deux des quatre interfaces mais 

pointe vers le solvant dans les deux autres (Figure 29G et I).  

 
Figure 30 : Structures atomiques des domaines d’oligomérisation (PCD) de différents membres des 

Paramyxovirinae. Représentation en cartoon de la structure cristalline du PCD A) du virus Sendai (SeV) 

(Tarbouriech, Curran et al. 2000) ; B) du virus Nipah (NiV), déterminée au cours des travaux de thèse présenté 

ici ; C) du virus de la rougeole (MeV) (Communie, Crepin et al. 2013) et D) du virus des oreillons (MuV) (Cox, 

Green et al. 2013). Les différentes chaînes d’un tétramère sont colorée en rouge, bleu, vert et jaune, 

respectivement. 

 

En dépit de l’absence de conservation de séquence, il est intéressant de noter la 

structure du domaine PCD de NiV possède une structure similaire à celle du domaine PCD de 

SeV (Tarbouriech, Curran et al. 2000) avec un faisceau de quatre hélices surenroulées et une 
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couronne du côté N-terminal, alors que le domaine PCD de MeV ne comprend pas de couronne 

(Communie, Crepin et al. 2013). Néanmoins ces longues hélices sont constituées d’un nombre 

très similaire d’acides aminés (Figure 30, discuté plus loin).  

Tableau 4. Statistiques de collecte des données (PROXIMA-1) et d’affinement de la structure du NiV PCD.           

 

 Crystal 

Data collection 

 
 

Wavelength (Å)                             0.979 

Space group                               P1211 

Unit cell 

           a, b, c (Å)           

           α, β, γ (°)  

 

59.5, 58.6, 122.6  

90.00, 9.70, 90.00, 

Resolution
a
 (Å)  48.75 – 3.00 (3.08 – 3.00) 

I/σ(I)
 a
                            5.3 (2.1) 

R-merge
a,b

                             0.14 (0.65) 

Completeness
a
 (%)                      99.5 (99.9) 

Multiplicity
 a
                            4.1 (1.93)* 

Unique reflections*(Friedel pairs unmerged)  47924* 

Refinement  

Resolution
a 
(Å)  48.75 – 3.00 (3.06 – 3.00) 

R-factor
a
                              0.175 (0.253) 

R-free
a
                                0.229 (0.286) 

Number of atoms                                        

            macromolecules 

            ligands  

            water 

6368                                

6285 

13 

7 

Number of protein residues                               757 

R.m.s. deviations 

            bond lengths (Å) 

            bond angles (°)                                  

 

0.013 

1.159 

Ramachandran favored (%)                        98.04 

Ramachandran allowed (%)   

Ramachandran outliers (%)                      

1.83 

0.13 

Average B-factor                        

          

80 

 
a
Values in parentheses are for highest-resolution shell. 

 

 

 

 

3.3.4. La partie C-terminale de la phosphoprotéine du virus Nipah (aa 471-709) est 

globalement structurée mais contient des régions flexibles 

La construction P471-709 contient le domaine central de tétramérisation PCD, les quatre 

domaines PXD et les jonctions qui les relient (voir Figure 5). Des courbes de SAXS ont été 

enregistrées à plusieurs concentrations pour cette construction. L’allure des courbes et les 

valeurs du rayon de giration (Rg) sont indépendantes de la concentration, démontrant 

l’absence d’agrégation (Figure 31A et B).  
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Figure 31 : Expériences de diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS) sur le fragment P471-709 et du 

virus Nipah (NiV). A) Courbes de SAXS enregistrées pour des valeurs de q entre 0.05 et 4 nm
-1 

à 5.8, 4.4 et 3.0 

mg.ml
-1

. B) Analyse de Guinier dans la région de q.Rg < 1.0. C) Fonction de distribution des distances P(r), D) 

représentation de Kratky et E) représentation de Porod-Debye. Pour ces représentations la courbe enregistrée à la 

plus forte concentration en protéine, normalisées pour la concentration, a été utilisées. 

 

La fonction de distribution de paires, P(r), en fonction de la distance r, calculée pour 

cette protéine à partir des données de SAXS, présente deux maxima, caractéristique des 

protéines à plusieurs domaines (Figure 31C) (Svergun and Koch 2003). Le maximum aux 

environs de 3 nm pourrait correspondre aux distances intra-domaines tandis que le maximum 

aux environs de 9 nm pourrait correspondre aux distances inter-domaines, notamment à des 

distances entre le domaine PCD et les quatre domaines PX. Le graphique de Kratky pour la 

construction P471-709 indique une protéine structurée contenant des régions flexibles (Figure 

31D) mais d’une façon beaucoup moins importante comparée aux protéines P1-580 et à la P 
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entière (Figure 34, comparer les graphiques de P(r), Kratky et Porod-Debye de P471-709 (en 

vert) avec celles de la P entière (en noir) et P1-580 (en rouge)). De la même manière, le 

graphique de Porod-Debye atteint un plateau qui implique un contraste marqué entre la 

molécule et le solvant, typique d’une protéine structurée (Figure 31E) (Rambo and Tainer 

2011). Ces observations sont en accord avec la présence des domaines structurés PCD et PXD.  

La région comprise entre les résidus 588 à 650 constitue la jonction entre le domaine 

central et le domaine PX et est prédite structurée par le D-score (Figure 5). La masse 

moléculaire (MM) du peptide correspondant obtenue par SEC-MALLS-RI est de 8 ± 2 kDa, 

ce qui démontre son état monomérique (Figure 32A). Le spectre RMN à deux dimensions par 

corrélation hétéronucléaire HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence) présente une 

très faible dispersion des déplacements chimiques des groupements amides de la chaîne 

principale, caractéristique d’une protéine désordonnée (Figure 32B), et le Rg calculé à partir 

des données de SAXS en utilisant l’approximation de Guinier est de 2.5 ± 0.1 nm, 

intermédiaire entre les valeurs de 2.7 et 2.4 nm calculées en utilisant la loi de puissance de 

Flory et des paramètres déterminés respectivement pour une protéine dénaturée et pour une 

protéine intrinsèquement désordonnée du même nombre d’aa (Fitzkee and Rose 2004; 

Bernado and Blackledge 2009). Le peptide P588-650 est donc globalement désordonné en 

solution, suggérant qu’il s’agit également d’un élément de reconnaissance qui est stabilisé lors 

de l’interaction avec un partenaire.  

Nous avons également étudié le peptide P588-709 qui contient la région de connexion 

588-650 et le domaine structuré PXD. Ce peptide élu de la colonne de gel filtration Superdex 

S75 sous la forme d’un seul pic, et sa MM de 15.3 ±1.5 kDa, calculée par SEC-MASS-RI, 

démontre son état monomérique et monodisperse (Figure 32C). Le volume d’élution est 

nettement supérieur à celui du domaine PXD en fusion avec l’étiquette hexa-histidine, 

confirmant que cette région n’adopte pas une forme globulaire en présence du domaine PXD et 

ne forme pas un domaine globulaire en se repliant sur le domaine PXD non plus. 
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Figure 32 : Analyse par SEC-MALLS-RI et RMN des fragments P588-650 (PQ) et P588-709 (PQ-PXD) de la 

phosphoprotéine (P) du virus Nipah (NiV). A) Profile d’élution de PQ (ligne en marron) de la colonne de gel 

filtration Superdex S200. B) Spectre 2D [
1
H-

15
N]-HSQC de P588-650 enregistré à 25°C dans un tampon de 20 mM 

Bis-Tris pH 6.0, 150 mM NaCl et 50 mM glutamate/arginine (R/E). C) Comparaison des profiles d’élution de 

P588-709 (ligne en orange) et PXD (domaine PXD portant une étiquette héxahistidine pour cette expérience) (ligne 

en marron) de la colonne de gel filtration Superdex S75. Les colonnes ont été équilibrées dans 20 mM Tris-HCl 

pH 7.5, 150 mM NaCl. En rouge les masses moléculaires (MM) à travers les pics d’élution, calculées à partir de 

la diffusion statique de la lumière et la réfractométrie pour chaque protéine. Les valeurs numériques des masses 

moléculaires (MM) ont le même code couleur que les profiles d’élution.  

  

 La comparaison des spectres 2D [
1
H-

15
N]-HSQC du peptide P588-650 avec celui de la 

phosphoprotéine entière et avec celui du fragment P471-709, qui est tronqué de la partie N-

terminale désordonnée de la protéine, indique que certaines résonances se superposent alors 

que d’autres résonances sont déplacées, suggérant que cette région de la protéine adopte une 

conformation différente dans le contexte de la protéine tétramérique (Figure 33A et B).  

D’une façon étonnante aucune résonance provenant de résidus du domaine PXD n’est 

visible ni dans le spectre 2D [
1
H-

15
N]-HSQC de la phosphoprotéine entière ni dans celui du 

fragment P471-709. En raison de la petite taille du domaine PXD et du fait que ce dernier soit lié 

au domaine central par un connecteur flexible (résidu 588-650), les résonances des résidus des 

PXD devraient être visibles dans le spectre RMN. Leur absence suggère que les PXD ne sont 

pas indépendants dans le contexte de la protéine entière tétramérique. Cette observation 

rappelle la formation de dimère du domaine PXD dans l’empilement cristallin et la suspicion 

de dimérisation en solution. La présence de quatre domaines PX connectés entre eux par 

l’intermédiaire du domaine de tétramérisation équivaut à une concentration effective très 

élevée qui pourrait expliquer la formation de dimères ou autres forme oligomèriques.  
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Figure 33 : Spectres RMN. A) Spectre 2D [
1
H-

15
N]-HSQC de la NiV P entière (rouge) superposé au spectre 2D 

[
1
H-

15
N]-HSQC du fragment P588-650 (bleu). B) Spectre 2D [

1
H-

15
N]-HSQC du fragment P471-709 (PCED) de NiV 

(rouge) superposé au spectre 2D [
1
H-

15
N]-HSQC du fragment P588-650 (bleu). Les spectres ont été enregistré dans 

20 mM Bis-Tris pH 6.0, 150 mM NaCl et 50 mM glutamate/arginine à 25°C. 

 

3.3.5. La partie N-terminale (PNTR) de la phosphoprotéine de NiV est globalement 

désordonnée mais contient des structures secondaires fluctuantes  

Afin de caractériser les propriétés structurales de la longue partie N-terminale (PNTR) 

et de la phosphoprotéine entière de NiV, des mesures de SAXS et de RMN ont été réalisées 

avec la P entière et le fragments P1-580 qui renferment le domaine de tétramérisation, ainsi 

qu’avec les peptides différents peptides P1-100, P91-190, P91-250, P222-319, P387-479 de la région N-

terminale (PNTR). 
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Figure 34: Expériences de diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS) sur le fragment P1-580 et la 

phosphoprotéine (P) entière du virus Nipah (NiV). Courbes de SAXS enregistrées pour des valeurs de q entre 

0.05 et 4 nm
-1 

pour A) P1-580 à 1.0, 0.8 et 0.5 mg.ml
-1

 et C) la P entière à 1.8, 1.4 et 1 mg.ml
-1

. B) et D) Analyse 

de Guinier dans la région de q.Rg < 1.0 pour P1-580 et la P entière, respectivement. E) Fonction de distribution 

des distances P(r), F) représentation de Kratky et G) représentation de Porod-Debye pour P471-709 (ligne en 

vert), P1-580 (ligne en rouge) et la P entière (ligne en noir). Pour ces représentations de G), H) et I) les courbes 

enregistrées à la plus forte concentration en protéine, normalisées pour la concentration, ont été utilisées. 
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Des courbes de SAXS ont été enregistrée à plusieurs concentrations pour la P entière 

de NiV et pour la construction P1-580. L’allure des courbes et les valeurs du rayon de giration 

(Rg) sont indépendantes de la concentration, démontrant l’absence d’agrégation (Figure 34A-

D). La fonction P(r) calculée pour la P entière et pour le fragment P1-580 ont une forme en 

cloche asymétrique lisse, avec un Dmax aux environs de 40 nm et un seul maximum aux 

environs de 10 nm (Figure 34E), caractéristique des protéines flexibles. Les graphiques de 

Kratky et de Porod-Debye confirment la présence importante de régions désordonnées dans 

ces deux protéines (Figure 34F et G). Dans le plot de Kratky, la courbe augmente aux valeurs 

élevées de q, et le graphique de Porod-Debye ne tend pas vers un plateau. Ces résultats sont 

en accord avec l’idée que la P contient de longues régions désordonnées. 

Le spectre 2D [
1
H-

15
N]-HSQC de la NiV P entière se caractérise par une faible 

dispersion des déplacements chimiques, caractéristique d’une protéine désordonnée (Figure 

35A).  

 

Figure 35 : Spectres RMN. A) Spectre 2D [
1
H-

15
N]-HSQC de la NiV P entière (rouge). B) le spectre de A) 

superposé aux spectres  2D [
1
H-

15
N]-HSQC des fragments P1-100, P91-190, P91-250, P222-319, P300-401, P387-479 et P588-650 

(bleu). 

On dénombre environ 350 pics mais la faible dispersion des déplacements chimiques 

rend leur attribution difficile. Ce nombre est largement inférieur au nombre d’acides aminés 

de la protéine et on ne distingue aucune résonance qui pourrait correspondre aux résidus des 

régions structurées. Notamment, la taille du domaine PCD (54 kDa) devrait conduire à un 

élargissement des pics au-dessous de la limite de détection. Le fait d’observer un nombre de 

pics inferieur à 480 (le nombre de résidus dans 1 PNTR) suggère fortement que les quatre N-
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terminaux se comportent comme des chaînes indépendantes dans le contexte de la protéine 

entière. Pour obtenir une information détaillée sur la partie N-terminale désordonnée, nous 

avons adopté une stratégie de « diviser pour régner » ; nous avons découpé la partie N-

terminale de la protéine en peptides d’environ 100 acides aminés qui se chevauchent de 20 aa 

de chaque côté (voir Tableau 3 et Figure 5). Dans les spectres RMN de ces différents 

peptides, les résonances de la chaîne principale et du Cβ ont été attribuées. La Figure 35B 

montre la superposition des spectres des différentes parties du Niv PNTR (bleu) sur le spectre 

de la P entière (rouge). La grande majorité des résonances se superposent très bien, à 

l’exception de quelques pics. Ces différences peuvent s’expliquer par des « effets de bord » et 

par la présence de l’étiquette hexa-histidine en C-terminal.  

Après l’attribution des résonances des différents spectres RMN pour le PNTR, les 

déplacements chimiques pour les Cα et Cβ ont été utilisés pour calculer la propension à 

former des structures secondaires (Secondary Structure Propensity, SSP) (Marsh, Singh et al. 

2006). Le graphique du paramètre SSP en fonction de la séquence montre la présence de 

plusieurs îlots de structures secondaires fluctuantes, plus précisément des régions de 

propension positive correspondant à des hélices α résiduelles pour les régions 5 à 29, 37 à 55, 

68 à 88, 120 à 126, 46 à 158, 170 à 186, 332 à 356 et 470 à 478 ainsi que des régions de 

propension négative correspondant à des structures étendues pour les régions allant 307 à 326 

et 390 à 414 (Figure 36).  

 

Figure 36 : Structures secondaires fluctuantes dans la région N-terminale (PNTR) de la phosphoprotéine 

(P) du virus Nipah (NiV) détectées par la Résonance Magnétique Nucléaire (RMN). Le graphe représente la 

propension à former des structures secondaires (Secondary Structure Propensity, SSP) en fonction du numéro 

des résidus dans la séquence. Le SSP est calculé en combinant les valeurs des déplacements chimiques pour les 

Cα et Cβ, obtenues expérimentalement pour PNTR. Les valeurs positives sont caractéristiques des hélices α tandis 

que les valeurs négatives représentent des structures β (Wishart, Sykes et al. 1991; Marsh, Singh et al. 2006). 

 

La première région prédite en hélice du côté N-terminal correspond à la région 

d’interaction avec N
0
. Les deux autres régions prédites en hélice allant des résidus 37 à 55 et 

68 à 90 n’ont pas de fonction connue. Il en va de même pour la région de 332 à 356. Ces 
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hélices transitoires pourraient correspondre à des régions d’interaction avec d’autres 

partenaires et notamment avec la polymérase L.  

Des données de SAXS ont été enregistrées pour les peptides P1-100, P91-190, P91-250, P222-

319, P387-479. Les valeurs de Rg, calculées en utilisant l’approximation de Guinier aux petits 

angles (qRg <1.1), ne dépendent pas de la concentration de protéine indiquant l’absence 

d’agrégation (non montré). Ces valeurs présentées dans le tableau sont très proches des 

valeurs de Rg calculées en utilisant la loi de puissance de Flory et des paramètres déterminés 

pour des protéines intrinsèquement désordonnées ou dénaturées contenant le même nombre de 

résidus (Tableau 5). Afin d’identifier les peptides les plus compacts et les plus étendus, nous 

avons calculé le rapport entre le Rg expérimental et le nombre d’acides aminés – la 

compaction normalisée. Ce paramètre indique que les peptides P1-100 et P91-250 sont les 

peptides les plus compacts alors que les peptides P387-479 et P588-650 sont les plus expansés 

(Tableau 5). Cette observation est confirmée par les valeurs de 𝑣, obtenues 

expérimentalement à partir des courbes de SAXS. La forme plus compacte de P1-100, relative 

aux autres peptides, peut être causée par son contenu élevé en hélices α, comme démontré par 

la RMN (Figure 36), en accord avec la proposition que les protéines intrinsèquement 

désordonnées semblent être plus compacte que les protéines dénaturée et cela du à la présence 

de structures secondaires (Bernado and Blackledge 2009). Il est intéressant de noter que le 

peptide P588-650 semble être très allongé et le moins compacte de tous les peptides. La forme 

générale de la fonction P(r) en fonction de r pour les peptides P1-100, P91-190, P91-250, P222-319, 

P387-479 est celle d’une courbe en cloche asymétrique avec un seul maximum déplacé vers les 

courtes distances interatomiques caractéristiques d’une flexibilité importante ou d’une 

molécule allongée (non montré).  
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3.3.6. Modélisation de la phosphoprotéine de NiV 

L’objectif de cette partie du travail est d’utiliser une approche similaire à celle utilisée 

avec la P de VSV dans le but de représenter la P de NiV sous la forme d’un ensemble de 

conformères. Cette approche repose, dans une première étape, sur l’utilisation des données de 

RMN pour générer un large ensemble de conformères qui reproduisent la propension des 

différents résidus à former des structures secondaires et leur combinaison avec les structures 

cristallines des domaines structurés. Dans une seconde étape, elle consiste à sélectionné un 

ensemble limité de conformères qui reproduisent collectivement les données de SAXS. Ce 

travail est en cours, mais nous présentons les résultats d’une modélisation ab initio du 

fragment P471-709 en utilisant le programme DAMMIF. Une symétrie d’ordre 4 a été imposée 

dans ce processus qui a conduit à la génération d’un modèle pour lequel la courbe théorique 

s’ajuste au mieux avec la courbe de diffusion expérimentale. Parce que cette modélisation n’a 

pas une solution unique, nous avons généré de manière indépendante 40 modèles différents. 

Ces modèles consistent en un domaine allongé d’un côté, qui correspond vraisemblablement 

au domaine PCD et peut facilement accommoder la structure cristalline du domaine, et en 

quatre « tentacules » qui correspondent aux jonctions et aux domaines PXD.  

Tableau 5 : Paramètres structuraux extraits des courbes de diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS) pour les 

fragments de la phosphoprotéine (P) du virus Nipah (NiV) et leur comparaison avec des valeurs théoriques. 

Protéine Rg Guinier 𝐷𝑚𝑎𝑥 Rg 

PID
a
 

 

Rg 

protéines 

dénaturé

es
a
 

Nmbre 

d’aa 

Nmbre de 

charges  

pI % 

Prolines 

Compact

ion 

normalis

ée
b
 

Valeurs 

de 𝑣c
 

P1-100 3.2 ± 0.1 12± 1 2.92 3.42 108 -8 5.11 1.9 2.96 0.526 

P91-190 3.12 ± 0.1 12± 1 2.92 3.42 108 -12 4.68 3.7 2.89 0.574 

P91-250 4.07 ± 0.1 15± 1 3.68 4.45 168 -18 4.64 4.8 2.42 0.552 

P222-319 3.12 ± 0.1 11.5± 1 2.9 3.38 106 -16 4.51 5.7 2.94 0.562 

P300-401   2.93 3.48 111 -4 5.94 10.8   

P387-479 3.22 ± 0.1 12.5± 1 2.84 3.3 102 0 7.07 8.8 3.16 0.546 

P471-580     119 -12 5.15 3.4   

P655-709 1.4*  2.21 2.48 63 -7 5.31    

P588-650 2.56 ± 0.1 10± 1 2.35 2.68 72 -6 5.34 5.6 3.55 0.646 

P1-580 10.8 ± 0.2 40± 1   588 -45 4.69 6   

P471-709 6.3 ± 0.2 22± 1   248 -20 4.9 3.6   

P entière 11.0 ± 0.2 40± 1   717 -53 4.69 5.6   

Le Met Nter est supposé être non clivé ; Le tag LEHHHHHH est pris  en compte dans le nombre d’aa et 

pour les calculs ; a La valeur de Rg théorique est calculée en utilisant la loi de puissance de Flory avec  ν 

= 0.522 et R0=2.54 pour les PID (protéines intrinsèquement désordonnées) et ν = 0.598 et R0=2.08 pour 

les protéines dénaturées (Fitzkee et Rose ; Bernado et Blackledge). b La compaction normalisée est 

calculée en divisant le Rg, obténu à partir de l’approximation de Guinier, par le nombre d’acides aminés 

dans la séquence ; la valeur obtenue est multipliée par 100 afin de se debarasser des zéros. c Valeurs de 

𝑣 est obtenu à partir de la représentation logI en fonction de logq de la courbe de diffusion 

expérimentale.* Rg de NiV PXD extrapolé à concentration nulle à partir de données à 150 mM NaCl. 
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Figure 37 : Modèles du fragment P471-709 de la phosphoprotéine du virus Nipah (NiV) obtenus par le 

programme DAMMIF. 
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3.4. Discussion  

 
I. La flexibilité des domaines C-terminaux de P 

 Les domaines PX des virus Nipah et Hendra ont une identité de séquences d’environ 

80%, néanmoins leurs structures cristallines ne sont pas identiques. Dans chaque structure, 

certaines interactions stabilisantes ne peuvent pas s’expliquer facilement par des contacts dus 

à l’empilement cristallin. La longue hélice du domaine PX de NiV est stabilisée par un réseau 

de liaisons hydrogènes et électrostatiques, néanmoins des mesures en solution par RMN sont 

en désaccord avec une telle conformation. Les résultats de RMN indiquent que les domaines 

PXD de NiV et HeV sont composés de trois hélices, ce qui suggère que les conformations 

cristallines ne sont pas figées en solution (Figure 18). Cette plasticité conformationnelle est 

également supportée par les mesures des rayons hydrodynamiques et les données de SAXS et 

il semble que la force ionique joue un rôle important. A faible force ionique les deux 

domaines semblent être très allongés tandis qu’à forte concentration en sel on observe leur 

compaction (Tableau Figure 15). Néanmoins ces observations ne peuvent pas être expliquées 

par un repliement de la protéine induit par le sel. Contrairement à ce qui a été observé pour le 

PXD du virus des oreillons (MuV) (Kingston, Gay et al. 2008) les PXD de NiV et HeV sont 

bien repliés en solution et leurs spectres CD sont caractéristiques des protéines riches en 

hélices α avec une faible influence du sel (Figure 19). 

De plus les domaines PXD de NiV et d’HeV se caractérisent par une stabilité 

thermodynamique faible. La température corporelle de la plupart des animaux infectés par ces 

virus est comprise entre 35 et 40 °C, et donc dans ces conditions, la concentration en sel 

pourrait avoir une forte influence sur le degré de repliement de NiV PXD. En absence de sel, le 

Tm de NiV PXD est de 40 °C, ce qui signifie qu’à 37°C dans ces conditions, la moitié des 

molécules seront dénaturées. Cette faible stabilité, associée à une grande flexibilité 

conformationnelle est une caractéristique commune des domaines C-terminaux d’interaction 

avec les nucléocapsides chez les Rhabdoviridae et chez les Paramyxovirinae. En effet, la 

structure du domaine PXD du SeV est également très dynamique comme l’ont démontré des 

études par RMN (Blanchard, Tarbouriech et al. 2004). La structure du PXD de MuV a été 

décrite comme un « molten globule » en solution, n’acquérant une structure tertiaire stable 

que dans le contexte de l’empilement cristallin (Kingston, Gay et al. 2008). Le domaine C-

terminal de la P de VSV, dont la structure a été résolue par RMN, se caractérise aussi par une 

grande dynamique conformationnelle, comme en témoignent les expériences de relaxation par 
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RMN (Ribeiro, Favier et al. 2008). Dans le modèle où la phosphoprotéine marche sur la 

nucléocapside pour assurer le déplacement de la polymérase sur la matrice N-ARN (le modèle 

de « cartwheeling » (Curran 1998)), cette grande plasticité de structure pourrait moduler la 

stabilité du complexe NTAIL-PXD. La formation d’un complexe entre un PXD flexible et la N 

pourrait avoir pour conséquence de réduire son temps de vie ce qui lui permettrait de 

s’attacher et de se détacher rapidement et continuellement, permettant le déplacement de la P 

sur le complexe N-ARN.  

Des mesures d’affinité très différentes de 100 nM et 50 µM ont été rapportées pour 

l’interaction entre PXD et NTAIL de MeV (Kingston, Baase et al. 2004; Bourhis, Receveur-

Brechot et al. 2005; Shu, Habchi et al. 2012)  alors que des mesures de l’ordre 10 µM ont été 

rapportées pour NiV et HeV (Habchi, Blangy et al. 2011). En dépit de leur divergence, ces 

mesures sont peu représentatives de ce qui se passe dans des conditions physiologiques où ces 

molécules existent sous des formes oligomériques. Dans le contexte de la phosphoprotéine 

entière tetramérique l’augmentation de l’avidité de P pour le complexe N-ARN (les 

nucléocapsides) par la fixation simultanée de plusieurs PXD sur plusieurs NTAIL peut résulter 

en une interaction trop forte qui ne serait pas compatible avec le fonctionnement de la 

machinerie de réplication virale et donc des mécanismes diminuant l’affinité, comme par 

exemple la flexibilité des domaines PXD, pourraient être avantageux pour le virus. Maintenant 

que les mécanismes d'interaction entre les protéines ou domaines isolés sont bien décrits il 

serait intéressant d'essayer de caractériser ces interactions en conditions oligomériques, un 

travail que nous avons entrepris récemment. 

La séquence en acides aminés du domaine PXD n’est pas conservée au sein des 

Paramyxovirinae à l’exception des résidus hydrophobes de l’intérieur du domaine (Figure 

38). La charge globale n’est également pas conservée, les PXD de Niv (pI 4.5), Hev (pI 4.6) et 

SeV (pI 5.7) ont une  charge globale négative à pH 7.0 tandis que les PXD de MeV (pI 10.1) et 

MuV (pI 9.4) ont une  charge globale  positive. La variation des séquences peut être expliquée 

par la faible pression évolutive exercée sur la séquence en acides aminés par la seule nécessité 

de préserver une interaction suffisante avec la nucléoprotéine. Chez la plupart des 

Paramyxovirinae la région C-terminale de la nucléoprotéine, le NTAIL, constitue le site 

d’interaction avec le PXD. C’est une région globalement désordonnée qui est également peu 

conservée parmi les différents membres des Paramyxovirinae (Habchi, Mamelli et al. 2010), 

et donc la seule contrainte sur les séquences de PXD et NTAIL serait de préserver leur 

interaction. Néanmoins le repliement du PXD en faisceau de trois hélices α semble être 
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strictement conservé chez les Paramyxovirinae (Figure 8). La seule fonction connue de ce 

domaine est l’interaction avec la N et la conservation de ce repliement en faisceau de trois 

hélices pourrait constituer un motif minimal d’interaction.  

 

Figure 38 : Alignement de séquences des domaines PXD de structures connues ainsi que d’autres 

représentants des Paramyxovirinae. Les structures des domaines PXD des virus Meanangle, Human 

parainfluenza 3 et 5 et Cedar ne sont pas connus et les séquences sont données en titre de comparaison. 

L’alignement a été fait en utilisant le programme ClustalW (Larkin, Blackshields et al. 2007). 

 

II. Conservation de l’architecture du domaine central de la phosphoprotéine chez les 

Paramyxovirinae 

La résolution récente des structures cristallines des domaines centraux 

d’oligomérisation (PCD) des virus de la rougeole (Communie, Crepin et al. 2013) et des 

oreillons (Cox, Green et al. 2013) ainsi que la structure du PCD de SeV (Tarbouriech, Curran 

et al. 2000) et la structure de NiV PCD que nous avons déterminée pendant ces travaux 

permettent de faire quelques observations concernant les domaines d’oligomérisation des 

phosphoprotéines des Paramyxovirinae. La structure en faisceau surenroulé d’hélices α et le 

degré d’oligomérisation des phosphoprotéines semblent être conservés, malgré une faible 

conservation de séquences (Figure 39).  

Il est intéressant de noter que tous ces domaines d’oligomérisation ont une longueur et 

un nombre de résidus formant le faisceau surenroulé de quatre hélices comparables : 9.2 nm et 

63 résidus chez MeV, 9.8 nm et 64 résidus chez SeV, 9.6 nm et 64 résidus chez NiV et 8.2 nm 

et 58 résidus chez MuV. Une forme oligomérique semble être indispensable pour le bon 

fonctionnement du complexe de réplication/transcription chez le virus Sendai, modèle d’étude 
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des paramyxovirus, (Curran 1998; Curran and Kolakofsky 1999) ce qui peut créer une 

pression évolutive de conservation du degré d’oligomérisation. 

 

Figure 39 : Alignement des domaines PCD de structures connues chez les Paramyxovirinae. Les séquences 

correspondant au faisceau surenroulé central du PCD ont été alignées en utilisant le programme ClustalW (Larkin, 

Blackshields et al. 2007). 

Néanmoins, la raison pour laquelle la taille et le repliement en faisceau surenroulé du 

domaine PCD sont conservés n’est pas claire et des délétions de différentes régions à 

l’intérieur du PCD de SeV ne semblent pas affecter son état tétramérique (Curran, Boeck et al. 

1995). Il a été également montré chez SeV que PCD contient le site d’interaction avec la 

grande sous unité (L) de la polymérase virale (Curran, Pelet et al. 1994; Bowman, Smallwood 

et al. 1999). Cette observation et le fait que la protéine L est très conservée chez les MNV 

(Tordo, Poch et al. 1988; Poch, Blumberg et al. 1990) permettent d’émettre l’hypothèse que la 

longueur du PCD chez les Paramyxovirinae est importante pour l’interaction avec la protéine 

L. Il est possible que des éléments structuraux de la polymérase nécessitent une longueur 

minimale du domaine PCD afin d’assurer le bon fonctionnement du complexe L-P. 

Les domaines d’oligomérisation de VSV et RaV sont très différents de ceux des 

Paramyxovirinae et leur structure et séquence ne sont pas conservées, contrairement à 

l’organisation et au degré d’oligomérisation de la P (Figure 17 Chapitre 1). Contrairement 

au PCD de Paramyxovirinae qui constitue un site d’ancrage pour la polymérase virale, la seule 

fonction connue des PCD des Rhabdovoridae est la dimérisation de la protéine. Ainsi la seule 

contrainte sur leur évolution serait de préserver leur état dimérique. Néanmoins chez les 

Rhabdoviridae, il a été montré que l’ablation du domaine de dimérisation PCD rend la P 

monomérique (Gerard, Ribeiro Ede et al. 2009) et ne semble pas perturber sa fonction dans la 

transcription (Jacob, Real et al. 2001).  

Les informations concernant l’interaction entre la P et la polymérase virale L des 

Paramyxovirinae sont plutôt rares mais il semble que la région C-terminale de la P (PCED) 

contienne le site d’interaction avec la L (Smallwood, Ryan et al. 1994; Chen, Cortay et al. 

2003). Cette interaction a été majoritairement étudiée pour le virus Sendai (SeV) 
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((Kolakofsky, Le Mercier et al. 2004) et références citées). Il a été proposé, dans le contexte 

du modèle de déplacement de type « cartwheeling » de la phosphoprotéine sur la matrice N-

ARN (Curran 1998), que le domaine PCD de SeV pourrait servir comme un axe moléculaire et 

permettre la rotation de la P tout en restant attachée sur la L (Tarbouriech, Curran et al. 2000). 

Cette proposition est faite sur la base de (1) l’observation que les résidus impliqués dans 

l’interaction avec L se trouvent à la surface du faisceau surenroulé dans la structure cristalline 

du SeV PCD et sont très flexibles, (2) que les quatre faces du faisceau sont parfaitement 

symétriques et (3) que le diamètre du faisceau surenroulé est un peu plus large. Dans la 

structure du PCD de NiV les quatre faces du faisceau surenroulé central ne sont pas identiques 

même si la chaîne principale du faisceau possède une symétrie d’ordre quatre (Figure 29). 

Ainsi la symétrie des chaînes latérales sur les faces est plutôt d’ordre deux ce qui est du aux 

propriétés géométriques du faisceau surenroulé. Dans l’hypothèse où NiV PCD constitue 

également le site d’interaction avec L, cette non-équivalence des faces du faisceau surenroulé 

suggère que, lors d’une rotation du tétramère de P pendant son déplacement sur la 

nucléocapside, l’interface d’interaction avec la L serait continuellement modifiée. Ceci 

pourrait avoir un effet sur l’affinité entre les deux protéines. Dans les conditions où une des 

faces du Niv PCD aurait plus d’affinité pour la L, la rotation hypothétique serait perturbée. 

Cette observation ne semble pas être en faveur d’un modèle de déplacement de type 

« cartwheeling » pour la NiV P. La symétrie de quatre ne semble pas non plus être parfaite 

dans le domaine d’oligomérisation PCD du virus de la rougeole (Communie, Crepin et al. 

2013). 

Une différence notable entre les quatre structures de PCD connues est la présence d’une 

couronne constituée de courtes hélices du coté N-terminal chez NiV et SeV alors qu’elle est 

absente des structures du PCD de MeV et MuV (Figure 30). Chez MuV l’existence d’une telle 

couronne semble peu probable à cause de l’arrangement antiparallèle des hélices (Cox, Green 

et al. 2013). Chez MeV l’absence de cette couronne a été également confirmée par RMN 

(Communie, Crepin et al. 2013) et ne semble pas être importante pour la stabilité du domaine. 

Ainsi chez SeV et NiV, la couronne pourrait être impliquée dans l’interaction avec d’autres 

protéines. De ce point de vue, il est intéressant de noter la présence de deux résidus 

hydrophobes, Phe488 et Phe489, suivis par la Pro490, dont les chaînes latérales sont exposées 

au solvant (Figure 28E). Généralement les acides aminés hydrophobes forment le cœur 

hydrophobe de la protéine. Ce type d’acides aminés est exposé au solvant seulement lorsque 

cela est nécessaire, par exemple pour former le site d’interaction avec une protéine partenaire. 

Les résidus Phe488 et Phe489 pourraient ainsi constituer un site d’ancrage pour un partenaire 
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viral ou cellulaire, et pourquoi pas pour la protéine L. Dans l’hypothèse où ces résidus 

constitueraient le site d’ancrage initial pour la L, la fixation de cette dernière pourrait 

provoquer l’ouverture de la couronne et créer une conformation du PCD spécifique du 

complexe L-P. L’importance de ces résidus pourrait être testée en les remplaçant par 

mutagénèse dirigée et en comparant la réplication du virus mutant avec le virus sauvage.  

 

III. Structure d’une protéine tentaculaire 

Il est difficile d’obtenir une description structurale à haute résolution de P car c’est une 

protéine modulaire flexible comprenant plusieurs domaines. Cette étude fournit pour la 

première fois une représentation atomique de ces protéines virales. 

 Pour NiV et VSV P, le spectre RMN a confirmé la présence de la région désordonnée 

PNTR et de la jonction flexible entre les domaines structurés PCD et PCTD. La molécule 

dimérique ressemble à une pieuvre à quatre (VSV) ou huit (NiV) tentacules avec le corps 

constitué du domaine central dimérique ou tétramérique PCD, de longs tentacules PNTR et de 

tentacules plus courts constitués de la jonction flexible terminée par le domaine globulaire 

PCTD ou PXD. Les différentes parties flexibles de ces molécules bougent indépendamment les 

unes des autres sans interaction entre elles, à l’exception peut être des domaines C-terminaux 

(PXD) de la NiV P. 

Contrairement à ce qui a été observé pour les domaines PCTD de la VSV P, les PXD de 

la NiV P ne sont pas visibles sur les spectres RMN dans le contexte de la protéine entière. 

Cette observation, combinée à la suspicion de dimérisation des PXD en solution (Figure 16) et 

à la concentration effective élevée de PXD dans le contexte de la P entière tétramèrique permet 

d’imaginer un scénario dans lequel les quatre PXD dans une molécule de P forment des 

interactions stables. Dans un tel cas, et si ces interactions modifient ou masquent la surface de 

PXD, impliquée dans l’interaction avec le NTAIL, ce phénomène pourrait modifier l’affinité de 

la P pour les nucléocapsides (NC) et ainsi avoir un effet direct sur le déplacement de la P le 

long des NC et donc sur la réplication et la transcription virale. Un tel mécanisme 

constituerait une façon astucieuse de modifier l’affinité entre la P et les nucléocapsides.  

D’autre part la disparition des PXD des spectres RMN dans le contexte de la protéine 

tétramérique peut être causée par une dynamique de ces domaines à une échelle de temps de 

la milliseconde sans forcément former des interactions stables. Cette hypothèse est rendue 

plausible également par le fait que les modèles ab initio du fragment P471-709, générés par 

DAMMIF, contiennent quatre tentacules bien séparés (Figure 37). 
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Une des propriétés caractéristiques des régions désordonnées est leur aptitude à établir 

des interactions moléculaires avec de multiples partenaires structuralement hétérogènes. 

L’absence de repliement confère aux régions désordonnées une plus grande surface de contact 

externe disponible par acide aminé et une souplesse de conformation permettant de s’adapter 

à la structure des partenaires. Ceci se traduit par une économie substantielle de longueur de 

séquence requise pour assurer une interaction spécifique entre différents partenaires par 

rapport à un domaine structuré dont la fraction de séquence enfouie, la rigidité et 

l’encombrement spatial limite le partenariat potentiel (Tompa and Fuxreiter 2008; Tompa, 

Fuxreiter et al. 2009). 

Pour la phosphoprotéine de VSV, une méthode de sélection d’ensemble a permis de 

générer des ensembles de conformères compatibles à la fois avec les données de RMN et de 

SAXS. Dans ces ensembles, la protéine adopte une large gamme de conformations avec des 

dimensions et des orientations relatives des parties N- et C-terminales très différentes. Malgré 

le fait que nous n’ayons pas encore modélisé la NiV P (cette modélisation est en cours) nous 

pouvons spéculer que ses propriétés structurales et leurs implications seront similaires à celles 

de VSV P décrites ci-dessous. La grande flexibilité et la taille de ces protéines pourraient être 

déterminantes dans les fonctions de P au sein du complexe de transcription/réplication. En 

agissant comme une « brosse » entropique, les molécules de P pourraient auto-réguler leur 

espacement sur la nucléocapside. Les longs tentacules PNTR flexibles, en échantillonnant un 

grand volume autour de la molécule favoriseraient la capture des partenaires viraux et 

cellulaires tels que N
0
, la protéine L, des kinases ou des karyophérines. Cela faciliterait 

également le positionnement et l’orientation correcte de la polymérase au site de synthèse de 

l’ARN et la livraison du substrat N
0
 au site d’encapsidation. Comparées à la taille de la 

particule virale ou de la nucléocapside, les dimensions de la molécule sont singulières. La 

particule en balle de fusil de VSV a une longueur moyenne de 200 nm, un rayon extérieur de 

35 nm et une cavité centrale d’un rayon de 15 nm. Or, cette cavité est supposée contenir les 

molécules P dont la distance maximale entre les extrémités N- et C-terminale est de l’ordre de 

18 nm, donc supérieure au rayon de la cavité. La distance entre les deux domaines C-

terminaux d’un dimère peut atteindre 9 nm soit une valeur bien supérieure à la distance 

séparant deux tours successifs de la nucléocapside (environ 5 nm). Donc, un même dimère de 

P pourrait connecter des tours successifs de la NC et stabiliser la particule virale.  

Les particules de NiV sont pléomorphes, de dimension allant de 40 à 600 nm (Hyatt, 

Zaki et al. 2001) et à ce jour nous ne disposons d’aucune donnée structurale détaillée 

concernant leur organisation interne. Des reconstructions récentes par cryo-microscopie 
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électronique pour un virus apparenté, le virus de la rougeole (MeV), ont révélé qu’à l’intérieur 

du virion, les nucléocapsides (NC) sont majoritairement recouvertes par une couche de 

protéine de matrice (M) (Liljeroos, Huiskonen et al. 2011), un phénomène qui peut s’avérer 

commun pour tous les Paramyxovirinae. L’espace entre la NC et la couche de M est très 

étroite pour permettre à la P d’y résider ce qui signifie que dans un virion, dont la majorité des 

NC sont recouvertes de M, elles ne seront pas accessibles pour la phosphoprotéine et donc la 

question se pose de savoir comment la P est recrutée dans de telles particules virales ? Une 

des possibilités serait que seulement quelques molécules de P soient recrutées dans le virion 

en s’attachant sur les parties de NC qui ne sont pas recouvertes de M. Dans un tel scénario, 

après la fusion du virion avec la cellule hôte et après le démantèlement de la couche de M, la 

P assurerait la transcription et la réplication virale en se déplaçant sur le complexe N-ARN 

(les nucléocapsides) par le mécanisme de « cartwheeling ».  

Néanmoins concernant le virus Nipah plusieurs observations nous semblent en 

désaccord avec un tel mécanisme de déplacement de la P. Tout d’abord le volume  occupé par 

les quatre PNTR de NiV P est très grand et la dimension maximale de 40 nm de la molécule 

signifie que les PNTR occupent le volume d’une sphère d’un rayon d’environ 20 nm (Figure 

40).  

A pH physiologique le PNTR de NiV P (pI 4.56) et le NTAIL de la N (pI 4.8) seraient 

négativement chargés et se repousseraient. Dans ces conditions, un phénomène de compaction 

de la P, lorsqu’elle est attachée à la surface des nucléocapsides, semble peu probable. Donc la 

P occuperait un volume considérable ce qui aurait comme effet de rendre son déplacement sur 

les nucléocapsides difficile.   

Un deuxième argument défavorisant le déplacement de la P sur les nucléocapsides 

vient des mesures d’affinité entre la P entière et des nucléocapsides recombinantes 

(Yabukarski, Carriel, Fender, résultats non publiés). Ces mesures préliminaires ont montré 

que l’affinité entre les deux partenaires est relativement forte (KD d’environ 50 nM) et que la 

dissociation de la P est très lente ce qui est incompatible avec un modèle de « cartwheeling » 

dans lequel l’interaction entre P et la nucléocapside doit être dynamique afin de permettre le 

déplacement de la P. 
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Figure 40 : La phosphoprotéine et la nucléocapside. A) Représentation schématique de la NiV P. Les 

domaines structurés (PCD et PXD) sont colorés en rouge, les parties désordonnées (PNTR et la jonction entre PCD et 

PXD) en vert. Le cercle représente l’espace échantillonné par le PNTR. Son rayon et de 20 nm et représente le 

Dmax/2. Le centre du cercle se trouve sur le PCD car la région de jonction et les PXD contribuent très peu aux 

dimensions globales de la P. B) Schéma de la nucléocapside (NC) de NiV vue dans le sens de son axe. Le cercle 

noir représente la NC de 20 nm de diamètre, comme déterminé par microscopie électronique (Hyatt, Zaki et al. 

2001). Les cercles verts représentent les NCORE de chaque N et les filaments en rouge les NTAIL. Le cercle bleu 

représente l’espace autour des NCORE échantillonnée par NTAIL ; son diamètre n’est pas connu mais les rayons de 

giration de cross section (Rc) pour la NC, contenant le NTAIL ou pas, sont très proches (Jensen, Communie et al. 

2011). C) Modèles pseudo atomiques de la NiV P entière. Les résidus des régions flexibles sont représentés par 

des billes comme modélisé par le programme RANCH (Bernado, Mylonas et al. 2007). Quatre modèles sont 

superposés mais les domaines PXD d’un seul modèle sont représentés pour plus de clarté. La coloration est la 

même qu’en A). D) Représentation d’un tour de NC de MeV (virus apparenté à NiV) vue dans le sens de son 

axe. Les NCORE sont colorés en vert et jaune, les NTAIL en rouge. Modèle issu de (Jensen, Communie et al. 2011). 

 

Toutes les phosphoprotéines des Paramyxovirinae sont supposées être des protéines 

modulaires contenant une longue région N-terminale (PNTR) flexible appartenant à la famille 

des protéines intrinsèquement désordonnées (Karlin, Longhi et al. 2002; Karlin, Ferron et al. 

2003; Habchi, Mamelli et al. 2010). Néanmoins chez HeV et NiV, cette région est de 100 à 

200 résidus plus longue que celles des autres virus dans la sous-famille (Wang, Michalski et 

al. 1998; Wang, Yu et al. 2000). Les résidus additionnels se trouvent dans la région décrite 

comme étant le site d’interaction avec les protéines STAT1 (résidus 100 à 150) (Shaw, 

Garcia-Sastre et al. 2004). Cette région semble être conservée dans toutes les souches de NiV 
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et HeV que nous avons analysé (Figure 4) et son absence chez les autres membres de la sous-

famille suggère une évolution divergente pendant laquelle les Henipavirus ont « acquis » ou 

« inventé » cette région. 

La résonance magnétique nucléaire a identifié plusieurs îlots de structures secondaires 

résiduels dans le PNTR de NiV et notamment les régions des résidus 1 à 30, 40 à 60, 65 à 90 et 

340 à 360 (Figure 36). Dans la partie N-terminale, les résidus 1 à 30 sont impliqués dans 

l’interaction avec N
0 

(voir Chapitre 4), néanmoins la fonction des autres régions est 

inconnue. Une possibilité serait que, en plus du domaine d’oligomérisation PCD, les régions 

des résidus 40 à 60 et 65 à 90 soient impliquées dans l’interaction avec la polymérase virale, 

par homologie avec les résidus 41 à 106 de la P de VSV qui constituent le site d’interaction 

avec la polymérase de VSV (Rahmeh, Morin et al. 2012). Dans ce contexte il est très 

intéressant de noter que la région de la NiV P comprenant les résidus 81 à 113 semble être 

importante pour sa fonction de cofacteur de la polymérase virale (Ciancanelli, Volchkova et 

al. 2009) ; l’existence d’une hélice α préformée dans la région des résidus 65 à 90 pourrait 

faciliter une éventuelle interaction avec la L. Une telle interaction pourrait aussi jouer un rôle 

dans le transfert du N
0
 sur l’ARN néo-synthétisé.  

Il est intéressant de noter que la région 340 à 360 peuple une conformation α 

hélicoïdale 40% du temps et ainsi représente la partie du PNTR qui contient le plus de structure 

secondaire résiduelle. Cette région, prédite partiellement structurée par le D-score (Figure 5) 

et partiellement conservée chez les NiV et HeV (Figure 4), est flanquée par des séquences 

riches en résidus proline. Une recherche par le programme SH3-Hunter (Ferraro, Peluso et al. 

2007) a identifié le fragment R389QRPGTP395 comme site potentiel d’interaction avec des 

domaines SRC homology-3 (SH3). D’autre part, le fragment P362PYH365 ressemble 

étonnamment à la séquence consensus PPxY (ou x est n’importe quel acide aminé) reconnue 

par les domaines WW (Zarrinpar, Bhattacharyya et al. 2003). Ainsi cette région de la P, 

comprenant les résidus 360 à 400, commune aux protéines V et W, pourrait constituer un 

motif d’interaction avec d’autres protéines. A ce jour, absolument aucune fonction n’est 

attribuée à cette région de la P, et il serait très intéressant d’étudier son rôle dans le contexte 

de la réplication ou dans le contexte de l’inhibition du système immunitaire cellulaire. 

Les résultats que nous avons obtenus décrivent la phosphoprotéine des MNV comme 

un acteur très dynamique dans les processus de réplication/transcription et comme une 

protéine charnière capable d’interagir avec de nombreuses protéines cellulaires ou virales. 
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Chapitre 4 : Interaction entre la 

phosphoprotéine du virus Nipah et la 

protéine STAT1 
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4.1. Introduction 

 Depuis des millions d’années les virus infectent des organismes appartenant aux 

différents domaines du monde vivant et ont développé des « outils » pour mieux envahir leurs 

hôtes tandis que les cellules hôtes ont évolués pour se défendre. Parmi les Mononegavirales, 

différentes stratégies d’interaction avec leur hôte sont adoptées par les différents virus. 

Certains, comme le virus de la stomatite vésiculaire, ont adopté une stratégie de réplication 

très rapide associée à l’inhibition de la production des protéines cellulaires dans le but de ne 

pas laisser du temps à la cellule hôte pour réagir. D’autres, tel que le virus de la rage, 

combinent un faible taux de réplication avec des moyens efficaces pour inhiber la 

signalisation cellulaire et rester « inaperçus » par les systèmes de défense de l’hôte. Tous ces 

virus ont donc en commun d’interagir d’une manière ou d’une autre avec le système 

immunitaire cellulaire.  

Les henipavirus interférent avec le système immunitaire de l’hôte par l’intermédiaire 

des protéines V, W, C et dans un moindre degré de la protéine P (voir Chapitre 1 et (Eaton, 

Broder et al. 2006) et références citées). Ces protéines agissent à plusieurs niveaux et à 

différentes étapes de la signalisation cellulaire. En particulier, les protéines V, W et P inhibent 

la voie de signalisation des interférons α/β et γ en interagissant avec la protéine STAT1 

(Rodriguez, Cruz et al. 2004; Shaw, Garcia-Sastre et al. 2004). Un site essentiel pour cette 

interaction a été localisé dans la région commune N-terminale de ces différentes protéines 

allant des résidus 110 à 140 (Ciancanelli, Volchkova et al. 2009).  

Aujourd’hui, aucune information structurale ou thermodynamique n’est disponible 

concernant cette interaction. Afin de mieux comprendre les détails moléculaires de cette 

interaction, nous nous sommes intéressés au complexe formé entre la partie N-terminale de la 

P/V/W et la protéine STAT1 (Singal Transducer and Activator of Transcription 1). Dans le 

but d’étudier ce complexe nous avons produit des fragments des deux partenaires et nous 

avons étudié leur interaction. 

 

Architecture de STAT1  

Dans ce travail, nous avons utilisé un fragment de STAT1 (aa 132-683) qui contient le 

domaine en faisceau d’hélices, le domaine de fixation à l’ADN, le domaine de connexion et le 

domaine SH2 (Figure 1). Selon des études récentes, la partie N-terminale de STAT1, absente 

de notre construction, n’est pas responsable de l’interaction avec P/V/W de Nipah (Rodriguez, 

Cruz et al. 2004) et nous avons arrêté notre construction au résidu 683 car (1) c’est le dernier 

résidu visible dans la densité électronique de la structure cristalline (Chen, Vinkemeier et al. 
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1998), ce qui suggère que le reste de la molécule est désordonné et (2) car la partie C-

terminale manquante est responsable de la dimérisation de STAT1. 

 
Figure 1 : Architecture de la protéine STAT1h. A) La structure cristalline de STAT1h (PDB code : 1BF5) et 

B) représentation schématique des différents domaines de la protéine : le domaine N-terminal n’est pas présent 

dans la structure (gris foncé), le domaine en faisceau d’hélices( rouge), le domaine d’interaction avec l’ARN 

(bleu) le domaine de jonction (turquoise), le domaine SH2 (jaune) et le domaine d’activation désordonnée dans 

la structure cristalline (gris claire). En orange est représenté le double brin d’ADN. 

 

 

4.2. P91-190 est intrinsèquement désordonné mais contient des 

structures secondaires fluctuantes 

 La stabilité à long terme du peptide P91-190 a été significativement améliorée par l’ajout 

de 50mM glutamate et de 50 mM arginine dans la solution tampon (Golovanov, Hautbergue 

et al 2004). Nous avons obtenu une masse moléculaire de 11.4 ± 1 kDa par SEC-MALLS-RI, 

proche de la masse moléculaire de 11.9 kDa calculée à partir de la séquence, qui confirme 

l’état monomérique de la protéine jusqu’à des concentrations de 3 mM (Figure 2A). 

Des expériences de diffusion des rayons X aux petits angles sur P91-190 ont été 

enregistrées sur la ligne BioSAXS BM29 à l’ESRF (Grenoble). Les valeurs des paramètres 

structuraux sont données dans le Tableau 5 du Chapitre 3 mais nous avons détaillé 

l’explication ci-dessous. Des courbes de diffusions sont collectées pour des vecteurs de 

diffusion q allant de 0.05 à 3.0 nm
-1

 et des concentrations de protéine allant de 1.5 à 2.7 

mg.mL
-1

. Les profils obtenus ont la même forme, indiquant l’absence d’agrégation (Figure 

2C). Le rayon de giration (Rg) calculé en utilisant l’approximation de Guinier pour des 
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valeurs de Q.Rg < 1.3 ne varie pas avec la concentration, indiquant également l’absence 

d’agrégation (Figure 2D).  

 
Figure 2 : Expériences de diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS) sur le fragment P91-190 de la 

phosphoprotéine du virus Nipah (NiV) et de SEC-MALLS-RI sur ce fragment P91-190 et la protéine 

STAT1132-683. A) Profiles d’élution de P91-190 et STAT1132-683 injectées séparément (P91-190 ligne continue et 

STAT1132-683 ligne en pointillé) et B) injectées après incubation, sur colonne de gel filtration Superdex S200, 

équilibrée dans 20 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl. En rouge les masses moléculaires (MM) à travers les 

pics d’élution, calculées à partir de la diffusion statique de la lumière et la réfractométrie pour chaque protéine.  

C) Les courbes de SAXS ont été enregistré pour des valeurs de q entre 0.05 nm
-1

 et 3 nm
-1

 à trois concentrations 

de protéine (2.7, 2.0 et 1.5 mg.ml
-1

). D) Analyse de Guinier dans la région de q.Rg < 1.1. E) Représentation de 

Log I(q) en fonction de Log q aux angles moyens. 

 

Le Rg moyen de 3.2 ± 0.1 nm est intermédiaire entre la valeur de 2.9 nm calculée pour 

une protéine intrinsèquement désordonnée de même taille en utilisant l’équation de Flory 

(Chapitre 2) et les paramètres déterminés par (Bernado and Blackledge 2009), et la valeur de 

3.4 nm calculée pour une protéine dénaturée en utilisant la même équation et les paramètres 

déterminés par (Kohn, Millett et al. 2004). Le graphe de Log I(q) en fonction de Log q est 

linéaire pour les valeurs de q comprises entre 0.63 et 2.40 nm
-1

. La pente du graphe fournit 
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une estimation du paramètre 𝐷𝑚 de 1.73 (Figure 2E) correspondant à une valeur de 

l’exposant de Flory (ν) de 0.578, proche de la valeur estimée pour des protéines dénaturées 

(Kohn, Millett et al. 2004).  

La masse moléculaire calculée à partir de l’intensité diffusée à angle zéro I(0) est de 

14 ± 2 kDa, en accord avec l’état monomérique de la protéine. Le spectre de dichroïsme 

circulaire dans l’UV lointain est caractéristique d’une protéine désordonnée (Figure 3A) et, 

en supposant que le signal à 222 nm soit uniquement attribué à la présence d’hélices α, le 

contenu moyen en hélice α est d’environ 7% (Luo and Baldwin 1997). L’addition de 2 M de 

trimethylamine N-oxide (TMAO), un composé connu pour stabiliser les formes compactes 

des protéines, provoque une augmentation du contenu en hélice α d’environ 2%. 

Nous avons également étudié cette protéine par RMN qui est une technique sensible à 

la présence de structure locale et qui informe de manière quantitative sur la présence de 

structures secondaires transitoires. Le spectre RMN à deux dimensions par corrélation 

hétéronucléaire 2D [
1
H-

15
N]-HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence) mesuré pour 

la protéine P91-190 présente une faible dispersion des déplacements chimiques caractéristique 

des protéines désordonnées (Figure 3B). 

Après l’attribution des résonances des spectres RMN, les déplacements chimiques 

secondaires ont été calculés pour les résonances des Cα et Cβ comme la différence entre les 

déplacements chimiques mesurés dans la protéine et ceux mesurés pour les chaque acides 

aminés dans des peptides courts dépourvus de structure. A partir des déplacements chimiques 

secondaires, un paramètre de propension à former des structures secondaires SSP (Secondary 

Structure Propensity) a pu être calculé (Figure 3C) (Wishart, Sykes et al. 1991; Marsh, Singh 

et al. 2006). Ces expériences démontrent que les régions comprenant les résidus 120 à 127, 

136 à 158 et 169 à 190 adoptent transitoirement des conformations en hélices α tandis que les 

régions comprenant les résidus 95 à 106 et 158 à 169 adoptent une conformation étendue 

(conformations en structures β). La propension moyenne à former des hélices α est de 7%, en 

accord avec le contenu en hélices α estimé par CD. L’ensemble de ces résultats démontre que 

P91-190 est une protéine intrinsèquement désordonnée, dont trois segments forment 

transitoirement des hélices α.  
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Figure 3 : Expériences de CD et RMN sur le fragment P91-190 de la phosphoprotéine du virus Nipah (NiV). 
A) Spectre CD dans l’UV lointain dans 10 mM NaP à une concentration en protéine de 20µM. B) Spectre RMN 

2D [
1
H-

15
N]-HSQC. C) Le graphe représente la propension à former des structures secondaires (Secondary 

Structure Propensity, SSP) en fonction du numéro des résidus dans la séquence. Les valeurs positives sont 

caractéristiques des hélices α tandis que les valeurs négatives représentent des conformations étendues (des 

structures β). Les expériences sont effectuées à 20°C. 
 

4.3. Interaction entre P91-190 et STAT1 

Le fragment STAT1132-683 produit en bactéries élue de la colonne de chromatographie 

d’exclusion sous la forme d’un seul pic (Figure 2A). La masse moléculaire de 71.1 ± 7 kDa 

mesurée par SEC-MALLS-RI est en accord avec la masse moléculaire de 64.1 kDa calculée à 

partir de la séquence en acides aminés, indiquant que la protéine est monomérique en 

solution. La formation d’un complexe entre STAT1132-683 et P91-190 n’est pas détectée par 

chromatographie d’exclusion de taille, puisqu’après incubation de STAT1132-683 à une 

concentration de 54 µM en présence de P91-190 à une concentration de 540 µM, les deux 

protéines ont élué de la colonne aux mêmes volumes d’élution que les protéines individuelles 

et aucun autre pic n’a pu être détecté (Figure 2B). La masse moléculaire mesurée par 

MALLS-RI n’indique aucune modification de la masse moléculaire des composants éluant 

dans chacun des pics. 
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Figure 4 : Expérience de titrage de P91-190 par STAT1132-683 suivie par RMN. Le graphique représente le 

rapport des intensités des pics correspondant aux résonances amides des spectres RMN 2D [
1
H-

15
N]-HSQC de 

P91-190  en fonction de la séquence en acides aminés, avant (Figure 3B) et après l’ajout de STAT1132-683 dans la 

cuve de mesure. 

Une interaction entre P91-190 et STAT1132-683 a toutefois pu être détectée dans une 

expérience de titrage suivie par RMN. Le spectre 2D [
1
H-

15
N]-HSQC obtenu pour un mélange 

contenant la P91-190 stablement marquée avec 
15

N à une concentration de 22µM et STAT1132-

683 non marquée à une concentration de 44µM indique que l’intensité des résonances amides 

correspondant aux résidus 100 à 145 de P est réduite par comparaison avec un spectre 2D [
1
H-

15
N]-HSQC obtenu pour P91-190 à une concentration de 92µM en absence de STAT1132-683 

(Figure 4).  

Un complexe hétérodimèrique entre P91-190 et STAT1132-683 aurait une masse 

moléculaire d’environ 75 kDa et sa formation devrait conduire à la disparition complète des 

résonances amides pour les acides aminés de P91-190 qui interagissent avec STAT1132-683. La 

réduction partielle de l’intensité indique donc que dans ces conditions, une fraction seulement 

de P91-190 fixe STAT1132-683 et permet d’estimer que la constante de dissociation du complexe 

entre les deux protéines est comprise entre 10 µM et 100 µM. Nous observons également une 

faible diminution des intensités pour les résidus 145 à 165 qui ne font pas partie du site 

d’interaction avec STAT1 documenté dans (Ciancanelli, Volchkova et al. 2009). Nos résultats 

suggèrent donc que le site d’interaction avec STAT peut être plus étendu.  

Afin de caractériser de manière plus précise l’interaction entre ces deux protéines, 

nous avons utilisé la calorimétrie de titrage isotherme (ITC). Sur la base de l’estimation de la 
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constante de dissociation par spectroscopie RMN entre 10 et 100 µM, nous avons évalué 

qu’une concentration de STAT1132-683 de 1 mM (64 mg.mL
-1

) et une concentration 10 à 20 

fois supérieure de P91-190 (130 à 260 mg.mL
-1

) seraient nécessaires pour obtenir une courbe 

complète de titrage. Néanmoins, des courbes de titrage ont pu être obtenues en titrant 

STAT1132-683 à une concentration de 70 µM avec une solution de P91-190 à une concentration 

de 1.5 mM. Bien que la saturation ne soit pas atteinte, l’ajustement de ces courbes avec un 

modèle de fixation à un seul site fournit une constante de dissociation de 20 ± 2 µM en accord 

avec la valeur estimée par RMN (Figure 5). 

 
Figure 5 : Expérience de titrage de STAT132-683 par P91-190 par ITC. L’expérience est effectuée à 20°C en 

utilisant STAT132-683 comme récepteur et P91-190 comme ligand. 

 

La variation d’énergie estimée à partir de cette constante de dissociation est de 6.3 

kcal.mol-1. L’interaction est caractérisée par un changement d’enthalpie négatif de l’ordre de 

14 kcal.mol
-1

 et donc une variation d’entropie négative de -26.4 cal.mol
-1

.K
-1

. La faible 

affinité est donc le résultat d’une grande pénalité entropique (ΔS << 0) qui est compensée par 

un changement d’enthalpie également très important (ΔH << 0). En première approximation, 

un ΔH << 0 indique que la formation de liaisons hydrogène et d’interactions de van der Waals 
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pendant l’interaction entre les deux partenaires est favorisée par rapport aux interactions des 

partenaires séparés et les molécules d’eau du solvant, et un ΔS << 0 suggère une flexibilité 

importante des partenaires, qui se structurent dans le complexe. Cette flexibilité pourrait 

expliquer que les essais de cristallisation de ce complexe ont échoué. 

 

4.4. Discussion 

Nous avons démontré que la protéine P91-190 appartient à la famille de protéines 

intrinsèquement désordonnées (PIDs) avec un Rg supérieur à celui calculé pour un PID 

typique. La propension à former des structures secondaires (SSP) mesurée par RMN montre 

que le peptide P91-190 n’est pas complètement désordonné mais possède des éléments de 

structure secondaire, de type hélice α et structure β, qui sont transitoirement peuplés (Figure 

3). A noter que les régions des aa 120-127 et 136-158 peuplent des conformations hélicoïdales 

environ 20% et 15% du temps, respectivement. La région 120-127 se trouve au milieu de la 

région d’interaction avec STAT1, cartographiée expérimentalement (Ciancanelli, Volchkova 

et al. 2009). Ainsi la préexistence d’une faible population d’hélices pourrait faciliter la 

reconnaissance du site de fixation sur STAT1 et constituer un MoRE (Molecular Recognition 

Element). Cette hélice transitoire pourrait faciliter la formation d’un éventuel complexe de 

rencontre (encounter complex, (Sugase, Dyson et al. 2007)) et par la suite s’allonger des deux 

côtés par repliement induit. Généralement la conformation des éléments de structures 

secondaires fluctuants de ce type dans les PIDs isolés sont proches de leur conformation dans 

le complexe (Jensen, Houben et al. 2008; Lange, Lakomek et al. 2008; Leyrat, Jensen et al. 

2011). Le phénomène de repliement induit par la fixation sur une protéine partenaire pour une 

protéine intrinsèquement désordonnée peut être utilisé afin d’assurer une bonne spécificité 

sans forcément avoir une très forte affinité. Pour P91-190, ce type de comportement est en 

accord avec les paramètres thermodynamiques obtenus dans les expériences de calorimétrie et 

plus précisément avec la pénalité entropique qui accompagne l’interaction avec STAT1.  

L’absence de détection du complexe sur la colonne de SEC a suggéré que l’interaction 

entre P91-190 et STAT1132-683 est relativement faible. Ce résultat, ensuite confirmé dans les 

expériences de titrage en RMN et la calorimétrie, n’est pas surprenant puisqu’une seule 

mutation, le remplacement du résidu Gly125 de P/V/W par un résidu Glu, est suffisante pour 

compromettre l’inhibition de la signalisation par l’IFN α/β dans plusieurs types cellulaires 

(Hagmaier, Stock et al. 2006). Il a été aussi montré que la partie N-terminale de P/V/W, 
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responsable de l’interaction avec STAT1, sert de point d’ancrage pour la protéine PLK (Polo 

like Kinase) et que cette dernière peut phosphoryler le résidu Ser131 du motif T129SSP132 

(Ludlow, Lo et al. 2008). Le rôle de cette phosphorylation dans l’interaction avec STAT1 

n’est pas clair, mais il a été montré que la formation des deux complexes V-STAT1 et V-PLK 

est indépendante (Ludlow, Lo et al. 2008). Dans le cas de l’interaction P/V/W-STAT1, une 

modification par phosphorylation pourrait déstabiliser d’avantage ce complexe. Néanmoins 

les expériences de RMN ont montré que la région des aa 110 à 140 de la P/V/W dans laquelle 

on observe une diminution des intensités des pics correspond bien à la région décrite dans la 

littérature, et il est intéressant de noter que la région des aa 136 à 158 est également perturbée 

par l’ajout de STAT lors des expériences de titrage en RMN. Etant donné sa propension à 

former des hélices d’environ 15%, il est possible que cette région se structure complètement 

lors de l’interaction.  

La région comprenant les résidus 169 à 190 a également une forte propension à former 

des hélices α mais ne semble pas être impliquée dans la formation de complexe avec STAT1 

((Ciancanelli, Volchkova et al. 2009) et Figure 4). D’autre part la région de la P/V/W 

impliquée dans l’interaction avec STAT2 est moins bien connue et se trouve quelque part 

entre les résidus 100 à 300 de la P/V/W (Rodriguez, Cruz et al. 2004). Ainsi il est possible 

que les résidus 169 à 190 constituent un MoRE et soient impliqués dans l’interaction avec 

STAT2 ou d’autres partenaires. 
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Chapitre 5 : Le complexe N
0
-P 

 

  



 

207 
 

5.1. Introduction 

Le génome des virus à ARN négatif non-segmenté est encapsidé par un 

homopolymère de nucléoprotéine, et ce complexe nucléoprotéique et non l’ARN nu constitue 

la matrice pour  la polymérase (Lamb 2007). La réplication de ces virus nécessite donc la 

production continue de nucléoprotéine dans une forme soluble qui soit compétente pour 

l’encapsidation des ARN viraux génomiques ou antigénomiques néosynthétisés. Chez les 

Rhabdoviridae et les Paramyxoviridae, la nucléoprotéine soluble est produite sous la forme 

d’un complexe avec la phosphoprotéine, le complexe N
0
-P. Dans ce complexe, P joue deux 

rôles bien distincts, inhibant la polymérisation de N et empêchant la fixation d’ARN 

cellulaire. Lors de la réplication, la nucléoprotéine est transférée par un mécanisme inconnu 

de la phosphoprotéine vers l’ARN viral néo-synthétisé. Pour les virus de la rage et de la 

stomatite vésiculaire, le site d’interaction avec N
0
 a été localisé respectivement dans la région 

4-40 et dans la région 11-30 (Mavrakis, Iseni et al. 2003; Mavrakis, Mehouas et al. 2006; 

Chen, Ogino et al. 2007). Une stœchiométrie d’un dimère de P pour une nucléoprotéine avait 

été proposée sur la base d’expériences de spectrométrie de masse (Mavrakis, Iseni et al. 

2003). Dans la famille des Paramyxoviridae, l’existence de ce complexe a été documentée 

pour divers virus incluant le virus Sendai (SeV) (Curran, Marq et al. 1995), le virus de la 

maladie de Newcastle (NDV) (Errington and Emmerson 1997), le virus parainfluenza type 2 

(Nishio, Tsurudome et al. 1996), le virus Simian 5 (Precious, Young et al. 1995), le virus 

respiratoire syncytial (RSV) (Garcia, Garcia-Barreno et al. 1993) et le virus parainfluenza 

type 3 (Zhao and Banerjee 1995). Dans cette famille, la région d’interaction avec N
0
 a été 

également cartographiée à l’extrémité N-terminale de la P dans les 30 à 50 premiers résidus 

de la protéine  (Curran, Marq et al. 1995).  

Chez les Rhabdoridiae comme chez les Paramyxoviridae, le complexe N
0
-P a résisté 

pendant de nombreuses années à la détermination de sa structure à résolution atomique en 

raison notamment de la difficulté à co-exprimer et purifier des quantités suffisantes de 

complexe pour la cristallisation (Mavrakis, Iseni et al. 2003). Des essais de régénération du 

complexe N
0
-P par ajout de quantités importantes de P au complexe N-ARN de RaV et de 

VSV se sont soldés par des échecs.  

Sur la base de l’analyse de la structure atomique des complexes circulaires N-ARN de 

VSV (Green, Zhang et al. 2006), RaV (Albertini, Wernimont et al. 2006) et RSV (Tawar, 

Duquerroy et al. 2009), nous avons proposé une stratégie pour reconstituer le complexe. Nous 

avons spéculé que la délétion d’un  ou des deux sous-domaines d’échange déstabiliserait 

suffisamment l’homopolymère de N, de sorte qu’en présence de P ou d’un peptide dont la 
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séquence correspond à la séquence de la région N-terminale de P, l’homopolymère de N se 

dissocierait et l’ARN se séparerait de la protéine. Les premières tentatives d’expression de la 

nucléoprotéine de VSV tronquée des 21 résidus N-terminaux  ont échoués car le complexe N 

Δ21-ARN était insoluble. Une étiquette « maltose binding protein » a alors été ajoutée à la NΔ21 

afin d’améliorer sa solubilité (Figure 1). Le complexe N-MBP-ARN a pu quant à lui être 

exprimé et purifié. L’ajout d’un peptide correspondant à la séquence des 60 premiers acides 

aminés de P à permis de régénérer, après clivage de l’étiquette MBP, le complexe soluble 

NΔ21
0
-P60 que nous avons par suite caractiérisé structuralement. Cette régénération du 

complexe NΔ21
0
-P60 passe par la dissociation de l’homopolymère de N et le relarguage de 

l’ARN.  

 
Figure 1 : Stratégie de reconstruction du complexe N

0
-P. A) La structure du complexe N-ARN annulaire de 

VSV (PDB code : 2GIC). Un protomère est représenté en rouge. B) Design de la construction utilisée pour la 

production du complexe NΔ21
0
-P60. D’abord le bras N-terminal a été enlevé et puis l’étiquette MBP (Malotse 

Binding Protein) a été ajoutée du côté N-terminal. 

La suite logique du travail était d’essayer de reconstituer le complexe N
0
-P mais cette 

fois-ci en utilisant la phosphoprotéine entière et donc d’obtenir le complexe N
0
-P entière. 

Nous avons réalisé cette reconstitution en partant du complexe NΔ21
0
-P60 et ajoutant la P 

entière purifiée séparément. La P déplace le peptide et le complexe NΔ21
0
-P entière a pu être 

purifié. Ensuite nous avons étudié ce complexe NΔ21
0
-P entière par des techniques de diffusion 

aux petits angles des rayons X (SAXS) et des neutrons (SANS) et sa modélisation s’est 

transformée en projet collaboratif dans lequel les modèles atomiques du complexe NΔ21
0
-P 

entière de VSV ont été générés par le Dr. Cédric Leyrat à partir de modèles tout atome de la P 
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(Leyrat, Schneider et al. 2012) et du complexe NΔ21
0
-P60 (Leyrat, Yabukarski et al. 2011) en 

utilisant des simulations de dynamique moléculaire. Les courbes de diffusion théoriques pour 

ces modèles ont été calculées par le Dr. Nicolas Martinez en utilisant les programmes 

CRYSOL et CRYSON (Svergun, Barberato et al. 1995; Svergun, Richard et al. 1998) et 

quelques scripts bash. La sélection d’ensemble, permettant de reproduire simultanément les 

données expérimentales de SAXS et SANS, a été possible grâce aux modifications apportées 

au programme GAJOE (Bernado, Mylonas et al. 2007) par le Dr. Pau Bérnado et son aide.  

Nous avons également utilisé la construction P1-177 et nous avons reconstitué le 

complexe NΔ21
0
-P1-177 que nous avons étudié par SAXS et résonance magnétique nucléaire (en 

collaboration avec le Dr. Malene Jensen). 

Finalement, nous avons utilisé une stratégie similaire pour produire un mime du 

complexe N
0
-P du virus Nipah. Nous avons choisi d’étudier le complexe de ce virus pour 

deux raisons majeurs: 

(1) Des études ont montré que le peptide P60 de RaV était capable d’inhiber la réaction 

de transcription/réplication dans un système d’expression d’un minigénome, mais aussi 

d’inhiber la réplication virale dans des cellules infectées (Castel, Chteoui et al. 2009). Cette 

inhibition pourrait résulter de la compétition entre le peptide exprimé en trans avec la P 

endogène pour la formation du complexe N
0
-P. Le complexe avec le peptide ne contenant pas 

le domaine C-termina de P nous pouvons spéculer qu’il ne serait pas adressé correctement au 

site d’encapsidation et que le complexe N
0
-P60 ne permettrait donc pas une encapsidation 

efficace de l’ARN génomique néosynthétisé. Dans ce cas, la connaissance de la structure du 

complexe N
0
-P serait un atout majeur pour développer des inhibiteurs de cette interaction et 

donc de la réplication du virus. Toutefois, nous n’avons aucune preuve expérimentale que le 

peptide P60 agit dans les cellules infectées en interférant avec la formation du complexe N
0
-P. 

Il n’est pas exclut qu’il interfère avec la polymérase. Etudier ce complexe appartenant à un 

membre de la famille des Paramyxoviridae semble très intéressant car la famille comprend de 

nombreux pathogènes pour l’homme, les animaux terrestres et aquatiques et notamment le 

virus de la rougeole (MeV), le virus des oreillons (MuV), le virus parainfluenza humain, le 

virus respiratoire syncytial (RSV), le virus rinderpest (RPV), le virus Sendai (SeV) ainsi que 

de nombreux virus émergeants parmi lesquels les virus Nipah (NiV) et Hendra (HeV).  

(2) A ce jour on connait les structures des nucléoprotéines de plusieurs familles des 

Mononégavirales. Pour les Rhabdoviridae le représentant des lyssavirus est RaV (Albertini, 

Wernimont et al. 2006) et des vésiculovirus – VSV (Green, Zhang et al. 2006). Pour les 

Bornaviridae le représentant est le virus de la maladie de Borna (BDV) (Rudolph, Kraus et al. 
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2003). Pour les Paramyxoviridae, sous-famille des Pneumoviridae, le représentant est le virus 

respiratoire syncytial (RSV) (Tawar, Duquerroy et al. 2009) mais on ne connait aucune 

structure de nucléoprotéine de la sous-famille des Paramyxovirinae. L’obtention 

d’information atomique concernant la N pour plusieurs genres des Paramixovirinae 

(Henipavirus, Morbilivirus, Respirovirus) est rendue difficile par la présence d’une longue 

région intrinsèquement désordonnée du côté C-terminal (le domaine NTAIL) et par le fait que, 

contrairement aux Rhabdoviridae et les Pneumoviridae, ces virus ne forment pas de structures 

N-ARN en forme d’anneau mais plutôt des courtes nucléocapsides de taille variable (Bhella, 

Ralph et al. 2002; Ong, Yusoff et al. 2009).  

Il faut noter que nous avons également reconstitué le complexe N
0
-P du virus de la 

rage (RaV) entre un variant de la N (N Δ23) et des peptides de différentes longueurs (aa 1-68, 

1-55 et 1-42) correspondant à la partie N-terminale de la P mais le complexe n’a pas 

cristallisé et ce travail n’es tpas présenté ici. 
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Supplementary figures 

 
 

 

Figure S1. Production and purification of MBP-N21-RNA complexes. (A) Expression of 

MBP-N21 in E. coli led to the formation of soluble particles that eluted mainly in a peak at 

9.4 mL close to the exclusion volume (8.6 mL) of a Superdex S200 column. The collected 

fractions analyzed by denaturing gel electrophoresis are numbered at the bottom of the figure. 

(B) Denaturing 4-20 % gradient PAGE stained by Coomassie blue. Fraction numbers 

correspond to those indicated in fig. S1A. The gel shows the presence of a single protein 

below the 100 kDa marker in agreement with the molecular mass expected for the chimeric 

MBP-N21 (88,326 Da). (C) Absorbance spectrum of the fraction eluting in the main peak 

(9.4 mL) indicating the co-elution of nucleic acid with the protein. 
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Fig. S2. Purification of the MBP-N21
0
-P60 complex. (A) Overnight incubation of the MBP-

N21 complex with an excess of P60 led to the production of a new complex that eluted at 14.2 

mL from the Superdex S200. The component eluting at 17.8 mL had a molecular mass of 9 ± 

1 kDa and corresponded to the excess of P60. The collected fractions analyzed by denaturing 

gel electrophoresis are numbered at the bottom of the figure.  (B) Denaturing 4-20% gradient 

PAGE stained with Coomassie blue. MBP-N21 and P60 co-eluted in the peak at 14.2 mL (red 

boxes), while the peak at 17.2 mL contains only P60. Fraction numbers correspond to those 

indicated in Fig. S2A. (C) Absorbance spectrum of the fraction eluting in the peak at 14.2 mL 

indicating a lower nucleic acid content. 
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Fig. S3. Small-angle X-ray scattering experiments. (A) Scattering curve of N21
0
-P60 recorded 

at different concentrations. Protein concentrations: 2.7 mg.mL
-1 

(black curve), 5.3 mg.mL
-1 

(red curve) or 8.0 mg.mL
-1 

(blue curve). (B) Guinier plot. (C) Distance distribution function. 

Dmax values are shown in Table S1. The surface areas under the curves were normalized to 

account for the differences in protein concentration. (D) Kratky plot. The bell-shaped curves 

indicated a well-folded globular protein. (E) Modeling of SAXS data with DAMMIN. The 

theoretical SAXS curve derived from the bead model shown in Figure 2D (green line) 

reproduces the experimental SAXS data (open circles) up to 3.5 nm
-1 

(shown in Figure 2C). 
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Fig. S4. Ab initio bead models of the N21
0
-P60 complex. (A) Comparison of the theoretical 

SAXS curve calculated for a N protomer extracted from the circular N-RNA complex (2GIC 

chain E) (red line) or for a N21
0
-P60 protomer extracted from the circular complex (green 

line) with the experimental SAXS curve recorded for the N21
0
-P60 complex (dots). The 

SAXS curve was recorded at ESRF beamline ID 14-3. (B) Plot of the residuals between the 

theoretical curve calculated for a N protomer extracted from the circular N-RNA complex and 

the experimental curve of the soluble complex. (C) Plot of the residuals between the 

theoretical curve calculated for a N21
0
-P60 and the experimental curve. (D) Superposition of 

the average ab initio bead model of the N21
0
-P60 complex with a N21

0
-P60 protomer 

extracted from the atomic structure of the circular complex.  
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Fig. S5. Comparison of the structure of N in the N21-P60 complex and in the N-RNA 

complex. The structure of N21 and of P60 (aa 6-35) extracted from the decameric complex 

(chains E and N) are shown in green and red, respectively. The structures of N and of the 

bound RNA extracted from the decameric complex (2GIC chain E) are shown in yellow and 

blue, respectively. The r.ms.d. between the N molecule is 0.96 Å. 
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Figure S6. Sequence conservation between VSV (2GIC) and RAV N (2GTT). The alignment 

was performed with ClustalW2 [1] and the figure was prepared with ESPript [2]. The 

identities are displayed as white characters in a red box, while the similarities (using the 

Risler score [3]) are displayed in red. The blue box highlights the central hinge region (aa 

200-300). The close arrows in dark and light blue show the identical and similar residues 

lining the binding groove of the MoRE of P (circled in black in figure 5B), respectively. The 

open arrows in dark and light blue show the identical and similar residues forming a 

hydrophobic surface of N that interacts with both P and the RNA. The arrows in magenta 

show the three residues of VSV N forming salt bridges with the MoRE of P (Figure 5A). The 

green arrows show the basic residues of VSV N that binds directly phosphate groups of the 

RNA. The close green arrows show the residues that are conserved in RAV. 

Conserved residue – binds MoRE of P

Similar residue – binds MoRE of P

Conserved residue – binds MoRE of P and RNA

Similar residue – binding MoRE of P and RNA

Forms a salt bridge with a residue in the MoRE of P

Interacts with RNA phosphate group in VSV – conserved in RAV

Interacts with RNA phosphate group in VSV– not conserved in RAV
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 Fig. S7. Superposition of the 5 protomers of P60 and of N21 forming the asymmetric unit. 

(A, B) The overlay of the peptide moiety from the five protomers of the asymmetric unit 

revealed that residues 14 to 31 exhibit the lowest level of flexibility. The backbones of the 

different protomers take similar conformations but the side chains of residues 6 to 11 and of 

residues 32 to 35 take various orientations in the different protomers. The remaining residues 

(aa 1-5 and aa 36-68) are not visible in the crystal structure probably owing to their structural 

flexibility. (C) The different protomers of N21 are very similar. The backbone structures are 

color coded according to the crystallographic B-factors ranging from blue (low B-factor 

values) to red (high B-factor value). 

  

Val21

Ile24

Glu26

Gln30

Gln19

Tyr14

Glu28

NtermCterm

NtermCterm

B

CA

NCT-loop

NNTD

NCTD

A 

B 

B 



 

232 
 

Table S1. Molecular dimensions of the N21
0
-P60 complex calculated from SAXS data 

Protein 

concentration 

(mg.mL
-1

) 

Rg  

(Guinier) 

(nm) 

Dmax  

 

(nm) 

   

2.7 2.7 ± 0.1 9.3 

5.3 2.7 ± 0.1 9.2 

8.0 2.8 ± 0.1 9.4 
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5.3. Le Complexe N
0
-P entière de VSV 

5.3.1. Stratégie de production des complexes N
0
-P de VSV  

La production du complexe N
0
-P entière nécessite plusieurs étapes. Tout d’abord le 

complexe NΔ21
0
-P60 est produit comme décrit dans (Leyrat, Yabukarski et al. 2011) mais en 

conservant l’étiquette MBP. La P entière de VSV est produite comme décrit dans (Gérard, 

Ribeiro et al. 2007). Ensuite, afin de déplacer le peptide P60, les deux protéines sont 

mélangées et incubées à 4°C pendant la nuit. Le mélange de protéines est passé sur une 

colonne d’amylose afin de se débarrasser de la P qui n’a pas formé le complexe NΔ21
0
-P et du 

peptide P60 déplacé. Ainsi le complexe MBP-NΔ21
0
-P est retenue sur la colonne tandis que la P 

libre et le peptide P60 déplacé passent à travers la résine pendant les étapes de lavage.  

 

Figure 2 : Stratégie de purification du complexe N
0
-P entière du virus de la stomatite vésiculaire (VSV). 

Le complexe MBP-NΔ21
0
-P60 et la P entière sont mélangées et incubées pendant la nuit à 4°C. Le mélange est 

passé sur une colonne d’amylose (New England Biolabs) et ensuite la protéase TEV est ajoutée afin de clivé la 

protéine de fusion MBP. La dernière étape de purification est une colonne de gel filtration Superdex S200. Sur 

les gels : les fractions contenant le complexe d’intérêt en rouge, le matériel de départ (jaune) et la P lavée en vert. 

 

Cette étape est importante car le complexe NΔ21
0
-P entière et la P seule ont des 

volumes d’élution proches et la séparation sur chromatographie d’exclusion de taille est 
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difficile (voir Figure 3). Après élution du complexe MBP-NΔ21
0
-P de la résine amylose, 

l’étiquette MBP est clivée par la protéase TEV. Le mélange est ensuite concentré et injecté 

sur une colonne de chromatographie d’exclusion de taille Superdex S200 afin d’éliminer la 

MBP, la TEV et des agrégats éventuels. Les fractions contenant le complexe NΔ21
0
-P sont 

regroupées et concentrées. De cette manière, nous avons produit le complexe NΔ21
0
-P dans 

lequel la P est deuterée ou hydrogénée. La stratégie de purification est résumée dans la Figure 

2. Le complexe contenant la P deuterée a été étudié par SANS avec variation de contraste en 

utilisant des solutions contenant 0, 20, 40 et 100% de D2O dans un tampon 20 mM Tris-HCl à 

pH 7.5, contenant 500 mM NaCl et 5 mM DTT. Le complexe contenant la P hydrogénée a été 

étudié par SAXS dans du tampon 20 mM Tris-HCl à pH 7.5 contenant 150 mM NaCl, 50 mM 

Glutamate et 50 mM Arginine afin de réduire les dégâts causés par l’irradiation.  

La stratégie résumée dans Figure 2 a été également employée afin de produire un 

complexe N
0
-P contenant le fragment P1-177 - le complexe NΔ21

0
-P1-177. Ce complexe a été 

également étudié par SAXS (Figure 5). 

Une deuxième stratégie de production du complexe N
0
-P consiste à mélanger 

directement la MBP-NΔ21 avec la P entière ou avec le fragment P1-177 purifiés séparément. 

Cette stratégie a l’avantage de permettre de contrôler plus facilement le rapport  𝑁  𝑃   lors 

de la formation du complexe N
0
-P. Une partie de la P entière élue dans le volume mort de la 

colonne chromatographie d’exclusion de taille, probablement en raison de la fixation de ses 

domaines C-terminaux sur les complexes MBP-N-ARN.  

Nous avons ainsi utilisé cette méthode afin de produire le complexe NΔ21
0
-P1-177 pour 

les études de RMN. Ainsi après le mélange de MBP-NΔ21 et la P1-177 marquée à l’isotope 

stable 
15

N et leur incubation à 4 °C pendant une nuit la solution est chargée sur une résine 

Ni
2+

. Le complexe contenant une étiquette hexahistidine sur la P1-177 s’accroche sur la résine 

tandis que la MBP-NΔ21 n’est pas retenue et passe à travers la résine. Après lavage, le 

complexe MBP-NΔ21
0
-P1-177 est élué, concentré et injecté sur une colonne de chromatographie 

d’exclusion de taille Superdex S200. Les fractions correspondant au complexe MBP-NΔ21
0
-P1-

177 sont collectées et mises ensemble. Après le clivage du tag MBP par la protéase TEV, les 

protéines sont à nouveau concentrées et injectées sur la même colonne de chromatographie 

d’exclusion de taille afin de se débarrasser de la MBP, la TEV et des agrégats éventuels. Afin 

d’étudier l’importance du rapport des concentrations de départ de N et P nous avons produit le 

complexe NΔ21
0
-P1-177, dans lequel la P1-177 est marquée 

15
N, à deux rapports différents :      

[N]/ [P] ~ 15 et [N]/ [P] ~ 2 
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5.3.2. Le complexe N
0
-P  n’a pas une stœchiométrie fixe 

 La Figure 3 montre les résultats obtenus avec des préparations représentatives de 

NΔ21
0
-P entière et NΔ21

0
-P1-177  et la comparaison de leurs volumes d’élution avec ceux de la P 

entière ou la P1-177 seules, respectivement. L’analyse par SEC-MALLS-RI de plusieurs 

préparations du complexe NΔ21
0
-P entière et NΔ21

0
-P1-177 a montré que la stœchiométrie du 

complexe dépend de la manière dont l’échantillon est préparé, et plus précisément, dépend des 

concentrations relatives de N et P utilisées. Ainsi les masses moléculaires (MM) obtenues par 

MALLS sont souvent intermédiaires entre la MM correspondant à 1N:P et une MM 

correspondant à 2N-P. (Rappel : la P entière et la P1-177 sont toujours des homodimères à la 

différence de P1-105 et P1-60 qui sont monomériques (Gérard, Ribeiro et al. 2007; Leyrat, 

Schneider et al. 2012)) 

 

Figure 3 : Masse moléculaire et volumes d’élution de la phosphoprotéine (P) entière et le fragment P1-177 

ainsi que des complexes NΔ21
0
-P1-177 et NΔ21

0
-P entière du virus de la stomatite vésiculaire (VSV), mesurées 

par SEC-MALLS-RI. Profiles d’élution de P1-177 (ligne en orange), P entière (ligne en vert foncé), NΔ21
0
-P1-177 

(ligne en marron) et NΔ21
0
-P entière (ligne en vert claire) de la colonne de gel filtration Superdex S200, 

équilibrée dans 20 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl. En rouge les masses moléculaires (MM) à travers les 

pics d’élution, calculées à partir de la diffusion statique de la lumière et la réfractométrie pour chaque protéine. 

Les valeurs numériques des MM ont le même code couleur que les profiles d’élution.  

 

 Typiquement, les MM obtenues par MALLS pour le complexe NΔ21
0
-P1-177 varient 

entre 109 ± 10 et 129 ± 10 kDa (MM théorique 88.6 kDa pour 1N-P (1x45.6 kDa + 43 kDa) et 

134.2 kDa pour 2N-P (2x45.6 + 43 kDa ) tandis que pour NΔ21
0
-P entière la MM 

expérimentale varie entre 150 ± 15 et 160 ± 15 kDa (MM théorique 107.6 kDa pour 1N-P 

(1x45.6 kDa + 62 kDa) et 153.2 kDa 2N-P (2x45.6 kDa + 62 kDa). Afin de déterminer si le 

complexe 2N : P pouvait être formé, nous avons eu recours à la spectroscopie RMN. Les 
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spectres 2D [
1
H-

15
N]-HSQC obtenus avec des complexes NΔ21

0
-P1-177 préparés dans des 

différentes conditions de saturation par la N se caractérisent par des variations d’intensité des 

résonances. Dans le spectre RMN du P1-177, seule la partie N-terminale donne des résonances 

visibles. Les résonances pour les résidus appartenant au domaine de dimerisation (aa 107-177) 

sont élargies au delà de la détection. Nous avons donc utilisé l’attribution des résonances 

réalisée pour la partie désordonnée N-terminale avec le peptide P105. La comparaison des 

intésnités des résonances des spectres du complexe NΔ21
0
-P1-177 avec l’intensité des 

résonances dans le spectre de la protéine P105 seule montre que les résonances pour les résidus 

1 à 40 sont réduites en présence de N
0
. Le rapport normalisé des intensités pour ces résidus 

(aa 1 à 40) nous donne la fraction de peptide libre et nous informe donc directement sur le 

degré de saturation du complexe NΔ21
0
-P1-177. La Figure 4C et D montre que pour un rapport 

[N]/ [P] ~ 15, nous observons la présence de 5-10% de PNTR libre tandis que pour un rapport 

[N]/ [P] ~ 2 nous observons la présence de 15-20% de PNTR libre. Dans le cas d’un complexe 

contenant essentiellement une molécule de N par dimère de P (P1-177), comme proposé dans 

(Mavrakis, Iseni et al. 2003) on s’attendrait à observer 50% de PNTR libre. En conclusion, un 

dimère de phosphoprotéine peut donc fixer deux N, une sur chaque protomère, et le taux de 

saturation dépend des concentrations relatives de N et P.  

 

Légende sur la page suivante 
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Figure 4: Etude en solution du complexe NΔ21
0
-P1-177 du virus de la stomatite vésiculaire (VSV) par 

Résonance Magnétique Nucléaire (RMN). A) et B) Superpositions des spectres 2D [
1
H-

15
N]-HSQC du 

complexe NΔ21
0
-P1-177 (en bleu), reconstitué en utilisant des ratios  𝑁  𝑃   de départ d’environ 15 et 2, 

respectivement, et du spectre 2D [
1
H-

15
N]-HSQC du VSV P105 (en rouge). Les spectres ont été enregistrés dans 

20 mM Bis-Tris pH 6.0, 150 mM NaCl et 50 mM glutamate/arginine (RE). C) et D) Les graphiques représentent 

le rapport normalisé des intensités des pics des spectres 2D [
1
H-

15
N]-HSQC du complexe NΔ21

0
-P1-177 de A) et B), 

respectivement, comparés aux intensités des pics du spectre 2D [
1
H-

15
N]-HSQC du peptide VSV P1-105 en 

fonction du numéro des résidus dans la séquence. Le rapport des intensités des résidus 1 à 40 nous renseigne sur 

le degré de saturation de la P1-177 par la N. 

 

5.3.3. Etude en solution des complexe NΔ21
0
-P1-177  et NΔ21

0
-P entière 

  Des courbes de SAXS ont été enregistrées sur la ligne BioSAXS de l’ESRF pour 

chacun de ces complexes. L’allure des courbes ne change pas avec la concentration (1.0, 0.8 

et 0.5 mg.mL
-1 

pour NΔ21
0
-P1-177  et 1.3, 1.0 et 0.8 pour mg.mL

-1
 pour NΔ21

0
-P entière) ce qui 

montre l’absence d’agrégation (Figure 5A et B). Le Rg obtenu à partir de l’approximation de 

Guinier est de 6.8 ± 0.2 pour NΔ21
0
-P1-177 et 7.1 ± 0.2 pour NΔ21

0
-P entière et ne dépend pas de 

la concentration ce qui confirme l’absence d’agrégation. La fonction de distribution des paires 

P(r) des deux complexes est très asymétrique, caractéristique d’une molécule allongée. Elle 

possède deux maxima, un vers 3.5 nm et un second vers 10 nm, avec une Dmax d’environ 23 

± 0.5 nm et 25 ± 0.5 pour NΔ21
0
-P1-177  et NΔ21

0
-P entière respectivement (Figure 5E et F). La 

présence de plusieurs maxima dans la fonction P(r) est caractéristique des protéines à 

plusieurs domaines (Putnam, Hammel et al. 2007; Bernado 2010). 
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Figure 5: Expériences de diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS) sur les complexes NΔ21
0
-P1-177 et 

NΔ21
0
-P entière du virus de la stomatite vésiculaire (VSV). Les courbes de SAXS ont été enregistré pour des 

valeurs de q entre 0.05 nm
-1

 et 4 nm
-1

 pour A) NΔ21
0
-P entière à 1.3, 0.1 et 0.8 mg.ml

-1
 et B) NΔ21

0
-P1-177 à 1.0, 0.8 

et 0.5 mg.ml
-1

. C) et D) Analyse de Guinier dans la région de q.Rg < 1.1 pour NΔ21
0
-P et NΔ21

0
-P1-177, 

respectivement. E) et F) Fonctions de distribution des distances P(r) pour NΔ21
0
-P et NΔ21

0
-P1-177, respectivement.  

 

 Le graphique de Kratky montre un maximum symétrique pour les deux protéines 

centré sur 0.7 nm
-1

, et revient à une ligne de base horizontale caractéristique d’une protéine 

structurée contenant des régions flexibles (Figure 6G et H) (Putnam, Hammel et al. 2007). 

Les plateaux à très faible pente observés dans les graphiques de Porod-Debye suggèrent 

également que les complexes sont plutôt structurés (Figure 5I et J) (Rambo and Tainer 

2011).  
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Figure 6: Expériences de diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS) et SEC-MALLS-RI sur les 

complexes NΔ21
0
-P1-177 et NΔ21

0
-P entière du virus de la stomatite vésiculaire (VSV). G) et H) Représentations 

de Kratky ; I) et G) Représentations de Porod-Debye pour NΔ21
0
-P et NΔ21

0
-P1-177, respectivement. 

 

Dans le but d’obtenir de l’information par rapport aux propriétés structurales internes 

de chaque partenaire du complexe N
0
-P nous avons utilisé la technique de SANS combiné à la 

variation de contraste. Nous avons utilisé un complexe NΔ21
0
-P entière qui est produit de la 

même façon que le complexe étudié par SAXS et dans lequel la P est deutérée. Ainsi nous 

avons enregistré des courbes de diffusion à 0, 20, 40 et 100% D2O et à une seule 

concentration de complexe de 4.4 à 5.6 mg.ml
-1

 par condition. Les courbes expérimentales 

sont représentées dans la Figure 7B et les Rg obtenus par l’approximation de Guinier sont 

présentés dans le tableau de la Figure 7B. A 0% D2O (100% H2O) les deux protéines du 

complexe, la N « hydrogénée » et la P « deutérée », contribuent à la courbe de diffusion. A 

20% la contribution de la N est réduite, et est annulée à 40% D2O. 
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Figure 7 : Expériences de diffusion de neutrons aux petit angles (SANS) combiné à la variation de 

contraste sur le complexe NΔ21
0
-P entière du virus de la stomatite vésiculaire (VSV). A) Illustration de la 

variation du contraste dans le cas du complexe NΔ21
0
-P entière. Un modèle 2N:P est représnté. A 0% D2O un 

contraste entre le complexe NΔ21
0
-P entière et le solvant existe et tout le complexe contribue à la diffusion ; à 

40% D2O il n’y a pas de contraste entre N et le solvant et la diffusion provient seulement de la P ; à 100% D2O il 

n’y a pas de contraste entre P et le solvant et la diffusion provient seulement de la N. B) Courbes de SANS 

enregistrées pour des valeurs de q entre 0.05 nm
-1

 et 3 nm
-1

 à 0% (courbe en marron), 20% (courbe en orange), 

40% (courbe en vert foncé) et 100% D2O (courbe en vert claire). Les concentrations du complexe et les valeurs 

de Rg, obtenues à partir de l’approximation de Guinier, sont données dans le tableau. C) Analyse de Guinier 

pour des valeurs de q.Rg  < 1.0. D) Graphe de Stuhrmann. 

 

 Dans ces conditions, le signal mesuré provient exclusivement de la P. A 100% D2O, 

seul la protéine N hydrogénée contribue à la courbe de diffusion (Figure 7A pour 

illustration). Le graphe de Stuhrmann (Figure 7D) montre une dépendance linéaire du  
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 𝐼(0) 𝐶   (C étant la concentration en protéine) par rapport au pourcentage de D2O indiquant 

l’absence d’agrégation pendant la collecte de données. 

 

5.3.4. Modélisation du complexe NΔ21
0
-P entière 

L’étude de la P entière de VSV ((Leyrat, Schneider et al. 2012) Chapitre 3) a montré 

que la partie N-terminale de la protéine (aa 1-105) est globalement désordonnée et que les 

chaînes provenant des deux protomères qui forment le dimère de P sont indépendantes l’une 

de l’autre. Puisque la comparaison des spectres RMN de P1-105 et de P1-177 au sein du 

complexe NΔ21
0
-P1-177 indique que les seuls résidus qui sont affectés par la formation du 

complexe sont ceux de la région d’interaction (aa 1 à 40), nous avons décidé de modéliser le 

complexe NΔ21
0
-P entière sous la forme d’un ensemble de conformères (Bernado, Mylonas et 

al. 2007; Bernado and Svergun 2012). 

Afin de prendre en compte l’existence de complexes avec les stoechiométries 1N:P et 

2N:P dans les échantillons préparés, nous avons généré un ensemble de départ de 10,000 

conformères qui contient des modèles atomiques du complexe NΔ21
0
-P entière avec 1N ou 2N. 

Dans les modèles 2N:P les deux PNTR de la P portent chacun une N tandis que dans les 

modèles 1N:P seulement un PNTR porte une N – l’autre est libre (Figure 8A). Nous avons 

ensuite utilisé le programme GAJOE (Bernado, Mylonas et al. 2007) pour sélectionner un 

sous-ensemble de 50 conformères qui représentent collectivement les quatre courbes de 

diffusion de neutrons aux petits angles (SANS) et la courbe de diffusion de rayons X aux 

petits angles (SAXS). La répétition de cette procédure de sélection montre que différents 

ensembles de conformères peuvent reproduire de manière équivalente les courbes 

expérimentales. En moyenne, ces différents ensembles de 50 conformères contiennent 65% de 

complexe 1N:2P et 35 % de complexe 2N:2P.  

 La Figure 8 montre le résultat d’une telle sélection d’un ensemble de 50 modèles qui 

reproduit les 5 courbes de diffusion (les quatre courbes de SANS et la courbe de SAXS) et des 

modèles représentatifs de l’ensemble sélectionné. Les conformères sont présentés en 

superposant le domaine PCD de chaque conformère. Cette représentation montre que les 

molécules de N occupent des positions extrêmement diverses autour la P en accord avec la 

grande flexibilité de la P.  
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Figure 8 : Modélisation du complexe NΔ21
0
-P entière. A) Schéma illustrant l’organisation d’un complexe N

0
-P 

de type 2N:P. En jaune - le domaine PCTD de fixation sur N-ARN ; en orange - le domaine PCD de dimérisation ; 

en bleu - l’hélice du PNTR qui forme le complexe avec N
0 
; en rouge - N

0
. B) Courbes expérimentales (rouge – 

courbe de SAXS ; jaune, violet, gris, bleu foncé – les courbes de SANS) et courbes théoriques (ligne ajustée 

pour chaque courbe expérimentale) de l’ensemble de modèles sélectionné pour le complexe NΔ21
0
-P entière. C) et 

D) Six modèles représentatifs de l’ensemble sélectionné, superposés sur le PCD et colorés comme en A). Les 

régions désordonnées sont colorées en turquoise. 

 

5.3.5. Discussion 

Les protéines P1-177 et P entière ont des volumes d’élution proches et la même 

tendance est observée pour les volumes d’élution des complexes NΔ21
0
-P1-177 et NΔ21

0
-P 

entière, suggérant que la partie C-terminale de la protéine contribue peu et d’une façon 

similaire au comportement hydrodynamique des phosphoprotéines isolées et dans le contexte 

du complexe N
0
-P (Figure 3). 

Nous avons étudié les complexes NΔ21
0
-P1-177  et NΔ21

0
-P entier en solution par SAXS. 

Les Rg obtenus en utilisant l’approximation de Guinier pour les deux complexes (6.8 ±0.2 

pour NΔ21
0
-P1-177 et 7.1 ±0.2 pour NΔ21

0
-P entière) sont très proches ce qui confirme que la 
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partie C-terminale contribue peu à la dimension globale de la protéine. Les plots de Kratky 

pour les deux complexes sont plutôt caractéristiques des protéines bien structurées et cette 

observation est confirmée par la présence du plateau dans les plots de Porod-Debye 

contrairement à ce qui est observé pour la P1-177 seule (Figure 8).  

 

Figure 8 : Comparaison entre le fragment de la phosphoprotéine P1-177 et le complexe NΔ21
0
-P1-177 du virus 

de la stomatite vésiculaire (VSV). Représentations de A) Kratky, B) Porod-Debye et C) Fonction de 

distribution pour P1-177 (marron) et NΔ21
0
-P1-177 (orange). 

 

 Cela peut être du à la présence de la N qui est une protéine globulaire d’environ 45 

kDa. Une hypothèse serait que la phosphoprotéine se structure dans le complexe N
0
-P. 

Néanmoins dans ce dernier cas on attendrait que la protéine se compacte et donc que le Rg 

diminue par rapport au Rg de la P entière ou de la P1-177 seules, en contradiction avec 

l’observation d’une augmentation du Rg. L’augmentation du Rg peut être expliquée en 

supposant que les nucléoprotéines fixées aux PNTR échantillonnent un large volume d’espace, 

indépendamment du reste du complexe. Cette hypothèse est renforcée par l’observation que, à 

part les résidus qui interagissent directement avec la N, la majorité des résonances dans les 

spectres 2D [
1
H-

15
N]-HSQC de la P105 seule et de la P1-177 du complexe NΔ21

0
-P1-177 sont 

parfaitement superposables (Figure 4A et B). D’ailleurs la superposition de ces résonances 

confirme que le comportement des PNTR n’est pas influencé par le degré d’oligomérisation de 

la protéine. 

La courbe de diffusion de SANS à 0% D2O provient du complexe entier et son Rg de 

7.0 ± 0.2 nm est en très bon accord avec la valeur de 7.1 ± 0.2 nm obtenue à partir de la 

courbe de SAXS. A 40% D2O la diffusion provient essentiellement de la P et le Rg de 5.6 ± 

0.2 nm est en bon accord avec la valeur de 5.3 ± 0.2 nm déterminée précédemment (Gérard, 

Ribeiro et al. 2007) et dans les travaux de (Leyrat, Schneider et al. 2012) ce qui exclut la 

compaction de la P et démontre que dans le complexe N
0
-P la P reste flexible. A 100% D2O la 

diffusion provient de la N et le Rg de 4.4 nm déterminé à partir de la courbe est plus grand 

que le Rg de 2.8 calculé à partir de la structure cristalline ce qui peut être causé par des 

corrélations spatiales entre les 2N dans les molécules de 2N:2P. L’ensemble de modèles 
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sélectionnés sur la base des données de SANS et SAXS renforce l’hypothèse que la N du 

complexe N
0
-P échantillonne un grand volume de l’espace. Le complexe NΔ21

0
-P entière se 

fixe sur les nucléocapsides virales (Yabukarski et Ivanov, résultats non publiés) et sa grande 

flexibilité peut faciliter son positionnement correct pour le transfert du N0 et l’encapsidation 

d’ARN pendant la réplication virale.  

Nous n’avons pas encore analysé l’ensemble(s) sélectionné(s) en détail et ce travail est 

actuellement en cours. Après une première analyse, les domaines structurés de la P et les N
0
 

attachées ne semblent pas occuper des positions corrélées dans l’éspace mais des analyses 

corrélant le positionnement des domaines C-terminaux ou les N
0
 par rapport au domaine 

central PCD doivent nous apporter plus d’information.   

Les résultats des travaux présentés ici démontrent également que la stœchiométrie du 

complexe N
0
-P n’est pas fixe et dépend des proportions relatives de N et P. Cela peut avoir 

des conséquences pour la multiplication virale. Pendant les stades précoces de l’infection la 

concentration de P est plus importante que celle de la N du au fait qu’environ 450 molécules 

de P sont déjà présentes dans la particule virale tandis que la N n’est pas encore synthétisée 

(Thomas, Newcomb et al. 1985). Dans ces conditions, le complexe N
0
-P, formé juste après la 

synthèse de N, sera probablement de la forme 1N:P. Dans les phases plus tardives, lorsque la 

réplication et la transcription se passent en majorité dans les corps d’inclusion (Lahaye, Vidy 

et al. 2009; Heinrich, Cureton et al. 2010), caractéristiques d’une infection par des 

rhabdovirus et concentrés en protéines (appelés corps de Negri chez RaV) dans le cytoplasme 

de la cellule, la concentration de la N est probablement supérieure à celle de la P (Barr, 

Whelan et al. 2002). Ainsi le complexe N
0
-P contiendrait majoritairement 2N. La présence de 

1N ou 2N par dimère de P peut également influencer la fixation de la grande sous unité L de 

la polymérase virale sur ce complexe car son site de fixation se trouve également dans la 

région N-terminale de la P (Chenik, Schnell et al. 1998; Rahmeh, Morin et al. 2012). 
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Nipah virus (NiV) is an emergent zoonotic Paramyxovirus responsible of recent 

outbreaks of human encephalitis with high fatality rate in south-east Asia 
1
. No vaccine or 

specific treatment is currently available, and therefore, NiV requires biosecurity level 4 (BSL-

4) handling. NiV is a nonsegmented negative-strand RNA virus of the Paramyxovirinae 

subfamily; the Paramyxovirinae is grouped with the Pneumovirinae subfamily in the 

Paramyxoviridae family, which is classified within the order Mononegavirales (MNV), with 

the Rhabdoviridae, Filoviridae and Bornaviridae families.  

As with other MNVs, the genomic RNA of NiV is condensed by a homopolymer of 

viral nucleoprotein (N) into a helical ribonucleoprotein complex, named nucleocapsid (NC). 

This complex associates with the viral polymerase through the phosphoprotein cofactor and 

serves as the template for both RNA transcription and replication 
2,3

. Viral replication thus 

requires the continuous production of N in a form that is competent for encapsidating newly 

synthesized positive antigenomic and negative genomic RNAs 
4
. RNA-free N

0
 is thought to 

be delivered to nascent RNA in the form of a complex with the viral phosphoprotein (P), 

named the N
0
-P complex 

5
.  In this essential complex, the N-terminal region of P acts as a 

chaperon, preventing both polymerization of N and encapsidation of cellular RNAs 
5
.  

The nucleoprotein from other MNV comprises a homologous core (NCORE) responsible 

for RNA encapsidation, which is made of two globular helical domains, N-terminal (NNTD) 

and C-terminal (NCTD), connected through a hinge region that define a basic groove and grab 

the RNA molecule 
6-8

.  The N homopolymer is stabilized by lateral contacts between C-

terminal domains, by an N-terminal extension or “arm” docking to the back of the 

neighboring Ni+1 protomer, and by a C-terminal loop or extension docking to the back or top 

of the Ni-1 protomer 
7,9,10

. N of Paramyxovirinae contains an additional long flexible C-

terminal extension (NTAIL), which escapes from the interior of the helical NC between the 

helical turns 
11

 and interacts with the phosphoprotein. Using a strategy similar to that used 

recently for reconstituting a mimic of the N
0
-P of VSV, we produced mimics of NiV N

0
-P and 

we characterize the structure of these complexes in solution and in crystal.  
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Reconstitution and properties of the N
0
-P complex 

In order to reconstitute a structural analog of the N
0
-P complex and characterize its 

structure, we produced the fragment N32-383 of the NiV protein deleted of its 31 aa N-terminal 

arm and C-terminal tail in fusion with the maltose binding protein (MBP). The armless N-

MBP fusion expressed in bacteria was bound to RNA, but addition of peptides encompassing 

the N
0
-binding region of P induced the displacement of the RNA and the formation of soluble 

analogs of the N
0
-P complex. After removal of the MBP tag by cleavage with the TEV 

protease, the armless N32-383
0
 co-eluted from the size exclusion chromatography column with 

P1-50 (Fig. 1b). On-line multi-angle laser light scattering (MALLS) (molecular mass of 46 ± 1 

kDa ) and small-angle X-ray scattering (SAXS) showed that the N32-383
0
-P1-50 complex is a 

compact heterodimer (Fig. 1c) with an overall bean-shape typical of MNV N protein (Fig. 1d). 

In the nuclear magnetic resonance spectrum (NMR) of the N32-383
0
-P1-100 complex (Fig. 1e), 

the amide proton resonances of the 50 N-terminal residues are broadened beyond detection 

(Fig. 1f), showing that the binding site of P does not extend downstream of residue 50.  
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Figure 1. Heterodimeric NiV N
0

32-283-P1-50 complex of Nipah Virus. (a) Modular architecture of the NiV N 

and P. Lines show disordered regions and boxes show structured domains. (B) SEC-MALLS-RI. The N32-383
0
-

P1-50 complex was injected on a Superdex S200 column in 20 mM Tris-HCl at pH 7.5 containing 150 mM NaCl. 

The line shows the chromatogram monitored by differential refractive index. The crosses show the molecular 

mass calculated from the intensity of scattered light. (c) Small-angle X-ray scattering curve of the complex. 

The red line shows the fit for the bead model shown in figure 1d. (d) Ab initio bead model calculated from the 

SAXS curve. The crystal structure of one protomer of the N0-P complex is docked in the model. (e) 
1
H, 

15
N-

HSQC NMR spectrum of the N
0
-P complex. The red spectrum is for isolated 

15
N-labelled P1-100 and the blue 

spectrum is for the labeled peptide bound to N
0
. (f) Localization of the N

0
-binding site on P. The plot shows 

the intensity ratio of the NMR resonances of the P1-100 peptide in its bound and free form. 
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Crystal structure 

The structure of the NiV N32-383
0
-P1-50 complex was determined by the X-ray 

crystallography at 2.5 Å resolution and refined to an Rfactor of 19.9% and an Rfree of 25.9% 

(Fig. 2, Table 1). The asymmetric unit of the crystal contains three copies of the complex 

(Fig. 3a); two copies are well defined in the electron density map, while the NNTD of the third 

copy is less densely packed in the crystal and ill-defined. (Fig. 3c) Structural overlay of the 

three copies of N present in the crystal asymmetric unit revealed slight differences in the 

position of the helices, suggesting that this region of N is dynamic at least in the absence of 

RNA (Fig. 3b). As with other MNV, the core of NiV N (NCORE) comprises two globular 

helical domains, N-terminal (NNTD) and C-terminal (NCTD), connected through a hinge region 

that define a basic groove and grab the RNA molecule 
6-8

 (Fig. 4). NNTD comprises ten α-

helices, and a two-strand parallel β-sheet, but part of the αN6-αN7 loop is not visible in the 

crystal electron density. NCTD comprises four α-helices, which pack like in RSV and 

rhabdovirus N 
7,9,10

 (Fig. 4a).  

Residues 1 to 38 of P1-50 are visible in the three copies of the complex within the 

asymmetric crystal unit (Fig. 2c and 4a). They form a 2.9 nm-long helix (residues 1-19) that 

docks on the back of NCTD with a 90° bend at Asn20 leading to a short helix (residues 21-28) 

and a loop that dock on the top of NCTD (Fig. 4). Extensive hydrophobic contacts and eleven 

hydrogen bonds are made between P1-50 and NCTD (Table 2), with a total surface area buried 

in the interaction of 1260 Å
2
. In N, the interactions with P1-50 mainly involves helices αC1, ηC1 

and αC3 (aa 265-305), which delineate a shallow hydrophobic groove on one side of NCTD, and 

with helix αC4 at the top of NCTD. The key N binding residues in P are Lys3, (Asp4), Asn8, 

Asp9, Gln21, Gln25, Ser31, Ser32 and Ile33, which form hydrogen bonds and salt bridges 

with N. Additionally, the hydrophobic residues Leu6, Val7, Leu11, Ile13, Ile14, Ile17, Ile24, 

Tyr28 and Ile33 involved in the interactions appear to be remotely conserved among most 

members of the Paramyxoviridae
12

 (Fig 5a). Mapping N residue conservation across 

Paramyxovirinae onto the surface of the N protein revealed that the P binding site is also 

rather well conserved, suggesting a conserved structural architecture for the N
0
-P complex 

through the entire subfamily (Fig 5b). 
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Figure 2. Crystal structure of the N
0
-P complex. (a) Cristals. Initial hit after conditions screening using a 

Cartesian robot from HTXLab (left), manually reproduced plate cluster using native complex (middle) and 

crystals obtained after microseeding (b) The 2.5 Å resolution electron density map of N within the N
0
-P 

complex. The Fo-Fc map is contoured at 1.5 σ. (c) The 2.5 Å resolution electron density map of P within the 

N
0
-P complex. (d) Detailed view of Tyr258. 

(b) (c)

(d)

(a)



 

253 
 

Table 1.  Data collection and refinement statistics  

 Crystal 1  

Data collection  

Space group P212121 

Cell dimensions  

    a, b, c (Å) 82.89, 98.96, 156.91 

    α, β, γ (°) 90.0, 90.0, 90.0 

Resolution (Å)
 a
 47.19 -2.498 (2.587-2.498)

 
 

Rsym
 a
 %(%) 

I / σI
 a
 14.44 (2.59) 

Completeness (%)
a
 99.56 (97.28) 

Redundancy 3.1 (2.5) 

  

Refinement  

Resolution (Å)  47.189-2.498 (2.553-2.498)  

No. unique reflections 45321 

Rwork / Rfree 19.87% (24.02%) /  

25.94% (32.00%) 

No. atoms  

    Macromolecule 7622 

    Ligand 9 

    Water 105 

R.m.s. deviations  

    Bond lengths (Å) 0.010 

    Bond angles () 1.21 

Ramachandran favored  

Ramachandran outliers  

96 % 

1.1 % 

Average B-factor 56.50 

    Macromolecule 56.70 

    Ligand 44.40 

    Water 41.40 

  

  
a
Values in parentheses are for highest-resolution shell. 
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Figure 3. Asymmetric unit of the N
0
-P complex crystal. (a) Ribbon representation of the three copies of the 

N
0
-P complex in the asymmetric unit of the crystal. N is shown in green and the peptide of P is shown in red. 

(b) Superposition of the three copies. (c) Comparison of the three copies of the N
0
-P complex. 

Chains A:D Chains B:E Chains C:F

(a) (b)

(c)

Chains A:D 

Chains B:E 

Chains C:F 
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Figure 4. Structure of the N
0
-P complex. (a) Ribbon representation of the N

0
-P complex. (b) Surface 

representation of the N
0
-P complex. 
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Table 2. The binding interactions between the residues of the P1-50 and the residues of 

the N32-383 protein binding site 

Interaction P residues Atoms N residues Atoms 

     

H bond Lys3 NZ Glu260 OE2 

H bond Asn8 OD1 Arg302 NH1 

H bond Asp9 OD1 Arg278 NH2 

H bond Asp9 OD2 Arg278 NH2 

H bond Gln21 NE2 Asn285 OD1 

H bond Gln21 NE2 Ala283 O 

H bond Gln25 NE2 Asn285 OD1 

H bond Gln25 NE2 Ala283 O 

H bond Ser31 O Asn285 N 

H bond Ser32 OG Glu286 OE2 

H bond Ile33 N Glu286 OE1 
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Figure 5. Amino acid sequence conservation among Paramyxovirinae. (a) Conservation in P. Several amino 

acids in the N-terminal region of P have been found to be conserved among Paramyxovirinae 
12

. These amino 

acids are shown in color at the bottom. They are labeled in the left side figures. (b) Conservation of N. The 

conservation is map on the surface of N. 
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Comparison with RSV N-RNA and RNA binding 

By homology with the structure of the recombinant circular RSV N-RNA complex
7
 

(Fig. 6a), the RNA binding site in NiV N was localized in the groove at the interface between 

NNTD and NCTD (Fig. 6b). The interior of the RNA binding cavity is also well-conserved 

among Paramyxovirinae (Fig. 6c), with large positively charged patches on both NNTD and 

NCTD. Four (Lys178, Arg192, Arg193 and Arg352) out of the five basic residues interacting 

with RNA in RSV N (Lys170, Arg184, Arg185, Arg338 and Arg342) are conserved among 

Paramyxoviridae. However, the 3D superposition of NiV NCTD (residues 264-371) in the N
0

32-

283-P1-50 complex onto the corresponding domain of an RSV N protomer in the recombinant 

circular N-RNA complex (rmsd 2.25 Å), revealed that the RNA binding groove is opened in 

NiV, with NNTD bowing down by 30° from NCTD as compared to their position in the RSV 

structure (Fig 6d). Conserved basic residues in NNTD (Lys, Arg, Arg) and NCTD (Arg) are too 

far apart for accommodating the RNA molecule, suggesting that conformational changes must 

occur for binding genomic RNA.   

NNTD can be divided into three subdomains, which are structurally similar in NiV and 

RSV but adopt different relative orientations in the two proteins (Fig 6a and 6b). 

Independently moving NNTD1 (residues 32-115), encompassing helices αN1 to αN3, and NNTD3 

(residues 158-263), encompassing helices αN6 to αN10, allows superposition of NiV and RSV 

subdomains (with r.m.s.d. of 2.56 and XX Å, respectively). Structural overlay of NNTD3 brings 

Lys178, Arg192 and Arg193 of NiV close to their position in RSV N. RNA encapsidation by 

NiV N may thus involve concerted motions of these subdomains in grabbing genomic RNA. 

HingeProt predicts a hinge movement between NCTD (residues 259-371) and NNTD (residues 

1-257) around hinge residue Tyr258, which results in NCTD moving towards NNTD (Fig. 6d).  
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Figure 6. Comparison with respiratory syncytial virus N protein. (a) Ribbon representation of RSV N. The 

N-terminal domain is divided in three sub-domains colored in yellow (NNTD1), gray (NNTD2) and orange (NNTD3). 

The C-terminal domain is shown in green and the RNA molecule in blue. (b) Ribbon representation of NiV N. 

The corresponding domains and sub-domains are shown in the same color as in figure 6a. (c) Electrostatic 

surface map of NiV N. (d) Superposition of RSV and NiV N. The NCTD domains of both were 

superposed. RSV N is shown in blue and NiV N is shown in green. 

~30 

Y258

RSV

RNA

Nipah Virus
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Chaperone activities of P 

As in VSV N
0
-P complex, the N-terminal region of P interferes with the 

polymerization of N by competing for binding sites with the swapped sub-domains from 

neighboring N molecules (Fig. 7a). The structural overlay of NiV N
0

32-283-P1-50 complex onto 

one protomer of the RSV N-RNA complex revealed that the long N-terminal helix of P1-50 

occupies the same binding surface than the N-terminal arm of the Ni-1 protomer on the Ni 

protomer of the N-RNA complex, while the short helix and loop of P1-50 occupy the same 

binding surface at the top of N
0 

than the C-terminal arm of the Ni+1 protomer on the Ni 

protomer (Fig. 7b). Binding of P to N thus weakens or prevents interaction with the swapped 

subdomains from neighboring N molecules.  

By contrast with the position occupied by P in VSV N
0
-P complex (Fig. 8a), NiV P 

does not directly interfere with RNA binding to N (Fig. 8b). Several structural features of the 

NiV N
0
-P complex suggest that binding of P blocks the conformational changes required for 

accommodating the genomic RNA within the RNA binding cavity. Structural overlay of 

NNTD1 of NiV and RSV suggests that, in the closed form of N, Tyr258 at the C-terminus of 

helix αN10, a conserved residue among Paramyxoviridae, points inside the RNA binding 

cavity (Fig. 8d). In RSV N-RNA complex, the side-chain of Tyr251, which occupies a similar 

position at the C-terminus of helix αN10, docks against helix αC2 and does not interfere with 

RNA binding (Fig. 8c). This suggests that Tyr258 of NiV flips away from the RNA binding 

cavity upon closure of the molecule. Such motion of Tyr258 is prevented in the N
0
-P 

complex, because the N-terminal extremity of P is bound to the surface of helix αC2. Closure 

of the RNA binding groove would require the swiveling motion of helices αN6 and αN10 around 

pivots at the junction between NNTD and NCTD (Fig. 9a). The connecting loop between helices 

αC2 and αC3 (3
12

 helix ηC1) docks against the N-terminal end of αN6 and the C-terminal end of 

helix αN10, and thus interfere with such motions (Fig. 9a). Motions of helices αN6 and αN10 

requires motions in NCTD, and binding of P to NCTD bridges helices αC1, αC2 and αC4 (Fig. 9b) 

rigidifying the whole domain and thus preventing closure of the molecule. In addition, two 

contiguous glutamate residues in helix αN10 (Glu260, Glu261) are H bonded to Lys3 in P 

providing another link between NNTD and NCTD.  
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Figure 7. Chaperon activities of P – inhibition of the assembly of N. (a) Overlay of the N-RNA complex 

and N
0
-P complex of VSV. The Ni+1, Ni and Ni-1 of VSV N-RNA complex 

10
 are shown in surface 

representation. The NNT-arm of the Ni-1 protomer and the NCT-loop of the Ni+1 protomer are shown as gray loop. 

The N molecule of one N
0
-P protomer has been superposed on the Ni protomer of the N-RNA complex and the 

peptide of P is shown in red. (b) Overlay of the N-RNA complex of RSV and of the N
0
-P complex of NiV. 

The Ni+1, Ni and Ni-1 of RSV N-RNA complex 
7
 are shown in surface representation. The NNT-arm of the Ni-1 

protomer and the NCT-arm of the Ni+1 protomer are shown as gray loop. The N molecule of one N
0
-P protomer 

has been superposed on the Ni protomer of the RSV N-RNA complex by superposing the NCTD domains. The 

peptide of P is shown in red. 

 

Ni

Ni-1Ni+1

NCT-loop

NNT-arm

Ni

Ni-1

Ni+1

NCT-arm

NNT-arm

Nipah VirusVSV

(a) (b)



 

262 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8. Chaperon activities of P – inhibition of RNA binding. (a) Overlay of the N-RNA and N
0
-P 

complexes of VSV. N is shown in green in surface representation. The peptide of P is shown in red and the RNA 

is shown in blue and yellow. (b) Structure of NiV N
0
-P complex. The NCTD of NiV N has been superposed on 

NCTD of VSV and NiV N is shown in same orientation as N VSV in figure 8a.(c) RSV N-ARN complex.  

Tyr251, conserved among all Paramyxoviridae points towards αC2 and away from the RNA binding cavity. (d) 

NiV N
0
-P complex. In NiV N

0
-P complex conserved Tyr258 points towards the putative RNA binding cavity. 
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Figure 9. Model of NiV N conformational change. (a) Proposed conformational change of NiV N involved 

in RNA binding. The blue arrow shows the proposed motions of NNTD around pivot points at the junction 

between NNTD and NCTD. The red arrows shows the proposed motion of the loop connecting helices αC2 and αC3 

required for allowing motion of NNTD. (b) Bridging action of P. 
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RNA binding to NiV N 

In the Rhabdoviridae N-RNA complexes, each N binds 9 ribonucleotides (nt), and the 

RNA is inside the ring, whereas in the Pneumovirinae complex, each N binds 7 nt, and the 

RNA is outside 
7,9,10

. Peculiarly, the genome of the Paramyxovirinae obeys a rule of six, a 

strict requirement for the genome to consist of a number of nt that is a multiple of six 
13,14

. 

The RNA is also outside the helical nucleocapsid, and each N binds 6 nt 
6
. 

A motif conserved among all Paramyxovirinae provides the structural basis for 

encapsidation of only six nt by one N molecule that underlines the rule of six, i.e. a strict 

requirement for the genome to consist of a number of nt that is a multiple of six 
13,14

. In RSV 

N, helix αN4 which contains Arg184, Arg185 ends at Asn188 leaving the surface of helix 

αN8 exposed to solvent. Residues in this helix form a flat surface on which base 1 of the RNA 

repeat binds. In NiV N, helix αN7 propagates further than in RSV, encompassing a motif 

conserved among all Paramyxovirinae, the KYxQQxRV motif. The side chains of these 

residues dock onto the N-terminal part of helix αN10, hiding the surface of αN4 and therefore 

preventing the docking of base 1 (Fig 10). 
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Figure 10. Structural basis for the rule of six. (a) and (c) Stacking of base 1 on αN4 of N RSV. αN4 presents 

a flat surface on which base 1 can stack. (b) and (d) Closed conformation of NiV N modeled by superposing 

NNTD and NCTD separately on the corresponding domains of N RSV. 
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Disorder-to-order transition in the N
0
-binding region of P 

NMR spectroscopy, SAXS and gel filtration showed that isolated P1-100 is globally 

disordered. The hydrodynamic radius (Rh = 2.6 nm) and radius of gyration (Rg = 3.2 ± 0.1 

nm) are larger than expected for compact domain of the same size. The poor chemical shift 

dispersion of amide resonances in the NMR spectra (Fig 1e) is typical of disordered proteins, 

but secondary chemical shifts revealed the presence of transient helices (aa 4-32 and aa 39-

56) (Fig. 11a). The formation of the N
0
-P complex, thus, involves a disorder-to-order 

transition of the N
0
-binding region of P, leading to the stabilization of a helical conformation 

of the first helix. However, in the N
0
-P complex, the helix is broken in two parts (aa 1-19 and 

aa 21-28). Prediction with AGADIR also indicates propensity for forming a long N-terminal 

helix (aa 4-25) (Fig. 11b). Prediction and experiments show the presence of local propensity 

at forming a long helix, demonstrating that the kink observed in the crystal structure is 

induced by tertiary contacts upon docking of P to N
0
. The strain in P resulting from this 

opposition between local and tertiary constraints may also contribute to keeping N in an open 

conformation. A similar situation is found for the bridging domain of RIG-I 
15

, in which a 

long stretch of amino acids predicted to form a long helix bridges two domains of the protein 

by forming two helices.  
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Figure 11. Disorder-to-order transition in P upon formation of the N0-P complex. (a) Secondary structure 

propensity in isolated P1-100 calculated from the NMR spectrum. The scheme above the plot shows the 

position of the helices in the crystal structure (bound) and in isolation in solution calculated from the NMR 

spectrum. (b) Prediction using the program AGADIR. 
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In conclusion, the structure of a mimic of NiV N
0
-P complex, reconstituted between 

the armless N32-383 and the N-terminal P1-50, revealed the mechanisms by which P chaperons N 

during viral replication. P prevents the assembly of N by interfering with the binding of sub-

domains from neighboring N molecules. P prevents binding to cellular RNA by blocking the 

N molecule in an open conformation, suggesting that encapsidation of viral RNA will involve 

a conformational change leading to the closure of the RNA binding groove. This structure 

also provides the first atomic structure of N from a member of the sub-family 

Paramyxovirinae and suggests an explanation for the rule of six.   

Finally, because the continuous production of the N
0
-P complex is essential for 

encapsidating newly synthesized genomes, it is hoped that this structure will provide the 

rational for designing inhibitors of viral replication.  
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Methods 

Cloning, expression and purification 

  P1-50 and N32-383 fused to an N-terminal maltose binding protein (MBP) tag were 

cloned in petM40 vector. Both proteins were expressed in E. coli BL21 (DE3) Rosetta cells.  

Cells were grown at 37 °C in LB medium until O.D. reached 0.6 and protein expression was 

induced overnight at 20°C by addition of isopropyl-β-D-thiogalactoside (IPTG) to the final 

concentration of 1 mM. Cell pellets were resuspended in 20mM Tris-HCl buffer at pH 7.5 

containing 150 mM NaCl, 50 mM Arginine, 50 mM Glutamate and 0.5mM tris(2-

carboxyethyl)phosphine (TCEP) for P1-50 and in Tris-HCl buffer at pH 7.5 containing 150 

mM NaCl for N32-383 MBP and supplemented with complete protease inhibitor cocktail 

(Roche). Cells were disrupted by sonication, and the crude extract was centrifuged at 40000g 

at 4°C for 20 min. The supernatant was applied to an amylose resin column (New England 

Biolabs) pre-equilibrated in 20 mM Tris-HCl buffer pH 7.5 containing 150 mM NaCl. Each 

column is washed with 20mM Tris pH7.5, 500mM NaCl and protein is eluted in buffer CB 

plus 50mM Maltose (Sigma) and supplemented with complete anti-protease tablets. Protein 

purity is checked by SDS-PAGE.  

For producing P1-50 peptide, TEV protease is added to the protein containing fractions 

at a ratio of 1/100 mass TEV/mass fusion protein.  Cleavage is done O/N at 4 °C and then the 

solution is concentrated in Sartorius concentrators of 3000 Da MWCO. Concentrated protein 

is injected on s75 Superdex column equilibrated in buffer CB supplemented with R/E 50mM 

and 0.5mM TCEP at 4°C. Fractions containing P1-50 peptide are collected, pooled and 

concentrated in Sartorius concentrator 3000 Da MWCO.  

Purified P1-50 peptide was mixed with N32-383-MBP O/N at 4 °C. Solution is 

concentrated in Sartorius concentrator of 3000 Da MWCO and injected on a S75 column 

equilibrated in buffer A. Fractions corresponding to the N32-383-MBP
0
-P1-50 complex are 

pooled and TEV protease is added at a ratio of 1/100 mass TEV/mass fusion protein and let 

stand O/N at 4°C. The solution is concentrated and then injected on a S200 column coupled to 

a packed amylose resin (Pharmacia) column all equilibrated in 20 mM Tris pH 7.5, 150 mM 

NaCl, 0.5 mM TCEP. Fractions corresponding to the N32-383
0
-P50 complex are pooled and 

concentrated in Millipore concentrator 10000 Da MWCO at 4 °C. After each purification step 

the protein purity was checked by SDS-PAGE. 

The P1-100 peptide was clones in pet28 vector with a C-terminal His tag. The protein 

was expressed in in E.coli DE3 BL21 Rosetta. Cells were grown in LB medium at 37 °C until 

O.D. reached 0.6 and then induced with IPTG at a final concentration of 1 mM. Protein 

expression is induced O/N at 18°C. Cultures are centrifuged at 5000 rpm at 4°C for 20min 

and then resuspended in 20mM Tris pH 7.5, 150mM NaCl, R/E 50mM 0.5mM TCEP (buffer 

A) and supplemented with complete anti-protease tablets. Cells are sonicated and centrifuged 

at 20000 rpm at 4 °C for 20 mins. Supernatant is then applied to a column containing His 

Select resin (Sigma) pre-equilibrated in buffer A. The column is washed with 20 mM Tris 

pH7.5, 500 mM NaCl (buffer B) plus 10 mM Imidazole and protein is eluted in buffer A plus 

300mM Imidazole (Sigma). Fractions containing protein are pooled and concentrated in 

Sartorius concentrators of 5000 Da MWCO. Concentrated protein is injected on S200 

Superdex column equilibrated in buffer A at 4 °C. Fractions containing P1-100 peptide are 

collected, pooled and concentrated in Sartorius concentrator 5000 Da MWCO. 
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Niv P1-100 protein is 
13

C/
15

N labeled according to the protocol described in (1). The 

protein is purified as described above. The last gel filtration step is performed in Superdex 

200 column equilibrated with 20 mM Bis-Tris at pH 6.0, 150 mM NaCl, supplemented with 

50 mM Arg and 50 mM Glu. N32-383
0
-P1-100 complex was reconstituted as described above. 

 

SEC–MALLS-RI experiments.  

Multi-angle laser light scattering (MALLS) coupled to size exclusion chromatography 

was performed as follows. Size-exclusion chromatography (SEC) was carried out with an 

S200 Superdex column (GE Healthcare) equilibrated with 20mMTris-HCl, 150mMNaCl and 

1mMb-mercaptoethanol buffer. On-line MALLS detection was performed with a DAWNEOS 

detector (Wyatt Technology Corp.) using a laser emitting at 690nm and by refractive index 

measurement using an RI2000 detector (Schambeck SFD). Weight-averaged molar masses 

(Mw) were calculated using the ASTRA software (Wyatt Technology Corp.). 

 

Small angle X-ray scattering experiments.  

For SAXS measurements purified and concentrated protein was injected on S200 

column equilibrated in CBRE 0.5mM tcep and middle fraction from the elution peak was 

used. This sample was used to prepare three protein concentrations and their exact 

concentration was obtained from SEC-MALLS-RI measurements. 

Small angle X-ray scattering (SAXS) data were collected at the BioSAXS beamline 

(BM29) of the ESRF(http://www.esrf.fr/UsersAndScience/Experiments/MX/ 

About_our_beamlines/BM29). BM29 is a tunable energy beamline for SAXS experiments of 

biological macromolecule solutions. Samples are exposed using 30-ml volumes loaded into a 

1.8 mm quartz capillary mounted in vacuum using an automated robotic system which 

enables the sample to be moved through the beam during exposure to minimize the effect of 

radiation damage. The measurement cell is cleaned (using a commercial detergent for quartz 

capillaries), rinsed (with distilled water) and dried using compressed air after each 

measurement using the automated system to minimize cross contamination and dilution of the 

samples. Two-dimensional scattering images were collected using the Pilatus 1M detector at a 

distance of 1.0m from the sample. Standard data collection time of 5 min was used for all 

samples split into ten 10-s time frames to assess and remove effects from radiation damage to 

the samples. Individual time frames are processed automatically and independently by the 

data collection software (BsxCUBE) developed by the BLISS team at the ESRF, yielding 

individual radially averaged curves of normalized intensity versus scattering angle (𝑄 =

4𝜋 𝑠𝑖𝑛𝜃 𝜆 ). Time frames are combined, excluding any data points which are affected by 

aggregation induced by radiation damage, to give the average scattering curve for each 

measurement. The scattering from the buffer alone was measured before and after each 

sample measurement and was used for background subtraction using the program PRIMUS 

from the ATSAS package developed by EMBL Hamburg. A range of protein concentrations 

(1.3 to 7.1 mg.ml
-1

) was measured to assess and remove any concentration-dependant inter-

particle effects. The theoretical scattering from the different conformations was fitted to the 

merged scattering curve using the program CRYSOL22. 

 

 



 

271 
 

 

 

Crystallization  

Initial crystallization conditions for N
0
32-383-P50 complex were identified at the High 

Throughput Crystallization Laboratory of the EMBL Grenoble Outstation and these 

conditions gave “sea urchin” type crystal clusters (Fig. 2A left) (https://htxlab.embl.fr). These 

conditions were reproduced manually by the hanging-drop vapor diffusion method at 20 °C 

with a protein concentration of 10-15 mg.ml
-1

 in 0.2 M NaI at pH 6.9 in the presence of 22% 

PEG 3350 and resulted in the formation of plate clusters (Fig. 2A middle). Selenomethionine 

derivative crystals were obtained by microseeding. Crystals of native protein were manually 

crashed in stabilizing solution using the Seed Beads (Hampton Research) and then 0.5 µL 

aliquots of this solution were used to seed freshly prepared drops, containing 1µl of 10-20 

mg.ml-1 selenomethionine derivative of the complex and 1µl of precipitant solution (0.2M 

KBr, 17-20% PEG 3350). Crystal suitable for data collection appeared after 12 hours (Fig. 2A 

right). Best crystals diffracted at about 2.5Å resolution.  

 

Phasing and structure refinement  

Data were collected at the ID-29 beam line at ESRF. Initial phases were obtained using the 

anomalous signal from Selenium atoms by the SAD technique using the program HKL2MAP. 

Initial model was obtained by the Autobuild program from the phenix suite and subsequently 

refined using the phenix.refine program and after visual inspection in Coot.  
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Discussion 

I. La phosphoprotéine  

L’analyse bioinformatique de la séquence en acides aminés de la phosphoprotéine (P) 

du virus Nipah nous a révélé la présence de domaines structurés séparés par des régions 

flexibles (Chapitre 3, Figure 5) et il semble que cette organisation modulaire soit conservée 

chez les Mononegavirales (Gérard, Ribeiro  et al. 2009). En particulier le graphique du D-

SCORE en fonction de la séquence nous a permis de délimiter le domaine d’oligomérisation 

(PCD) de la P de NiV ainsi que son domaine C-terminal (PXD) d’interaction avec les 

nucléocapsides (NC). D’autres régions sont également prédites comme ordonnées et 

notamment la partie N-terminale, entre les résidus 1 et 250, qui contient les sites d’interaction 

avec N
0
 et avec la protéine STAT1 (Ciancanelli, Volchkova et al. 2009), mais également la 

région de connexion des domaines PCD et PXD.  

Il a été déjà montré que la partie N-terminale de la P de NiV est globalement 

désordonnée (Habchi, Mamelli et al. 2010). Néanmoins, dans l’optique d’obtenir des détails 

structuraux et de construire des modèles atomiques de la P, nous avons caractérisé cette partie 

de la protéine à une résolution atomique en utilisant la spectroscopie RMN (en collaboration 

avec l’équipe du Dr. Martin Blackledge, IBS, Grenoble) qui nous a fourni une estimation 

quantitative de la présence de structures secondaires fluctuantes (Chapitre3, Figure 36). Il 

faut noter que les régions prédites comme ordonnées par le D-score dans la partie N-terminale 

globalement désordonnée de la protéine ont, d’après les données de RMN, une propension à 

former des hélices ce qui peut suggérer que ces régions se replient lorsqu’elles interagissent 

avec leurs partenaires viraux ou cellulaires (Dyson and Wright 2002). 

Nous avons cristallisé et résolu la structure du domaine PCD correspondant aux résidus 

480 à 570. Sa localisation est également confirmée par la forme tétramérique des 

constructions P1-580 et P471-709. Ce domaine est composé d’un faisceau de quatre hélices α 

parallèles et contient également une couronne du coté N-terminal (Chapitre 3, Figure 26). 

Même si les conservations de séquences en acides aminés sont faibles, cette structure est 

homologue à la structure des domaines correspondant de la P du virus Sendai, du virus de la 

rougeole et du virus des oreillons (Tarbouriech, Curran et al. 2000; Communie, Crepin et al. 

2013; Cox, Green et al. 2013). L’homologie la plus marquée est dans la conservation de la 

longueur du faisceau surenroulé central d’hélices α d’environ 10 nm ce qui suggère une 

conservation de fonction.  
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Nous avons également résolu les structures des domaines PXD des virus Nipah et 

Hendra. Tandis que la structure de HeV PXD est très similaire aux structures des domaines 

correspondants des virus Sendai, oreillons et rougeole et est composée d’un faisceau de trois 

hélices α, NiV PXD n’a pas cristallisé sous la même forme. La structure cristalline de NiV PXD 

est composée de seulement deux hélices α. Malgré le fait que cette dernière forme cristalline 

puisse être interprétée comme un biais de cristallisation, les deux domaines présentent des 

propriétés hydrodynamiques et de diffusion de rayons X aux petits angles différentes 

suggérant que ces domaines s’échangent entre différentes conformations et qu’en dépit d’une 

identité de séquence d’environ 80%, ils sont caractérisés par des différences significatives 

notamment de stabilité thermodynamique.  

Les spectres 2D [
1
H-

15
N]-HSQC du domaine Niv PXD et du peptide P588-650 sont 

caractéristiques d’une protéine repliée avec une grande dispersion des déplacements 

chimiques et des pics bien visibles et d’une protéine désordonnée, respectivement (Chapitre 

3, Figures 18 et 32). Néanmoins, dans le contexte de la protéine entière ou de la construction 

P471-709, la totalité des signaux de NiV PXD et une partie des résonances de P588-650 ne sont pas 

visibles dans les spectres 2D [
1
H-

15
N]-HSQC, suggérant que ces domaines ne se comportent 

plus indépendamment. Ces expériences démontrent que le comportement du PXD et P588-650 est 

influencé par l’état tétramérique de la phosphoprotéine et peut être causé par une interaction 

entre les domaines PXD. Ce phénomène pourrait moduler l’affinité de PXD pour les 

nucléocapsides et donc réguler la formation et la dynamique du complexe de 

transcription/réplication. 

L’ensemble des informations structurales que nous avons obtenues pendant ces 

travaux devraient nous permettre de construire des modèles atomiques de la phosphoprotéine 

entière du virus Nipah, et la procédure de sélection d’ensembles représentatifs en utilisant les 

données de diffusion des rayons X aux petits angles devrait nous permettre d’obtenir une 

représentation d’ensemble de la structure de NiV P comparable à celle que nous avons 

obtenue pour VSV P. Nos données expérimentales démontrent que la P de NiV peut atteindre 

une dimension maximale d’environ 40 nm et un rayon de giration d’environ 11 nm et que la 

partie N-terminale est majoritairement responsable de cette taille gigantesque.  
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II. Le complexe N
0
-P de VSV 

Le complexe N
0
-P constitue un composant essentiel du complexe de réplication en 

maintenant la nucléoprotéine sous forme soluble et monomérique, compétente pour 

l’encapsidation des génomes viraux néo-synthétisés. Néanmoins, pendant longtemps 

l’information structurale, nécessaire pour mieux comprendre les mécanismes par lesquels la P 

accompli ses fonctions de chaperon, est restée inaccessible en raison de la difficulté à obtenir 

des quantités suffisantes de complexe N
0
-P pour réaliser des études structurales. Le 

développement de la méthode de reconstruction du complexe N
0
-P entre un variant tronqué de 

la N (NΔ21) et le peptide N-terminale de la P (P60) a permis d’obtenir les quantités nécessaires 

afin de mener à bien ces études. Ainsi nous avons reconstitué pour une première fois un 

complexe N
0
-P des Mononegavirales à partir de composant purifiés séparément.  

La masse moléculaire de 53 ±3 kDa du complexe NΔ21
0
-P60 obtenue par SEC-MALLS-

RI correspond bien à un complexe monomérique de stœchiométrie 1 :1 (un P60 pour une 

NΔ21). Dans la structure cristalline du complexe NΔ21
0
-P60 la conformation de NΔ21 reste très 

similaire à celle observée dans le complexe N-ARN et seuls les résidus 5 à 33 du peptide P60 

sont visibles. L’absence de densité électronique pour les résidus 1-4 et 34-60 suggère 

fortement qu’ils sont désordonnés dans le cristal tandis que les études par RMN ont montré 

que les résidus 1-19 subissent des échanges conformationels en régime intermédiaire (à des 

échelles de temps de la millioseconde) et interagissent probablement avec la surface de la N. 

Ce complexe a cristallisé sous la forme d’anneaux, très semblables aux anneaux de N-ARN. 

Néanmoins les études en solution par SAXS ont confirmé que le complexe est monomérique 

et que la forme cristalline est probablement un effet de la cristallisation (Chapitre 5, article 

(Leyrat, Yabukarski et al. 2011)). 

L’ensemble de ces résultats et l’impossibilité de former le complexe N
0
-P à partir de la 

protéine N sauvage (Yabukarski et Leyrat, résultats non publiés) démontrent l’importance des 

sous domaines N- et C-terminaux dans la stabilisation de la forme oligomérique N-ARN. La 

structure cristalline du complexe NΔ21
0
-P60 nous a dévoilé comment la partie N-terminale de la 

P empêche l’oligomérisation de la N et l’interaction avec l’ARN. Dans la structure, les résidus 

5 à 15 du peptide P60 se positionnent dans une cavité sur la surface du protomère Ni qui est 

normalement occupée par le bras NNTA du protomère voisin Ni-1 dans le contexte du complexe 

N-ARN (Chapitre 5, article « Structure of the vesicular stomatitis virus N
0
-P complex», 

Figure 4). Ainsi les 15 premiers résidus du côté N-terminal de la P empêcheraient la fixation 

du bras NNTA du protomère Ni-1 sur la surface du protomère Ni. Le peptide se fixe d’un côté de 
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la N au niveau de la cavité de fixation d’ARN expliquant ainsi l’inhibition de la fixation 

d’ARN (Leyrat, Yabukarski et al. 2011). 

Nous avons également reconstitué le complexe NΔ21
0
-P contenant la P entière et nous 

l’avons étudié par diffusion des neutrons aux petits angles et par RMN (Chapitre 5). Ces 

expériences ont montré que la P garde bien sa flexibilité dans le complexe. Les résultats de 

RMN démontrent que le complexe n’a pas une stœchiométrie fixe de 1 dimère de P pour 1 N 

(Mavrakis, Iseni et al. 2003), mais peut avoir différents degrés de saturation en fonction des 

concentrations relatives de N et P, qui peuvent changer pendant les différentes étapes de 

réplication. Ce complexe, produit à partir des composant purifiés, se fixe bien sur les NC 

virales et peut probablement déplacer la P présente (Yabukarski et Ivanov, résultats non 

publiés). 

 Il est intéressant de noter que la phosphoprotéine possède des sites de phosphorylation 

au niveau des résidus 60, 62 et 64 pour VSV (Takacs, Barik et al. 1992) et 63 et 64 chez RaV 

(Gupta, Blondel et al. 2000). Ces résidus se trouvent entre les sites d’interaction avec N
0
 et 

avec la polymérase virale (Chenik, Schnell et al. 1998; Castel, Chteoui et al. 2009) et leur 

phosphorylation peut éventuellement modifier l’interaction pour l’un ou l’autre. Pour VSV la 

phosphorylation semble être importante pour la transcription (Barik and Banerjee 1992; 

Takacs, Barik et al. 1992)  mais pas pour la réplication (Pattnaik, Hwang et al. 1997).  

 

III. Le complexe N
0
-P de NiV 

A la différence des vésiculovirus (VSV), lyssavirus (RaV) et pneumovirus (RSV), la N 

des morbilivirus (MeV), respirovirus (SeV) et henipavirus (NiV et HeV) ne semble pas 

former des anneaux N-ARN lorsque la protéine est exprimée sous forme recombinante 

(Bhella, Ralph et al. 2002; Ong, Yusoff et al. 2009) et donc ne peut pas être étudiée par 

cristallographie de la même façon que la N de VSV (Green, Zhang et al. 2006), RaV 

(Albertini, Clapier et al. 2006; Albertini, Wernimont et al. 2006) ou RSV (Tawar, Duquerroy 

et al. 2009; El Omari, Dhaliwal et al. 2011). En plus de son domaine globulaire NCORE, la N 

de ces paramyxovirus contient une région désordonnée, NTAIL, qui rend les nucléocapsides 

plus flexibles et complique leur étude par microscopie électronique. Ces difficultés nous ont 

conduit à envisager la reconstruction du complexe N
0
-P pour le virus Nipah entre un variant 

tronqué de la N (N32-383) et un peptide N-terminal (P50) dans le but obtenir à la fois une 

information structurale sur la N et sur les mécanismes par lesquels cette protéine est 

maintenue soluble et monomérique par la P - « taper deux lapins avec la même balle ». Cette 
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stratégie, très semblable à celle utilisée pour la reconstruction de N
0
-P de VSV, nous a permis 

d’obtenir la première structure de la N à résolution atomique pour un membre des 

Paramyxovirinae et également la première structure du complexe N
0
-P d’un paramyxovirus.  

Les études par RMN ont montré que les 50 premiers résidus de la partie N-terminale 

de P sont impliqués dans la formation du complexe N
0
-P de NiV, en accord avec ce qui est 

observé pour SeV et RaV (Curran, Marq et al. 1995; Mavrakis, Mehouas et al. 2006) et les 

données de SAXS et de SEC-MALLS-RI ont confirmé l’état hétérodimérique du complexe 

N32-383
0
-P50 (Chapitre 5, article « Crystal structure of the N

0
-P complex of Nipah virus »). 

Le complexe N32-383
0
-P50 a cristallisé sous forme monomérique. La structure de la N 

ressemble à celle de RSV, malgré le manque de conservation de séquence, et est composée de 

deux domaines. Etonnamment, le domaine C-terminal est pratiquement identique à celui de N 

RSV et constitue le site de fixation du peptide P50. Le domaine N-terminal ressemble 

également fortement au domaine correspondant de N RSV mais les différents composants de 

ce domaine ne sont pas positionnés de la même façon. Dans la structure du complexe N32-383
0
-

P50, la N semble avoir une conformation ouverte, probablement incapable de fixer de l’ARN. 

D’ailleurs la boucle englobant l’ARN dans la structure N-ARN de RSV n’est pas bien définie 

dans la structure de la N32-383
0
-P50 ce qui suggère qu’elle est flexible en absence d’ARN. 

Dans la structure du complexe NiV N32-383
0
-P50, seuls les résidus 1 à 35 sont visibles et 

les résidus 16 à 50 semblent être désordonnés dans le cristal. Etonnamment, et contrairement 

à ce que nous avons observé pour le complexe NΔ21
0
-P60 de VSV, dans la structure du 

complexe N32-383
0
-P50 de NiV le peptide ne semble pas interférer directement avec la fixation 

de l’ARN car son site de fixation ne se superpose pas au site putatif de fixation d’ARN. En 

supposant que l’organisation N-ARN et les contacts entre les domaines et les sous-domaines 

du virus Nipah sont similaires à ceux observés chez RSV, la superposition du domaine C-

terminal de la N de NiV du complexe N30-383
0
-P50  sur le domaine correspondant de la N de 

RSV dans le contexte du complexe N-ARN démontre comment le P50 empêche 

l’oligomérisation de la N. Les 20 premiers résidus de P50 se positionnent dans une cavité sur le 

domaine C-terminal du protomère Ni, partiellement occupé par le bras NNTA du protomère Ni-1 

dans l’anneau de N-ARN de RSV. Les résidus 20 à 35 de P50 forment un « chapeau » en se 

fixant au dessus du domaine C-terminal du protomère Ni, qui constitue la surface de fixation 

pour le bras NCTA du protomère Ni+1. Ainsi les résultats obtenus suggèrent que P50 empêche 

l’oligomérisation de N en bloquant les interactions entre les sous-domaines et les domaines 

des différents protomères de la N (Figure 1) et (Chapitre 5, article « Crystal structure of the 

N
0
-P complex of Nipah virus », Figure 7). Le rôle de la tyrosine 258 n’est pas clair mais le 
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résidu est absolument conservé chez les Paramyxovirinae et sa chaîne latérale est positionnée 

dans la cavité de fixation d’ARN, à l’opposé de la tyrosine 251 de RSV (Chapitre 5, 

« Crystal structure of the N
0
-P complex of Nipah virus » Figure 8c et 8d) .  

 

Figure 1 : Inhibition de l’assemblage de la N. Superposition du complexe N-ARN de RSV et le complexe N
0
-

P50 de NiV. N-ARN de RSV : le protomère Ni+1 en bleu, le protomère Ni en gris et le protomère Ni-1 en rouge. 

Les domaines C-terminaux de la N (NCTD) du complexe N
0
-P de NiV et du protomère Ni de N-ARN de RSV 

sont superposés. P50 (en vert) bloquerait la fixation du bras N-terminal (NNTA) du protomère Ni-1 et du bras C-

terminal (NCTA) du protomère Ni+1 sur le domaine C-terminal (NCTD) du protomère Ni. 

Malgré le fait que la conservation de séquences en acides aminés des 

phosphoprotéines soit faible au sein des Paramyxovirinae, il a été montré qu’une conservation 

existe dans les 50 premiers résidus et deux motifs, Soyuz1 et Soyuz2 (Karlin and Belshaw 

2012), ont été identifiés. Dans la structure du complexe N32-383
0
-P50 les motifs Soyuz1 et 

Soyuz2 sont impliqués dans les interactions avec la N au sein de l’hélice et du « chapeau ». 

Les séquences en acides aminés des domaines NCORE pour les genres morbilivirus, 

respirovirus et henipavirus semblent également être bien conservées ce qui souligne la 

pertinence des résultats structuraux obtenus. De plus la cavité de fixation du P50 a une 

conservation supérieure à la moyenne pour le NCORE (Chapitre 5, article « Crystal structure of 

the N
0
-P complex of Nipah virus », Figure 5). Tous ces résultats suggèrent fortement que le 

site de fixation du PNTR de la phosphoprotéine sur la nucléoprotéine dans le complexe N
0
-P 
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pour les virus des genres morbilivirus, respirovirus et henipavirus peut constituer une cible 

pour des stratégies de développement de composés antiviraux à spectre large. En accord avec 

cette déclaration, des résultats préliminaires montrent que la réplication du virus Nipah peut 

être inhibée par l’expression du peptide P50 dans la cellule (Volchkov, résultats non publiés), 

et il sera très intéressant d’essayer d’inhiber cette réplication par des peptides P50 des virus 

plus ou moins proches. 

 

Figure 2 : Modèle proposé de l’inhibition de l’oligomèrisation de la nucléoprotéine (N) chez le virus Borna 

(BDV). A) La N de BDV (en orange, code PDB : 1PP1) et la N du complexe N
0
-P50 de NiV (en vert) sont 

superposés sur le domaine C-terminal (NCTD). B) Zoom sur les domaines PCTD superposés. C) Même 

représentation que B) mais le P50 (en rouge) du complexe N
0
-P50 de NiV est également visualisé. D) Le tétramère 

de N BDV est représenté. Le protomère Ni+1, Ni et Ni-1 sont colorés en gris, orange et turquoise, 

respectivement. E) La fixation d’un peptide, semblable à P50 de NiV N
0
-P50, bloquerait la fixation du bras C-

terminal (NCTA) du protomère Ni+1 (gris) sur le domaine C-terminale (NCTD) du protomère Ni (orange). 

  

Il est également intéressant de noter que le domaine C-terminal (NCTD) de la N de NiV 

peut être facilement superposé avec le domaine correspondant de la N du virus Borna (BDV), 

en accord avec la conservation structurale de ce domaine (Luo, Green et al. 2007; Ruigrok, 

Crepin et al. 2011). La N de BDV a été cristallisée en absence d’ARN (Rudolph, Kraus et al. 

2003) et forme des tétramères qui sont stabilisés par des interactions entre le corps d’un 

protomère N et les sous domaines des protomères voisins. La cavité de fixation du P50 est bien 

conservée et il est probable qu’un peptide similaire chez BDV empêche l’oligomérisation de 

la N en la maintenant monomérique (Figure 2). 
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L’ensemble de ces résultats suggère que la stratégie généralement adoptée par les 

phosphoprotéines des MNVs afin de maintenir la nucléoprotéine soluble et monomérique est 

de bloquer les interactions entre les domaines et les sous domaines des protomères Ni-1, Ni et 

Ni+1.  

 

IV. Implications pour les mécanismes de réplication des Mononegavirales 

Les mécanismes de réplication chez les MNVs sont encore méconnus. Notamment 

nous manquons d’information structurale détaillée concernant la polymérase virale, ses 

interactions avec la phosphoprotéine, ou concernant la structure et la dynamique du complexe 

N
0
-P. Les travaux présentés ici permettent de mieux comprendre la nature des interactions 

entre N et P dans le complexe N
0
-P de deux virus représentatifs des MNV. Nous avons 

également démontré que la phosphoprotéine des Rhabdoviridae garde sa flexibilité dans le 

contexte du complexe N
0
-P (Chapitre 5) et que la P des Paramyxovirinae est une protéine 

très flexible (Chapitre 4). 

Les connaissances que nous avons accumulées nous permettent d’imaginer le rôle de 

la P dans l’organisation de la machinerie de transcription/réplication. Une fois fixée sur la 

matrice N-ARN, l’organisation tentaculaire et la flexibilité de la protéine P permettrait de 

positionner correctement la protéine L sur la matrice afin d’optimiser la synthèse d’ARN. De 

même, à la manière d’un tentacule, P positionnerait N
0
 exactement au contact du 5’ de l’ARN 

(anti)génomique naissant, puis pour les N
0
 suivantes, les orienteraient correctement pour un 

emboîtage.  

La plasticité de la P interviendrait également au moment de la réorganisation de ce 

complexe multimoléculaire lors du déplacement de la polymérase ou serait directement 

impliquée dans son déplacement. En échantillonnant un grand volume d’espace (activité 

tentaculaire), l’oligomère de P ou la région NTAIL augmente la probabilité de rencontre avec 

les différents partenaires et pourrait donc augmenter la vitesse de la réaction de fixation selon 

un mécanisme de « pêche à la mouche » (« fly casting ») (Shoemaker, Portman et al. 2000). 

Concernant les rhabdovirus, le mécanisme d’encapsidation le plus probable d’après les 

données actuelles implique la fixation du complexe N
0
-P sur le complexe N-ARN matrice ou 

sur le complexe N-ARN en train d’être synthétisé. Pendant la réplication la N du complexe 

N
0
-P doit être transférée sur l’ARN viral en train d’être synthétisé. L’ARN naissant se 

positionnerait dans le sillon de N
0

i
 
délogeant ainsi l’extrémité C-terminale de l’-MoRE de 

PNTRi. Cette déstabilisation entraînerait un relâchement de la liaison de l’extrémité N-
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terminale de l’α-MoRE de ce même PNTRi qui encombre le sillon d’accueil du bras NNTA de 

N
0

i. En conséquence, à l’arrivée du complexe suivant N
0
-Pi+1, le bras NNTA de ce dernier 

entrerait en compétition favorable pour déloger l’extrémité N-terminale de l’α-MoRE du PNTRi 

en amont resté provisoirement associé à la nucléocapside en formation. Il positionnerait ainsi 

le protomère N
0

i+1 de manière à accueillir le segment suivant d’ARN naissant (voir Figure 3).  

Néanmoins il n’est pas évident d’imaginer un tel mécanisme pour les 

Paramyxovirinae car la partie N-terminale de la P ne semble pas bloquer directement la 

fixation de l’ARN. Une possibilité serait que dans la conformation de la N, observée dans le 

complexe N
0
-P50 de NiV, la tyrosine 258 empêche l’ARN de se fixer et que c’est la 

dissociation de la partie N-terminale de la P ainsi que la réorganisation de la région charnière 

qui permettraient à ce résidu de changer sa position et la fixation de l’ARN. Il est difficile 

d’imaginer que les quelques bases d’ARN qui se fixent par protomère de N peuvent déplacer 

la partie N-terminale de la P et il est très tenant de spéculer que c’est la polymérase virale qui 

assiste cet échange. 

Concernant les rhabovirus les données actuellement disponibles sont en faveur d’un 

modèle dans lequel les dimères de P se fixent sur la nucléocapside et c’est la polymérase 

virale qui se déplace par saltations (voir Chaitre 1 - Introduction). Ce modèle est renforcé par 

la forte affinité de la P pour N-ARN et sa dissociation lente (Ribeiro, Leyrat et al. 2009) et par 

le fait que le domaine de dimérisation n’est pas essentiel pour la transcription (Jacob, Real et 

al. 2001). Concernant les paramyxovirus des mesures d’affinité préliminaires entre la 

phosphoprotéine entière et les nucléocapsides (NC) recombinantes du virus Nipah suggèrent 

une affinité de l’ordre de 50 nM et une dissociation relativement lente (Yabukarski, Carriel et 

Fender, résultats non publiés). Ce type d’interaction forte et le volume d’espace monstrueux 

occupé par la phosphoprotéine ne nous semblent pas être en faveur d’un déplacement de la P 

le long des NC, comme proposé par le modèle de « cartwheeling » (Curran 1998).  

 

V. Accéder à la matrice ARN génomique enfouie dans le manchon de 

l’homopolymère de N 

En sus de son rôle dans l’encapsidation, la fixation de PNTR sur N suggère un 

mécanisme d’initiation de la synthèse d’ARN à l’extrémité 3’ de l’ARN (Leyrat, Yabukarski 

et al. 2011). L’ARN encapsidé par la N dans les nucléocapsides n’est pas accessible pour la 

polymérase, mais la première molécule de N à l’extrémité 3’ du génome expose son site 
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d’accueil à l’-MoRE du PNTR. Pourquoi ne pas envisager qu’en se fixant sur ce site, une 

molécule de P du complexe P-L déplace l’ARN de la première nucléoprotéine permettant 

ainsi à la polymérase de se fixer sur l’extrémité 3’ du génome (Chapitre 5, article « Structure 

of the vesicular stomatitis virus N
0
-P complex », Figure 7) ? Ce processus expliquerait des 

résultats étranges obtenus avec un système de transcription et de réplication du génome de 

SeV reconstitué in vitro : l’addition de faibles concentrations du complexe N
0
-P soluble 

stimule la transcription, alors que l’addition de concentrations plus élevées stimule la 

réplication et réduit la transcription (Curran and Kolakofsky 2008). L’effet sur la transcription 

aux faibles concentrations de N
0
-P pourrait s’expliquer non par la présence de N mais par la 

présence de PNTR libres. L’un d’eux, en se fixant sur N à l’extrémité 3’ du génome, déplacerait 

N de l’ARN et stimulerait l’initiation de la synthèse d’ARN en permettant à la polymérase 

d’accéder plus aisément à l’ARN génomique (Figure 7 de l’article « Structure of the 

Vesicular Stomatitis virus N
0
-P Complex »). Par contre, aux concentrations plus élevées de 

N
0
-P, ce complexe stimulerait alors la réplication par rapport à la transcription, conduisant à 

un basculement entre ces deux activités.  
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Figure 3 : Illustration du modèle d’encapsidation d’ARN proposé pour les Rhabdoviridae (gauche) et les 

Paramyxovirinae (droite). Pour les Rhabdoviridae la conformation de la N dans les structures de N-ARN et N
0
-

P est identique et un changement de conformation pendant l’encasidation d’ARN n’est pas évident. Dans le 

complexe N
0
-P de NiV la N semble être dans une conformation ouverte, probablement induite par la fixation du 

peptide N-terminal de la P, et un changement conformationnel pendant l’encapisdation d’ARN semble 

nécessaire  pour les Paramyxovirinae.     
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Figure S1: Assignment of the 
1
H-

15
N HSQC spectrum of HeV NTAIL. The spectrum was 

acquired at 293 K in 20 mM Bis-Tris and 500 mM NaCl at pH 6.0. 
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Figure S2: Assignment of the 
1
H-

15
N HSQC spectrum of HeV XD. The spectrum was 

acquired at 298 K in 20 mM Bis-Tris, 50 mM Arg/Glu, 150 mM NaCl at pH 6.0. 
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Figure S3: Expanded region of the 
1
H-

15
N HSQC spectrum of HeV NTAIL. The spectrum 

was obtained in the absence of XD (red) and in the presence of 30% (molar fraction) of XD 

(blue).  The observed chemical shift changes correspond to those reported in Figure 5B.  
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Figure S4: The three-helix arrangement in the C-terminal domains of three 

paramyxoviruses. (A) Sequence comparison of Sendai, Measles and Hendra virus X domains 

with conserved hydrophobic, positively charged, negatively charged and other residues 

indicated in beige, blue, red and gray colour respectively. (B) Mapping of conserved residues 

on the crystal structure of Hendra virus XD using the colour coding from (A). Left: front view 

of XD in cartoon representation. Middle: front view of XD in surface representation. Right: 

top view of XD in cartoon representation. The majority of conserved residues reside in the 

hydrophobic core of XD, while almost no conserved residues are located on the surface of 

XD.     
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Figure S5: Comparison of the NTAIL-XD interaction surfaces of Sendai, Measles and 

Hendra viruses. (A) Surface representation of the X domains displaying the location of 

hydrophobic (beige), negatively charged (red) and positively charged (blue) residues. The 

orientation of the X domains is the same as shown in Figures 3 and 7. (B) Helical wheel 

representations of the MoRE of the NTAIL domains with the same color-coding as in (A). The 

orientation of the wheel of the MoRE of HeV NTAIL is the same as shown in Figure 7. For the 

sake of clarity, the wheels of SeV and MeV are shown in the same orientation as that of HeV. 
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Figure S6: Docking of NTAIL on the surface of XD using experimental chemical shift 

perturbations as restraints. (A) Observed chemical shift perturbations in XD used as 

ambiguous restraints in the docking calculations (purple). All residues between 471 and 489 

were used as restraints in NTAIL. All restraints were combined as ambiguous distance restraints 

using standard procedures and used in a torsion-angle molecular dynamics refinement (initial 

sampling and annealing at 4000 K, followed by slow cooling to 100 K, and refined using 

Cartesian dynamics and minimization – all calculations were performed using the program 

CNS-Sculptor). 100 initial structures were created with NTAIL placed randomly on the surface 

of a sphere of radius 40 Å with the centre of mass of XD at the centre. Typical solutions are 

shown in (B) and (C), with the hydrophobic surfaces shown in Figure 7 in direct contact, and 

the basic (NTAIL) and acidic (XD) residues stabilizing the interaction. All constraints and 

biophysical considerations are in agreement with two directions of NTAIL on the surface of XD 

(up-down and down-up). (D) Comparison of the best-fitting solution with the X-ray 

crystallographic coordinates of MeV NTAIL-XD (orange and blue). Note that in this particular 

conformation the orientation of HeV NTAIL is inverted with respect to the orientation in MeV. 
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Table S1: Chemical shifts (ppm) of Hendra virus NTAIL. The chemical shifts were obtained 

at 293 K in 50 mM Bis-Tris, 500 mM NaCl at pH 6.0.   

 
   HN   N   C’   C   C 
------------------------------------------------------------ 
400   Ser   -      -    174.47   58.32   63.88  
401   Val   8.30   121.85   176.68   62.54   32.72  
402   Gly   8.53   112.59   174.05   45.23   -  
403   Arg   8.29   121.03   176.55   56.29   30.92  
404   Gln   8.61   121.82   175.67   55.85   29.44  
405   Asp   8.42   121.54   176.10   54.37   41.24  
406   Asn   8.46   119.28   175.31   53.55   38.78  
407   Asn   8.50   118.94   175.67   53.71   38.68  
408   Met   8.33   120.49   176.72   56.28   32.39  
409   Gln   8.36   120.74   176.27   56.55   29.11  
410   Ala   8.28   124.75   178.21   53.03   19.05  
411   Arg   8.27   120.15   176.73   56.82   30.79  
412   Glu   8.41   121.21   176.66   56.97   30.15  
413   Ala   8.27   124.99   178.00   53.01   19.14  
414   Lys   8.17   119.94   176.59   56.75   32.91  
415   Phe   8.14   120.32   175.76   57.78   39.66  
416   Ala   8.23   125.59   177.33   52.42   19.41  
417   Ala   8.23   123.39   178.40   52.87   19.11  
418   Gly   8.40   108.19   174.80   45.47   -  
419   Gly   8.27   108.80   173.99   45.28   -  
420   Val   7.95   119.23   176.01   62.28   32.85  
421   Leu   8.42   126.30   177.24   55.06   42.28  
422   Val   8.24   122.30   176.70   62.50   32.76  
423   Gly   8.59   113.15   174.72   45.37   -  
424   Gly   8.43   109.12   174.82   45.35   -  

425   Gly   8.44   109.11   174.40   45.25   -  
426   Glu   8.51   120.73   176.64   56.86   30.14  
427   Gln   8.48   120.64   175.58   55.74   29.80  
428   Asp   8.47   122.37   175.93   54.43   41.10  
429   Ile   8.12   120.74   175.83   61.02   39.26  
430   Asp   8.49   124.81   176.18   54.33   41.34  
431   Glu   8.41   122.05   176.42   56.63   30.56  
432   Glu   8.49   121.96   176.33   56.49   30.40  
433   Glu   8.41   122.39   176.24   56.38   30.66  
434   Glu   8.52   123.95   174.51   54.38   29.82  
435   Pro   -     -     177.02   63.09   32.02  
436   Ile   8.31   121.66   176.37   61.37   38.92  
437   Glu   8.52   124.59   176.30   56.60   30.15  
438   His   8.51   120.74   -      -      -  
439   Ser   -      -    175.23   58.85   63.85  
440   Gly   8.61   111.28   174.37   45.47   -  
441   Arg   8.23   120.83   176.53   56.38   30.77  
442   Gln   8.53   121.51   176.09   55.96   29.47  
443   Ser   8.41   117.50   174.73   58.46   63.84  
444   Val   8.28   121.78   176.37   62.65   32.70  
445   Thr   8.16   117.33   174.20   62.10   69.82  
446   Phe   8.23   123.30   175.44   58.00   39.76  
447   Lys   8.24   123.63   176.23   56.38   33.13  
448   Arg   8.36   123.05   176.46   56.54   30.74  
449   Glu   8.57   122.33   176.76   56.87   30.02  
450   Met   8.43   121.55   176.47   55.69   32.82  
451   Ser   8.38   116.94   174.84   58.62   63.79  
452   Met   8.47   122.39   176.65   55.85   32.73  
453   Ser   8.36   116.73   174.80   58.84   63.89  
454   Ser   -      -      174.80   58.58   63.84  
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455   Leu   8.25   124.01   177.63   55.57   42.19  

456   Ala   8.22   124.02   177.68   52.95   19.23  
457   Asp   8.20   118.92   176.27   54.52   41.18  
458   Ser   8.13   115.57   174.17   58.39   64.04  
459   Val   8.16   123.15   174.60   60.04   32.55  
460   Pro   -      -      177.21   63.38   32.19  
461   Ser   8.54   116.62   174.93   58.64   63.84  
462   Ser   8.49   118.10   -      58.78   63.85  
463   Ser   -      -      174.54   58.53   63.86  
464   Val   8.12   121.37   176.38   62.42   32.77  
465   Ser   8.46   119.32   175.18   58.39   64.00  
466   Thr   8.31   115.85   174.77   61.90   69.93  
467   Ser   8.39   117.94   175.19   58.61   63.89  
468   Gly   8.50   111.17   174.80   45.57   -  
469   Gly   8.33   108.97   174.47   45.36   -  
470   Thr   8.17   114.41   174.67   62.12   70.01  
471   Arg   8.48   123.85   176.48   56.50   30.59  
472   Leu   8.39   123.52   177.75   55.47   42.20  
473   Thr   8.07   114.42   174.65   62.24   69.81  
474   Asn   8.51   120.82   175.82   53.90   38.61  
475   Ser   8.35   116.53   175.29   59.42   63.62  
476   Leu   8.24   123.59   178.10   56.21   41.92  
477   Leu   8.03   120.87   177.88   56.20   42.13  
478   Asn   8.27   118.66   175.86   53.90   38.57  
479   Leu   8.12   122.24   178.14   56.70   42.16  
480   Arg   8.32   119.85   177.68   57.66   30.24  
481   Ser   8.21   115.92   175.55   59.59   63.41  
482   Arg   8.26   123.14   177.45   57.47   30.47  
483   Leu   8.20   121.71   178.12   56.03   42.05  
484   Ala   8.13   123.98   178.21   53.13   18.93  
485   Ala   8.08   122.37   178.46   53.18   18.93  
486   Lys   8.10   120.06   176.66   56.90   32.99  
487   Ala   8.14   124.32   178.27   52.95   19.04  

488   Ile   8.05   120.29   176.87   61.68   38.65  
489   Lys   8.32   125.25   176.90   56.83   32.93  
490   Glu   8.49   122.01   176.87   56.95   30.25  
491   Ser   8.41   116.88   175.17   58.74   63.79  
492   Thr   8.23   116.00   174.68   62.12   69.85  
493   Ala   8.30   126.34   177.98   52.96   19.18  
494   Gln   8.39   119.61   176.36   56.07   29.45  
495   Ser   8.43   117.26   174.92   58.56   63.95  
496   Ser   8.41   117.60   174.95   58.72   63.83  
497   Ser   8.39   117.89   174.70   58.74   63.83  
498   Glu   8.33   122.55   176.41   56.78   30.18  
499   Arg   8.27   121.45   175.86   56.17   30.85  
500   Asn   8.48   120.40   172.37   51.52   38.85  
502   Pro   -      -      176.78   63.20   32.04  
503   Asn   8.53   118.46   174.90   53.23   38.80  
504   Asn   8.40   119.23   174.82   53.14   38.89  

505   Arg   8.24   122.23   174.17   54.24   30.07  
506   Pro   -      -      177.04   63.29   32.10  
507   Gln   8.59   121.08   176.03   55.89   29.53  
508   Ala   8.45   125.58   177.54   52.76   19.36  
509   Asp   8.41   119.95   176.59   54.32   41.31  
510   Ser   8.37   116.92   175.31   58.88   63.87  
511   Gly   8.55   110.96   174.08   45.42   -  
512   Arg   8.13   120.80   176.52   56.13   30.95  
513   Lys   8.55   123.66   176.49   56.38   32.99  
514   Asp   8.46   121.45   176.07   54.51   41.16  
515   Asp   8.31   120.48   176.27   54.48   41.02  
516   Gln   8.29   119.71   175.91   55.59   29.62  
517   Glu   8.39   123.59   174.47   54.51   29.62  
518   Pro   -      -      176.68   63.04   32.16  
519   Lys   8.50   123.27   174.64   54.05   32.43  
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520   Pro   -      -      176.69   63.08   32.15  

521   Ala   8.52   124.79   177.85   52.49   19.29  
522   Gln   8.43   119.81   175.71   55.95   29.52  
523   Asn   8.51   119.86   174.98   53.28   39.13  
524   Asp   8.41   120.99   176.55   54.79   41.02  
525   Leu   8.20   121.67   177.40   55.62   42.16  
526   Asp   8.24   120.05   175.90   54.60   41.00  
527   Phe   7.93   120.08   175.36   57.87   39.68  
528   Val   8.01   123.29   175.71   62.36   32.78  
529   Arg   8.36   125.82   175.78   56.04   30.94  
530   Ala   8.44   125.98   177.24   52.36   19.64  
531   Asp   8.48   120.40   175.23   54.37   40.90  
532   Val   7.60   123.31   174.65   63.55   33.39 
------------------------------------------------------------ 
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Table S2: Data collection and refinement statistics of HeV XD.           

 

 Crystal 

Data collection 
 

 

Wavelength (Å)                             0.9393 

Space group                               P1211 

Unit cell 

           a, b, c (Å)           

           α, β, γ (°)  

 

21.49, 43.28, 51.26  

90.00, 79.78, 90.00 

Resolution
a
 (Å)  32.85 - 1.65 (1.80 - 1.65) 

I/σ(I)
 a
                            14.24 (1.89) 

Rsym
a
                             0.037 (0.546) 

Completeness
a
 (%)                      98.6 (98.7) 

Multiplicity
a
                            2.7 (2.48) 

Total reflections
b
  58428 

Refinement  

Resolution
a 
(Å)  32.85  - 1.65 (1.72  - 1.65) 

R-factor
a
                              0.188 (0.306) 

R-free
a
                                0.224 (0.306) 

Number of atoms                                        

            macromolecules 

            ligands  

            water 

1010                                

973 

2 

35 

Number of protein residues                               116 

R.m.s. deviations 

            bond lengths (Å) 

            bond angles (°)                                  

 

0.012 

1.12 

Ramachandran favored (%)                        99 

Ramachandran allowed (%)                        1 

Average B-factor                        

             macromolecules  

             solvent 

37.20 

36.90 

44.80 
a
Values in parentheses are for highest-resolution shell. 

b
Friedel pairs unmerged 
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Table S3: Chemical shifts (ppm) of Hendra virus XD. The chemical shifts were obtained at 

298 K in 20 mM Bis-Tris, 50 mM Arg/Glu, 150 mM NaCl at pH 6.0. 

 

             HN    N       C’      C     C 
----------------------------------------------- 
XXX    Gly   -     -       178.69  43.33  - 
XXX    Ala   8.62  123.77  177.47  52.50  19.56 
XXX    Met   8.55  120.43  175.84  55.25  33.27 
XXX    Val   8.18  121.13  175.81  62.15  33.03 
----------------------------------------------- 
654    Ala   8.35  127.57  177.05  52.23  19.27 
655    Asp   8.48  120.97  176.44  53.39  41.73 
656    Asp   8.55  122.07  177.72  56.77  41.12 
657    Ala   8.38  122.92  180.26  54.85  18.18 

658    Ser   8.21  114.88  177.08  60.98  62.87 
659    Lys   7.91  120.87  178.36  60.53  32.84 
660    Asp   8.33  119.82  178.71  57.96  40.65 
661    Val   7.60  119.69  178.78  66.44  32.00 
662    Val   7.27  120.70  177.80  65.86  30.97 
663    Arg   8.79  121.74  178.65  61.05  30.14 
664    Thr   8.23  115.44  176.87  66.85  68.59 
665    Met   7.90  124.20  178.47  59.64  33.38 
666    Ile   8.44  119.29  177.19  65.84  38.71 
667    Arg   8.24  115.82  178.47  59.75  30.62 
668    Thr   8.04  108.86  175.73  64.63  70.33 
669    His   7.72  114.73  174.75  57.50  31.80 
670    Ile   8.02  120.16  175.43  58.98  34.54 
671    Lys   8.59  128.48  176.67  57.43  32.76 
672    Asp   7.63  120.51  176.22  54.34  42.68 

673    Arg   8.87  127.80  178.49  59.93  30.31 
674    Glu   8.28  120.69  179.07  59.53  28.82 
675    Leu   8.18  123.29  178.59  57.29  41.63 
676    Arg   8.53  118.18  177.78  60.92  30.83 
677    Ser   7.72  112.54  176.69  62.22  62.88 
678    Glu   7.92  122.80  178.92  59.35  29.61 
679    Leu   8.50  118.77  179.12  57.89  42.26 
680    Met   8.53  117.75  178.59  57.84  31.44 
681    Asp   7.93  120.31  178.58  57.70  40.76 
682    Tyr   7.98  119.44  179.05  59.41  37.76 
683    Leu   8.47  119.58  178.82  57.49  41.98 
684    Asn   8.66  118.15  177.24  55.81  37.85 
685    Arg   7.69  116.56  176.27  56.96  31.01 
686    Ala   7.35  123.68  177.16  53.07  19.19 
687    Glu   9.11  121.64  177.11  57.02  32.49 

688    Thr   7.85  109.12  175.08  59.42  72.38 
689    Asp   9.09  122.08  178.75  57.67  40.25 
690    Glu   8.77  120.20  179.27  60.08  29.23 
691    Glu   7.76  119.99  179.75  59.17  30.57 
692    Val   8.15  121.33  177.63  67.61  31.55 
693    Gln   8.31  118.75  178.01  58.00  27.90 
694    Glu   7.85  119.41  179.72  59.56  29.10 
695    Val   7.57  120.57  177.90  66.66  30.94 
696    Ala   8.34  122.39  179.59  55.79  17.83 
697    Asn   8.70  116.77  177.54  55.88  37.66 
698    Thr   8.00  119.39  176.15  67.16  68.74 
699    Val   8.43  121.04  177.36  67.28  31.42 
700    Asn   8.38  117.81  177.16  56.59  38.29 
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701    Asp   8.10  119.82  178.82  57.50  40.20 

702    Ile   7.94  121.66  179.46  64.97  38.38 
703    Ile   8.27  121.10  178.16  64.95  38.22 
704    Asp   8.24  119.01  177.04  55.48  40.79 
705    Gly   7.86  107.45  174.60  45.86  - 
706    Asn   8.29  119.42  174.19  53.35  38.97 
707    Ile   7.47  123.67  171.81  62.76  39.91 
----------------------------------------------- 
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Table S4: Residual dipolar couplings (Hz) of Hendra virus XD. The couplings were 

obtained in filamentous phages (11.5 mg/mL) at 298 K in 20 mM Bis-Tris, 50 mM Arg/Glu, 

150 mM NaCl at pH 6.0.  

 
     RDC     Error  
------------------------------- 
654  N   654  HN  2.16  1.00 
655  N   655  HN  1.32  1.00 
656  N   656  HN  9.71  1.00 
657  N   657  HN  6.43  1.00 
658  N   658  HN  7.13  1.00 
659  N   659  HN  13.14  1.00 
660  N   660  HN  12.30  1.00 
661  N   661  HN  -1.33  1.00 
662  N   662  HN  9.99  1.00 

663  N   663  HN  12.65  1.00 
664  N   664  HN  5.03  1.00 
665  N   665  HN  1.18  1.00 
666  N   666  HN  12.09  1.00 
667  N   667  HN  11.81  1.00 
668  N   668  HN  -3.71  1.00 
669  N   669  HN  5.24  1.00 
670  N   670  HN  11.88  1.00 
671  N   671  HN  -2.31  1.00 
672  N   672  HN  -13.99  1.00 
673  N   673  HN  -1.75  1.00 
674  N   674  HN  13.21  1.00 
675  N   675  HN  5.73  1.00 
676  N   676  HN  -1.54  1.00 
677  N   677  HN  8.04  1.00 

678  N   678  HN  12.02  1.00 
679  N   679  HN  0.97  1.00 
680  N   680  HN  -0.21  1.00 
681  N   681  HN  11.25  1.00 
682  N   682  HN  9.64  1.00 
683  N   683  HN  -0.77  1.00 
684  N   684  HN  6.01  1.00 
685  N   685  HN  14.47  1.00 
686  N   686  HN  -6.58  1.00 
687  N   687  HN  -7.27  1.00 
688  N   688  HN  10.76  1.00 
689  N   689  HN  6.99  1.00 
690  N   690  HN  6.29  1.00 
691  N   691  HN  14.96  1.00 
692  N   692  HN  8.80  1.00 

693  N   693  HN  4.33  1.00 
694  N   694  HN  12.44  1.00 
695  N   695  HN  14.68  1.00 
696  N   696  HN  9.64  1.00 
697  N   697  HN  6.11  1.00 
698  N   698  HN  14.61  1.00 
699  N   699  HN  14.19  1.00 
700  N   700  HN  7.13  1.00 
701  N   701  HN  10.83  1.00 
702  N   702  HN  15.94  1.00 
703  N   703  HN  10.13  1.00 
704  N   704  HN  5.59  1.00 
705  N   705  HN  7.48  1.00 
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706  N   706  HN  6.92  1.00 

707  N   707  HN  -3.78  1.00 
------------------------------- 
654  CA  654  HA  -1.53  2.40 
655  CA  655  HA  -17.14  2.40 
656  CA  656  HA  -10.97  2.40 
657  CA  657  HA  32.27  2.40 
658  CA  658  HA  -15.08  2.40 
659  CA  659  HA  -0.99  2.40 
660  CA  660  HA  2.06  2.40 
661  CA  661  HA  26.88  2.40 
662  CA  662  HA  -24.39  2.40 
663  CA  663  HA  -19.37  2.40 
664  CA  664  HA  37.68  2.40 
665  CA  665  HA  -10.06  2.40 
666  CA  666  HA  -10.87  2.40 

667  CA  667  HA  -15.06  2.40 
668  CA  668  HA  45.81  2.40 
669  CA  669  HA  -5.07  2.40 
670  CA  670  HA  -12.63  2.40 
671  CA  671  HA  2.65  2.40 
672  CA  672  HA  18.28  2.40 
673  CA  673  HA  -21.31  2.40 
674  CA  674  HA  -19.59  2.40 
675  CA  675  HA  16.84  2.40 
676  CA  676  HA  12.81  2.40 
677  CA  677  HA  -17.29  2.40 
678  CA  678  HA  -22.92  2.40 
679  CA  679  HA  44.36  2.40 
680  CA  680  HA  -11.49  2.40 

681  CA  681  HA  -14.23  2.40 
682  CA  682  HA  -2.99  2.40 
683  CA  683  HA  37.34  2.40 
684  CA  684  HA  -18.20  2.40 
685  CA  685  HA  -23.15  2.40 
686  CA  686  HA  27.01  2.40 
687  CA  687  HA  32.32  2.40 
688  CA  688  HA  -26.48  2.40 
689  CA  689  HA  43.30  2.40 
690  CA  690  HA  -20.24  2.40 
691  CA  691  HA  -10.52  2.40 
692  CA  692  HA  13.41  2.40 
693  CA  693  HA  15.48  2.40 
694  CA  694  HA  -3.47  2.40 
695  CA  695  HA  -23.10  2.40 

696  CA  696  HA  42.49  2.40 
697  CA  697  HA  -17.00  2.40 
698  CA  698  HA  5.19  2.40 
699  CA  699  HA  -4.68  2.40 
700  CA  700  HA  28.16  2.40 
701  CA  701  HA  -9.62  2.40 
702  CA  702  HA  -18.16  2.40 
703  CA  703  HA  24.72  2.40 
704  CA  704  HA  1.88  2.40 
706  CA  706  HA  -13.49  2.40 
------------------------------- 
654  C   654  CA  1.20  0.25 
655  C   655  CA  1.10  0.25 
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656  C   656  CA  -1.60  0.25 

657  C   657  CA  -1.20  0.25 
658  C   658  CA  -0.80  0.25 
659  C   659  CA  2.80  0.25 
660  C   660  CA  -2.90  0.25 
661  C   661  CA  -1.90  0.25 
662  C   662  CA  2.50  0.25 
663  C   663  CA  0.30  0.25 
664  C   664  CA  -2.50  0.25 
665  C   665  CA  -1.70  0.25 
666  C   666  CA  3.90  0.25 
667  C   667  CA  -1.90  0.25 
668  C   668  CA  -3.20  0.25 
669  C   669  CA  -1.80  0.25 
670  C   670  CA  3.50  0.25 
671  C   671  CA  -1.50  0.25 

672  C   672  CA  -2.40  0.25 
673  C   673  CA  1.10  0.25 
674  C   674  CA  3.00  0.25 
675  C   675  CA  -2.80  0.25 
676  C   676  CA  -2.30  0.25 
677  C   677  CA  3.90  0.25 
678  C   678  CA  -1.10  0.25 
679  C   679  CA  -2.40  0.25 
680  C   680  CA  -1.20  0.25 
681  C   681  CA  4.30  0.25 
682  C   682  CA  -2.10  0.25 
683  C   683  CA  -2.90  0.25 
684  C   684  CA  1.60  0.25 
685  C   685  CA  2.40  0.25 

686  C   686  CA  -3.20  0.25 
687  C   687  CA  0.50  0.25 
688  C   688  CA  -2.30  0.25 
689  C   689  CA  -1.70  0.25 
690  C   690  CA  0.50  0.25 
691  C   691  CA  2.60  0.25 
692  C   692  CA  -1.70  0.25 
693  C   693  CA  -2.30  0.25 
694  C   694  CA  2.70  0.25 
695  C   695  CA  -1.50  0.25 
696  C   696  CA  -1.40  0.25 
697  C   697  CA  -1.60  0.25 
698  C   698  CA  2.70  0.25 
699  C   699  CA  -2.00  0.25 
700  C   700  CA  -1.90  0.25 

701  C   701  CA  1.40  0.25 
702  C   702  CA  0.30  0.25 
703  C   703  CA  -0.80  0.25 
704  C   704  CA  -2.00  0.25 
705  C   705  CA  2.60  0.25 
706  C   706  CA  -0.90  0.25 
------------------------------- 
654  C   655  HN  -1.60  0.40 
655  C   656  HN  -0.30  0.40 
656  C   657  HN  -2.10  0.40 
657  C   658  HN  3.60  0.40 
658  C   659  HN  -3.30  0.40 
659  C   660  HN  -3.80  0.40 
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660  C   661  HN  4.90  0.40 

661  C   662  HN  -0.10  0.40 
662  C   663  HN  -4.80  0.40 
663  C   664  HN  -3.60  0.40 
664  C   665  HN  6.80  0.40 
665  C   666  HN  -4.60  0.40 
666  C   667  HN  -3.90  0.40 
667  C   668  HN  2.20  0.40 
668  C   669  HN  4.80  0.40 
669  C   670  HN  -4.50  0.40 
670  C   671  HN  -5.00  0.40 
671  C   672  HN  6.60  0.40 
672  C   673  HN  5.10  0.40 
673  C   674  HN  -4.20  0.40 
674  C   675  HN  -4.80  0.40 
675  C   676  HN  5.90  0.40 

676  C   677  HN  -0.60  0.40 
677  C   678  HN  -4.50  0.40 
678  C   679  HN  -2.50  0.40 
679  C   680  HN  6.80  0.40 
680  C   681  HN  -3.80  0.40 
681  C   682  HN  -4.10  0.40 
682  C   683  HN  3.00  0.40 
683  C   684  HN  2.30  0.40 
684  C   685  HN  -3.00  0.40 
685  C   686  HN  -2.30  0.40 
686  C   687  HN  6.60  0.40 
687  C   688  HN  -1.70  0.40 
688  C   689  HN  -1.50  0.40 
689  C   690  HN  3.70  0.40 

690  C   691  HN  -3.70  0.40 
691  C   692  HN  -4.60  0.40 
692  C   693  HN  4.50  0.40 
693  C   694  HN  -2.40  0.40 
694  C   695  HN  -2.40  0.40 
695  C   696  HN  -3.50  0.40 
696  C   697  HN  4.90  0.40 
697  C   698  HN  -3.00  0.40 
698  C   699  HN  -3.50  0.40 
699  C   700  HN  1.70  0.40 
700  C   701  HN  -0.10  0.40 
701  C   702  HN  -1.60  0.40 
702  C   703  HN  -5.10  0.40 
703  C   704  HN  4.80  0.40 
704  C   705  HN  -2.00  0.40 

705  C   706  HN  2.90  0.40 
706  C   707  HN  1.30  0.40 
------------------------------- 
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Résumé :   

     Le virus de la stomatite vésiculaire (VSV) et le virus Nipah (NiV) appartiennent respectivement aux 

familles des Rhabdoviridae et des Paramyxoviridae. VSV est un modèle du virus de la rage tandis que NiV est 

un virus émergeant, appartenant à la sous-famille des Paramyxovirinae, pour lequel les données moléculaires 

et structurales sont limitées. Ce sont des virus enveloppés dont le génome code pour cinq à neuf protéines. Le 

complexe de réplication de ces virus est constitué de trois protéines : la phosphoprotéine (P), la nucléoprotéine 

(N) et la polymérase virale (L). La N encapside le génome viral et l'ensemble N-ARN sert de matrice pour la 

transcription et la réplication. La P joue deux rôles : elle sert de cofacteur pour la polymérase et forme le 

complexe N
0
-P qui maintient la N sous une forme soluble, compétente pour l'encapsidation des génomes néo-

synthétisés. Un premier objectif de mon travail de thèse consistait à étudier la structure et la dynamique des 

protéines P de VSV et de NiV. Ce sont des protéines modulaires qui contiennent des domaines structurés, 

séparés par des régions flexibles. A mon arrivée au laboratoire un travail important avait été déjà réalisé sur la 

P de VSV et j'ai participé à l'achèvement de cette étude. Je me suis ensuite intéressé à la protéine P de NiV. 

J'ai cristallisé et résolu par diffraction des rayons X les structures du domaine C-terminal et du domaine central 

(codes PDB : 4F9X et 4GJW). La combinaison de ces modèles cristallographiques avec des données de SAXS 

sur la P entière et des données de résonance magnétique nucléaire (RMN, collaboration IBS) va permettre 

d'obtenir un modèle atomique de la P entière sous la forme d'un ensemble de conformères. Un deuxième 

objectif était d'étudier les complexes N
0
-P. J'ai activement participé au développement de la méthode de 

reconstitution et à la caractérisation structurale du complexe N
0
-P de VSV, entre un mutant de la N (NΔ21) et 

un peptide N-terminal de la P (code PDB : 3PMK). J'ai ensuite reconstitué, cristallisé et résolu la structure du 

complexe N
0
-P de NiV entre la N (tronquée de son domaine C-terminal) et la partie N-terminale de la P. Ces 

structures montrent par quels mécanismes moléculaires la P maintient la N sous forme monomérique, en 

empêchant sa polymérisation et son interaction avec l'ARN. Les résultats présentés ici ont permis de générer 

de nouvelles hypothèses pour expliquer les mécanismes d'encapsidation et d'initiation de la synthèse d'ARN 

chez ces virus. Le complexe N
0
-P étant essentiel pour la réplication du virus, l'information structurale obtenue 

au cours de ce travail devrait permettre d'envisager l'utilisation de ce complexe comme cible pour le 

développement de composés antiviraux.  

  

Summary :   

     Vesicular stomatitis virus (VSV) and Nipah virus (NiV) belong to the Rhabdoviridae and Paramyxoviridae 

families, respectively. VSV serves as model system for rabies virus while NiV is an emerging pathogen of the 

Paramyxovirinae subfamily, for which molecular and structural data are scarce. Both viruses are enveloped 

and their genomes encode five to nine proteins. Three proteins form their replication complex: the 

phosphoprotein (P), the nucleoprotein (N) and the viral polymerase (L). N encapsidates the viral genome and 

this N-RNA complex serves as template for transcription and replication. P has two functions: it serves as a 

polymerase cofactor and forms an N
0
-P complex, which keeps the N protein in a soluble and monomeric state, 

competent for the encapsidation of the newly synthesized genomes. The first goal during the PhD work was to 

study the structure and dynamics of the VSV and NiV P proteins. These proteins are modular, containing 

structured domains separated by flexible regions. Before my arrival, a large amount of work was already done 

on the VSV P protein in the lab and I was involved in the final stages of this work. Then I studied the NiV P 

protein, crystallizing and solving the structures of its central and C-terminal domains by X-ray crystallography 

(PDB codes: 4F9X and 4GJW). Combining these structures with small angle X-ray scattering (SAXS) and 

nuclear magnetic resonance (NMR, collaboration with IBS group) data obtained for the entire protein will 

allow the construction of an atomic model of the phosphoprotein in the form of a conformational ensemble. 

The second goal was to study the N
0
-P complex. I actively participated in the development of the method 

which permitted the reconstruction of the VSV N
0
-P complex, using a truncation mutant of the N protein 

(NΔ21) and an N-terminal peptide from P, and to its structural determination (PDB code: 3PMK). Then I 

reconstructed, crystallized and solved the structure of the NiV N
0
-P complex using a C-terminally truncated N 

protein and the N-terminal region of the P protein. Both structures yielded insights into the molecular 

mechanisms used by the phosphoproteins in order to maintain the corresponding nucleoproteins in their 

monomeric state, thus inhibiting their polymerization and interaction with RNA. The results presented here 

also offered new hypothesis about mechanisms of encapsidation and of RNA synthesis initiation. Given that 

the N
0
-P complex is an essential component of the replication complex, the structural information gained from 

this work allow us to consider this complex as a potential antiviral target.  

 


