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3JUTR
5UTR
aa
ABCE1
ADN
ADNss
AIP

ALIX
APOBEC

APOBEC3G

ARL
ARN
ARN pol I
ARNg
ARNm
ARN,¥s3
ARNv
ASBVd
ATP
AUG
BMH
BST-2
CA
CAp24
CCHC
CCR5
CD4
CMH-1
CPMG
cPPT
CRINEPT
CRM1

UnTranslated Region située a I'extrémité 3’ de 'ARN génomgiue
UnTranslated Region située a I'extrémité 5’ de I'ARN génomique
acides aminés

ATP binding Cassette Subfamily E member 1

Acide DésoxyriboNucléique

ADN strong stop

ALG-2 Interacting Protein 1 ou ALIX

Apoptosis-Linked gene 2-Interacting protein X ou AIP
Apolipoprotein B mRNA-editing Enzyme Catalytic Polypeptide
Apolipoprotein B mRNA-editing Enzyme Catalytic Polypeptide de type G
A-Rich Loop

Acide RiboNucléique

ARN polymérase |l

ARN génomique

ARN messager

ARN de transfert de lysine cellulaire

ARN viral

avocado sunblotch viroid

Adénosine-5’-triphosphate

codon start pour la traduction de gag

Branched Multiple Hairpins

bone marrow stromal antigen 2

protéine de la CApside

Capside mature de poids moléculaire de 24 kDa

motif Cystéine Cystéine Histidine Cystéine

corécepteur des cellules CD4+

Cluster de Différenciation de type 4

Complexe Majeur d'Histocompatibilité de type 1

Car Purcell Meiboom Gill

central Poly Purine Tract

Cross-correlated relaxation-enhanced polarization transfer

Chromosomal Maintenance 1



CSA
CSP
CSP
CspA
cspE
cTAR
cTARO

cTARO loop
cTARO stem

cTAR1

cTAR1 loop
cTAR1 stem

cTAR26
cTAR33
CTD
CXCR4
CypA
db

DD
DDX6
DIS
DLS
DLS
E.Coli
Env
ESCRT

FRET

G2

Gag

Gag Pr55
Gag-Pol

Chemical Shift Anisotropy

Cold Shock Protein

chemical shift perturbations

la Cold Shock Protein majeure chez E. Coli

une forme de Cold Shock Protein chez E. Coli
complementary TAR (ADN)

séquence cTAR sauvage tronquée

séquence cTAR sauvage modifiée au niveau de la boucle interne
séquence Ctar sauvage modifiée au niveau de la tige basse
séquence cTAR mutée tronquée

séquence cTAR mutante modifiée au niveau de la boucle interne
séquence Ctar mutante modifiée au niveau de la tige basse
séquence cTAR 26 nucléotides

séquence cTAR 33 nucléotides

C Terminal Domain

corécepteur des cellules CD4+

Cyclophiline A

double brin

dipdle-dipdle

DEAD-Box helicase 6

Dimer Initiation Site

Dimer Linkage Structure

Dynamic Light Scattering

Escherichia coli

génes des protéines d’enveloppe

Endosomal Sorting Complex Required for Transport
Fluoresceine

Forster/Fluorescence resonance energy transfer

phase du cycle céllulaire G2

group antigen

polyprotéine précurseur Gag au poids moléculaire de 55 kDa

polyprotéine précurseur



gp120 glycoproprotéine de surface extramembranaire

gp41 glycoproprotéine de surface transmembranaire.
HBR Highly basic region

HCV hepatitis C virus

HDV hepatitis delta virus

HMGA1 High Mobility Group AT-Hook 1

HMQC Heteronuclear Multiple-Quantum Correlation
hnRNP Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins
hnRNP A1 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1
HOHAHA HOmonuclear HArtmann HAhn

HRV-2 human rhinovirus-2

HSQC Heteronuclear Single Quantum Correlation
HTLV-1 Human T-lymphotropic virus type 1

huPrp human Prion Protein

HXB2 souche du VIH-1

IDD Intrinsically Desordered Domain

IDP Intrinsically Desordered Protein

INEPT Insensitive Nuclei Enhanced by Polarization Transfer
INp32 intégrase d’un poids moléculaire de 32 kDa
ITC Isothermal Titration Calorimetry

kb kilobases

Kd constante de dissociation

LAI souche du VIH-1

LDI Long Distance Interaction

LTR Long Terminal Repeat

M Main (sous-groupe du VIH-1)

MA protéine de la MApside

MA protéine de la Matrice

MAL souche du VIH-1

MAp17 Matrice mature de poids moléculaire de 17 kDa
MLV Murine Leukemia Virus

MS2 phage protéine



N

NC
NC(11-55)
NCp15
NCp7
NCp9
Nef
NL4.3
NOE
NOESY
nonsat
nt

NTD

O

OB

P

p2 et p1
p53

p6

PAS
PBS
PDB
PEP
Pl(4,5)P2
PIC
PIP2
pol
poly(A)
ppm
PPT
PRE
Proxyl

Non-M, non-O (sous-groupe du VIH-1)

protéine de nucléocapside

protéine de nucléocapside tronquée

protéine de nucléocapside immature de poids moléculaire de 15 kDa
protéine de nucléocapside mature de poids moléculaire de 7 kDa
protéine de nucléocapside intermédiaire de poids moléculaire de 9 kDa
negative expression factor

Souche du VIH-1

Nuclear Overhauser Effect

Nuclear Overhauser Effect correlation Spectroscopy
nonsaturé

nucléotides

N Terminal Domain

Outlier (sous-groupe du VIH-1)

Oligonucleotide Binding

(sous-groupe du VIH-1)

domaine « Spacer Peptide » de la Pr65Gag ou SP1 et SP2
ou TP53 pour tumor protein 53

peptide de poids moléculaire de 6 kDa

Primer Activation Signal

Primer Binding Site

Protein Data Bank

Preservation of Equivalent Pathway
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2)

complexe de préintégration
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate

géne de la polymérase

comporte le signal de polyadénylation AAUAAA

partie par million

Poly Purine Tract

Paramagnetic Relaxation Enhancement

3-(2-lodoacetamido)-2,2,5,5-tetramethyl-1-pyrrolidinyloxy, free radical



PrP Prion Protein

PRp12 PRotéase d’'un poids moléculaire de 12 kDa

PrPc Cellular Prion Protein

Psi W signal d’encapsidation situé sur ’ARNg

PTB polypyrimidine tract-binding protein

R Repeat, séquence répétée dans les deux extrémités du génome (en 5’ et 3)
RanGTP RAs-related Nuclear protein GTP binding

Rev Regulation of expression of virion proteins

rf radiofréquence

RMN Résonance Magnétique Nucléaire

RNAse H RibonucléAse H

RNP complexe ribonucleoprotéique

RRE Rev Responsive Element

RT reverse transcriptase formée d’un hétérodimere p66 et p51
sat saturé

sb simple brin

SdAg small delta antigen

SGSS syndrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker

SIDA Syndrome d’'immunodéficience acquise

SL1 Stem loop 1

SL2 Stem loop 2

SL3 Stem loop3

SL3 ADN homologue ADN de la séquence SL3 de 20 nt

SL3 ADN20G SL3 ADN avec une G ajoutée sur sa boucle apicale (21 nt)
SL4 Stem loop 4

SNV Sin Nombre Virus

SP1 et SP2 domaine « Spacer Peptide » de la Pr55Gag ou p2 et p1
SSHS motif Serine Serine Histidine Serine

SSP Secondary Structure Propensity

stpA Protéine bacterienne se liant a 'ADN

SuU SUrface

T CD4+ cellules immunitaires T exprimant le recepteur CD4



T1

T1

T2

T2

TAR
TARO
TAR1
Tat

™
TMR
TOCSY
TOCSY
TRIM5a
TROSY
Tsg101
TYC
U3

us

Unr
UTR
uv

Vif

VIH
VIH-1
VIH-2
VIS
VIScpz
Vpr
Vpu
Vpx

ZF

ZF1

temps de relaxation longitudinale

Temps relaxation longitudinale

temps de relaxation transversale

relaxation transversale

Transactivation responsive element
séquence TAR sauvage tronquée

séquence TAR mutée tronquée
TransActivaTor

transmembranaire

Tetraméthylrhodamine

Total Correlation Spectroscopy

Total Correlation Spectroscopy

Tripartite motif-containing protein 5
Transverse relaxation optimized spectroscopy
protéine de 'lESCRT-I

Bras de 'ARNtLys3

Unique en 3’, séquence située en 3’ de ’ARN génomique
Unique en 5, séquence située en 5’ de 'ARN génomique
upstream of N-ras

untranslated region

Ultra Violet

Viral Infectivity Factor

Virus d’'Immunodéficience Humaine

Virus d'Immunodéficience Humaine de type 1
Virus d'Immunodéficience Humaine de type 2
Virus d'Immunodéficience Simienne

Virus d’Immunodéficience Simienne du chimpanzé
Viral protein R

Viral protein U

Viral protein x

Zinc Finger

Zinc Finger 1
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ZF2

Zinc Finger 2
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.1 Le virus de Pimmunodéficience humaine

1.1 Classification et origine du VIH-1

Le VIH-1 appartient a la famille des rétroviridae et au genre des lentivirus. Ce
virus se caractérise par une longue période d’incubation, et une évolution lente vers
le stade SIDA, pathologie caractérisée par une réplication virale active, une
diminution du taux de lymphocytes T CD4+ circulants (<200 cellules/ul), ainsi qu’'une
susceptibilité accrue a des infections opportunistes conduisant a la mort des patients
infectés.

C’est en 1983 a l'institut Pasteur de Paris que le virus du VIH-1 a été isolé en
tant qu’agent causal du SIDA par Dr Frangoise Barré-Sinoussi et Pr Luc Montagnier.
Quelques années plus tard, en 1986, un virus similaire au VIH-1 fut cloné et a été
nommé VIH-2 2. Les deux virus se distinguent par leur composition génétique et par
leur potentiel pathogéne, le VIH-2 causant une pathologie moins importante avec
une progression extrémement lente vers le SIDA **,

L’'origine du virus remonte a de multiples infections zoonotiques des VIS-
primates non humains, permettant ainsi au VIH d’évoluer au sein de la population
humaine >®, souvent pris comme animaux de compagnie ou chassés comme gibier,
les contacts par morsures ou par blessures lors du dépegage des animaux peuvent
expliquer la transmission du virus & I'homme ° 7.

En se basant sur la classification phylogénétique des lentivirus infectant les
primates, il a été montré que les VIH-1 et VIH-2 proviennent de VISs différents, ce
qui implique une origine et une évolution différente.

Dans le cas du VIH-1, 'ancétre le plus proche est le VIScpz, isolé de la sous-
espéce du chimpanzé Pan troglodytes troglodytes, vivant principalement en Afrique
centrale et dans la région équatoriale occidentale ® #'3. Le VIH-1 provient d’'un VIS
qui est passé au moins quatre fois a ’'homme, qui s’est adapté, qui a donné lieu aux
quatre groupes connus M, N, O, P (Main, Non-M non-O, Ouitlier et P respectivement)
" et dont I'épidémiologie varie considérablement. Le groupe M est le plus
pandémique, avec 99% des infections sur un total de 75 millions d’individus infectés
dans le monde. Il est divisé en neuf sous types A (A1, A2), B, C, D, F (F1, F2), G, H,
JetK
Le groupe M du VIH-1 est le plus étudié en laboratoire dont les isolats sont HXB2,
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NL4-3, LAl (sous-type B) et MAL (recombinant des sous-types A1, D et K)
(http://www.hiv.lanl.gov/). Le groupe O est le deuxiéme groupe le plus pandémique,

causant l'infection d’environ 100.000 personnes présentes majoritairement a I'ouest
et au centre de I'Afrique, c’est-a-dire, Cameroun, Tchad, Gabon, Niger, Nigeria,
Sénégal et Togo *'°. De plus, une infection en dehors de I'Afrique a été rapportée
chez un navigateur norvégien et sa famille, qui auraient été infectés en 1960 '". Il est
a noter que les deux groupes M et O possédent une histoire naturelle similaire °.

En revanche, le VIH-2 descendrait du VISsm que I'on trouve au sein d’une
espéce de singes de I'Ouest Africain, le sooty mangabey (Cercocebus atys) '®. Le
VIH-2 est composé de huit sous-types : A, B, C, D, E, F, G et H '°, les groupes A et B

étant les plus représentés.

1.11.2 Structure du VIH-1

La particule virale du VIH-1 posséde une forme sphérique d’environ 145 nm
de diamétre et a été caractérisée par microscopie électronique %°. La particule virale
infectieuse est munie d’'une enveloppe en bicouche lipidique, issue de la membrane

plasmique de la derniére cellule infectée '

, dans laquelle sont insérées les
glycoprotéines d’enveloppe majeures constituées de deux sous-unités: la gp120
extramembranaire et la gp41 transmembranaire. Ces gp120 et gp41 s’organisent en
triméres permettant la fixation aux récepteurs CD4 et corécepteurs CCR5 ou CXCR4
des cellules cibles %%,

Quant a la face interne de I'enveloppe, celle-ci, est tapissée d’'une couche de la
protéine constituant la matrice (MA), p17 ?*%’. La particule virale contient également
la capside (CA) de forme conique, constituée par I'assemblage des protéines p24 23
avec un agencement hexameérique responsable de la structure conique du core du
virus 2% La capside renferme 'ARN génomique (ARNg), sous forme de deux
copies d’ARN viral simple brin (sb), a polarités positives et étroitement associées aux
protéines de la nucléocapside (NC), p7 *, aux enzymes virales, la protéase (PR),
p12, lintégrase (IN), p32 et la transcriptase inverse (RT), hétérodimére p66-p51) *'.
La particule virale mature est le fruit de la maturation, par la protéase virale, des trois
précurseurs polyprotéiques (Env, Gag et Pol) qui dans un premier temps,

s’assemblent en formant une particule virale immature (Figure 1A).
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Figure 1A : Structure de la particule virale mature et immature du VIH-1. (A) et (B)
Observation des particules virales immature et mature de 130 nm de diamétre par
cryotomographie électronique . (C) et (D) Représentation schématique des particules
virales immature et mature. En bleu, gp120 ; en jaune, bicouche lipidique ; en rouge, MA ; en
mauve, CA ; en bleu nuit, NC ; filament orange, ARNg .

1.1.3 Génome du VIH-1

1.1.3.1 Géneralités

Les rétrovirus ont un génome composé de deux brins d’ARN a polarité
positive et monocaténaire de 9,2 kb chacun >, orientés 5-3’, liés par une liaison non
covalente au niveau d’'un site majeur d’interaction nommé DLS (Dimer Linkage
Structure) de I'extrémité 5° 3428,

Comme ces molécules d’ARN sont issues d’une transcription par 'ARN pol Il
cellulaire, elles sont donc toutes coiffées en 5’ et polyadénylées en 3’ (Figure 2A).

Le génome est également associé a I'’ARNt-?

cellulaire, aux enzymes virales (RT,
IN, PR) ainsi qu’a la protéine de nucléocapside NCp7 qui stabilise sa conformation 39
0 Au total, le génome du VIH-1 est constitué de 9173 nucléotides *', contenant une

partie codante bordée par une partie non codante a ses deux extrémités >'.

5 UTR 3’ UTR

cAP{R | US|

Vpu
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Figure 2A: Structure génomique du VIH-1. Vue d’ensemble de 'organisation du génome
du VIH-1 de 9 Kb incluant trois génes structuraux (i.e., gag, pol et env), 6 génes accessoires
(i.e., vif, vpr, vpu, tat, rev, et nef), les séquences UTR en 5 et 3’ coiffée et polyadénylée
respectivement (adaptée d’aprés *").

1.1.3.2 Partie non codante

Les séquences non codantes (5’UTR et 3'UTR) sont des séquences
promotrices répétées qui sont caractérisées par des structures secondaires trés
stables constituants des sites de liaison pour les protéines virales et cellulaires
capables de réguler positivement ou négativement la transcription virale (Figure 3A).
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Figure 3A: Structure secondaire de la région 5’-UTR de ’ARNg de la souche NL4.3 du
VIH-1. (A) Structure secondaire qui promeut la transcription. (B) Structure secondaire qui
promeut la dimérisation de 'ARNg. On y observe les séquences PBS (bleu), PAS (rouge),
les régions riches en A (vert) et riches en C (mauve). La région contenant le signal de
polyadénylation, les nucléotides de DIS (SL1) impliqués dans la dimérisation de ’ARN viral
et le codon start (AUG) de la traduction de gag sont indiquées en orange. *2.

La séquence R est répétitive, c’est a dire qu’elle est présente a I'identique aux deux
extrémités 5’ et 3’ de 'ARNg. Cette répétition est absolument nécessaire pour le bon
déroulement de la transcription inverse et joue un rdle fondamental dans le premier

transfert de brin *

, la séquence R est formée de 97 nt et composée de deux
seéquences tres structurées (Figure 3A):

-La séquence TAR « Transactivation responsive element » est composée des 59
premiers nucléotides de I’ARN viral, elle correspond a un site d’interaction avec la
protéine Tat ***°, faisant d’elle un site indispensable pour stimuler la transcription de
I’ADN proviral *’. TAR intervient aussi lors du premier transfert de brin qui a lieu au
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cours de la transcription inverse “. Il semblerait également que TAR participe a
I'encapsidation du génome viral lors de I'assemblage des virions *°.

-La séquence « poly(A) » comporte le signal de polyadénylation AAUAAA *°, bien
qu’elle soit présente aux deux extrémités du génome, celle-ci n’est fonctionnelle
qu'en 3.

-En 5, la région U5 « Unique en 5 » (+98 a +182) est la premiére région a étre
transcrite, lors de la transcription inverse. Située immédiatement en 3’ de cette région
U5, on trouve une séquence de 18 nt constituant la tige boucle PBS « Primer Binding
Site ». Cette derniére est complémentaire aux 18 nt situées a l'extrémité 3’ de
'ARNt"*3 ce dernier ayant été encapsidé dans la particule virale lors d’une infection
précédente, cette complémentarité est requise pour linitiation du processus de
transcription inverse *'3,

En 3’ du PBS se trouve la région leader, constituée de trois tiges boucles, celle-ci est
également nommée DLS « Dimer Linkage Structure» et comporte I'ensemble des
différentes tiges boucles (SL1 a SL4), ce qui en fait une région hautement structurée;
ces seéquences sont indispensables a la dimérisation de 'ARN viral (ARNv) et
contiennent le signal d’encapsidation de 'ARNg **°°. DLS est située entre la région
PBS et le codon d’initiation AUG du géne gag lui-méme, situé sur une quatriéme tige
boucle SL4.

-SL1, aussi nommée DIS (Dimer Initiation Site) est une séquence associée a la
dimérisation de I'’ARNg >, qui s’est également avérée comme étant le site le plus
important pour I'encapsidation de TARNg ***°7.

-SL2, posséde un « site donneur » d’épissage majeur nommé « SD» *® dont
l'interaction avec la protéine U1 (qui fait partie des petites ribonucléoprotéines
nucléaires (snRNP)) réprimerait le signal de polyadénylation situé en 5* *°.

-SL3, longtemps considérée comme contenant le signal d’encapsidation majeur a la
reconnaissance et I'encapsidation de 'ARNg lors de I'assemblage des nouvelles
particules virales %,

-SL4, contient le codon d'initiation AUG, tige boucle assez instable et qui établit des
paires de bases alternatives avec la région U5 ®+%°.

Par ailleurs, a proximité de I'extrémité 3’ du génome, se trouve la séquence PPT 3’
« Poly Purine Tract », cette région est riche en purines et sert d'amorce a la synthése

du brin d’ADN (+) car au cours de la transcription inverse, le duplexe ADN-ARN qui
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se forme dans la région PPT posséde des propriétés structurales particuliéres et
n‘est pas dégradé par l'activité RNase H de la RT. De plus, une copie de cette
séquence appelée cPPT (central Poly Purine Tract) se trouve sur le géne pol et sert
également d’amorce pour la synthese du brin d’ADN (+).

-La séquence RRE « Rev Responsive Element » 6768

, Située sur le gene env est une
région structurée en plusieurs tiges boucles, sur laquelle la protéine Rev
s’oligomérise permettant I'export nucléaire de 'ARN non- ou non- épissé aprés la
transcription .

-U3 « Unique en 3’ » (-454 a -1), est une région située a I'extrémité 3’, contenant des
séquences consensus, nécessaires a I'intégration de ’ADN proviral dans le génome
de la cellule hote "° et aident a la régulation de la transcription du provirus. En 3’ de
U3, se trouve la région R identique a celle en 5'.

Cependant, quand les régions UTRs sont rétrotranscrites, elles deviennent des LTRs
(Long Terminal Repeat). La partie du génome ADN codant sera alors bordée par des
séquences LTRs identiques aux deux extrémités 5 et 3'. Ces dernieres sont
cruciales pour l'intégration du génome viral dans celui de la cellule héte et pour sa

transcription ”".

1.1.3.3 Partie codante

La partie codante du génome comprend en tout, neuf génes codant pour 15
protéines au total *"" 2. Les trois génes gag, pol et env, codant respectivement pour
les protéines de structure (matrice, capside, nucléocapside), les enzymes impliquées
dans la réplication virale (transcriptase inverse, intégrase, protéase) et les deux
glycoprotéines d’enveloppe (Tableau 1A).

Tableau 1A. Réles des protéines essentielles du VIH-1.

Géne et | Nomenclature Fonctions

produit

Env Protéines d’enveloppe

gp120 glycoprotéine de | Permettent la fixation aux récepteurs CD4
surface SU
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gp41

glycoprotéine

transmembranaires TM

et co-récepteurs CCR5 ou CXCR4 des

cellules cibles %223,

Gag

Protéines de structure

Gag Pr55

polyprotéine précurseur
Gag (Group antigen)

Orchestre I'étape d’encapsidation et de

bourgeonnement viral.

MA (p17)

matrice

Tapisse la face inférieure de l'enveloppe

lipidique du virus %%

La MA permet
linteraction avec 'ARNg 24, la sélection de
ARNt et la fixation a la membrane

plasmique en tant que domaine de Gag s
74

CA(p24)

capside

Responsable de la formation d’'une coque au
ceeur du virus mature #2°, La CA posséde une
boucle riche en Pro qui constitue un site de
fixation pour la CypA ™ et le facteur de
restriction TRIM5a "®7", qui interfére avec la
décapsidation du virus lors de [linfection
cellulaire en dirigeant les virus entrant vers le

protéasome.

NC(p7)

nucléocapside

Reconnaissance et encapsidation de
'ARNg en tant que domaine de Gag.
Stabilisation et protection du génome dans
le virus mature. RoOle chaperon dans les
processus de transfert de brins au cours de

la transcription inverse.

Pol

Protéines enzymatiques

PR

Protéase

Essentielle pour la maturation de la
particule virale et donc pour son infectiosité.
Réalise des clivages en des sites

spécifiques au niveau des protéines
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précurseurs Gag et Gag-Pol.

RT

Reverse transcriptase

Joue un réle crucial dans le processus de
transcription inverse grace a ses activités
polymérase et RNase H. La premiere
activité permet de synthétiser un brin ADN a
partir d'un brin ARN, en utilisant une
amorce ARN. La deuxieme permet de
dégrader 'ARN si et seulement si, il fait
parti d’'un duplex ARN-ADN.

IN

Intégrase

Essentielle pour l'intégration de I’ADN viral
dans le génome de la cellule héte.

Les génes codant pour des protéines accessoires et régulatrices sont Tat, Rev, Nef,

Vif, Vpr et Vpu. Ces protéines sont importantes pour la régulation de la réplication

ainsi que pour la pathogénicité du virus (Tableau 2A).

Tableau 2A. Roles des protéines régulatrices et accessoires du VIH-1.

Géne et
produit

Nomenclature

Fonctions

Tat

Transactivating

responsive element

Tat se lie au niveau de la région TAR des
ARNm naissants '8, activant ainsi
l'initiation de la transcription et I'élongation
a partir du promoteur des LTRs "%
empéchant le signal de polyadénylation
5LTR AATAAA de provoquer [larrét
prématuré de la transcription et de la

polyadénylation &',

Rev

Regulator of
Expression of Viral
proteins

Rev régule I'export nucléaire des transcrits
viraux non- et mono- épissés en formant

un complexe multimérique sur le RRE .
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Vif

Viral infectivity factor

Vif influence indirectement [linfectiosité
virale en affectant I'assemblage, Ila
libération et/ou la maturation du virus 5.
De méme Vif neutralise des facteurs
cellulaires qui inhibent la réplication virale,
comme APOBEC3G dont la dégradation et
'ubiquitination sont induites par Vif dans

les cellules humaines 34°1,

Vpr

Viral protein R

Vpr est importante pour la formation du
complexe de préintégration (PIC) et pour
la régulation de sa localisation %**. Elle
assure également la transactivation des
génes cellulaires et la différentiation
cellulaire ® en arrétant leur croissance en
phase G2 ou la réplication virale est tres
efficace *¥7. Vpr est aussi indispensable &
I'infection de cellules qui ne se divisent pas

tels que les macrophages %°.

Nef

Negative regulatory
Factoc

Nef diminue I'expression des récepteurs
CD4 et du CMH-1 a la surface des cellules
infectées '°%"%2 ce qui favorise la
libération des virions ' et 'augmentation

de l'infectiosité virale "%

Vpu

Viral Protein U

Vpu induit la dégradation des molécules

CD4 dans le réticulum endoplasmique **

105108 ot intervient dans le processus de

107-109

bourgeonnement en empéchant

l'introduction du facteur de séquestration

des virions, la tetherin/BST-2 "1,
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1.4 Le Cycle réplicatif du VIH-1
Le cycle viral du VIH-1 (Figure 4A) suit un schéma commun a tous les rétrovirus et
se divise en deux phases, précoce et tardive.

1.1.4.1 Etapes précoces :
L'infection est initiée par la fixation des glycoprotéines de surface virale gp120

au récepteur membranaire CD4 de la cellule cible "%

, cette interaction méne a un
changement conformationnel des glycoprotéines d'enveloppe, conduisant au
démasquage d'une région hydrophobe N-terminal de la gp41 dite "peptide de fusion"
M6 qui jusqu'alors était masquée au sein des triméres gp120-gp41. En effet,
I'exposition du site de fixation au co-récepteur, appartenant a une famille de
récepteurs de chimiokines, CCR5 ou CXCR4 ", induira une seconde interaction a la
surface cellulaire, ce qui est absolument nécessaire pour que la fusion des

membranes ait lieu '"®

. Aprés fusion de l'enveloppe virale avec la membrane
cellulaire et une fois dans le cytoplasme, le génome va alors subir une transcription
inverse qui aura lieu majoritairement au niveau des pores nucléaires et durera entre
8 a 12h ""%'%° Au cours de la transcription inverse I'ARN simple brin est converti en
ADN double brin susceptible d'étre intégré sous forme de provirus au génome
cellulaire. Cette réaction est catalysée par la transcriptase inverse (RT), enzyme
ARN/ADN dépendante, qui synthétise une copie d’ADN complémentaire (ADNc) a
I'ARN viral puis, a I'aide de son activité RNase H, dégrade le brin d’ARN résiduel et
termine la synthese de I’ADN proviral en synthétisant le second brin. La RT utilise au
cours de la rétrotranscription les nucléotides cellulaires °2. Le mécanisme de la
transcription inverse sera détaillé au paragraphe (1.2) ainsi que le role de la NCp7 au
cours de ce processus. Aprés la rétrotranscription de 'ARN en ADN double brin,
celui-ci doit étre intégré dans le génome de la cellule héte, étape cruciale pour le
cycle réplicatif du VIH-1, a partir de laquelle le virus peut commencer & proliférer '
Cette étape est orchestrée par l'intégrase, au cours de laquelle 'ADN viral est tout
d’abord transporté vers le noyau, au sein du complexe de préintégration (PIC), formé
de différentes protéines virales et cellulaires dont la transcriptase inverse (RT), la
matrice (MA), Vpr et la HMGA1 %12 qui est par la suite intégré dans le génome de
la cellule héte.
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1.1.4.2 Etapes tardives :

Apres l'intégration de ’ADN proviral dans le génome de la cellule hote, celui-ci
va étre transcrit en ARN par 'ARN polymérase Il de la cellule hote '**. L’ARN viral
doit étre exporté du noyau, pour pouvoir jouer son réle dARNm dans le cytoplasme,
permettant la traduction des protéines virales, mais également pour servir dARN
génomique qui sera encapsidé dans les nouvelles particules virales. Cependant, la
machinerie de la cellule héte empéche I'export de ’'ARN viral mono- ou non- épissé,
les rétrovirus détournent ce blocage grace a la protéine Rev, qui se fixe sur le site
« RRE » de 'ARN ainsi qu'avec le complexe d’export nucléaire CRM1/RanGTP,
permettant une stabilisation de I'export cytoplasmique des ARNs messagers longs,
mono- ou non-épissés % 8 125128 | 5 production des différentes protéines virales est
possible, grace a I'épissage alternatif des transcrits viraux, qui génére plusieurs
especes d'ARNm : les ARNm de pleine longueur (non-épissés) de 9 kb; les ARNm
mono-épisses d'environ 4 kb et les ARNm multi-épissés d'environ 2 kb. L'expression
de ces messagers est hautement régulée au cours du cycle viral. Dans les premiers
stades de la réplication, les ARNm de 2 kb sont les plus abondants et permettent de
produire les protéines Tat, Rev et Nef en grande quantité. S’ensuit, une
augmentation progressive du nombre d'’ARNm non-épissés et mono-épissés, ce qui
permet la production des protéines de structure (gag-pol) et des protéines
accessoires a la fin du cycle . Il est important de préciser que dans le cas du VIH-
1, celui-ci utilise son ARNm non épissé a la fois pour étre traduit et encapsidé
contrairement au virus de la leucémie murine (MLV), qui lui sépare son ARNm en
deux populations distinctes : 'une associée aux ribosomes pour étre traduite et
l'autre pour étre encapsidé dans les particules virales '*%'%2. Apres I'expression du
génome et la synthése des composants viraux, ceux-ci vont étre adressés a la
membrane plasmique en vue de leur assemblage. Cette étape est majoritairement
orchestrée par la polyprotéine précurseur Gag Pr55 ', qui va interagir par le biais
de son domaine NC avec la séquence contenant le signal d’encapsidation W
présente dans la région 5 non codante de 'ARN génomique non épisse, celui-ci va
alors étre dimérisé et encapsidé **"*". Le role détaillé de Gag au cours cette étape
sera exposé au paragraphe (1.3). La genése de nouvelles particules virales,
commence donc, avec I'encapsidation de deux copies d’ARN génomique et certains

facteurs viraux et cellulaires. Par la suite, les particules virales néosynthétisées
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doivent se détacher et quitter la cellule par un processus de bourgeonnement, a
partir de la membrane plasmique de la cellule infectée, laquelle permet au virus
d'acquérir son enveloppe qui est constituée d'une bicouche lipidique empruntée a la
cellule hote 2'. A ce moment, le virus est sous forme immature et sous I'action de la

protéase, la particule virale va subir un processus de maturation.

VDNA 300000 N
Gag ¢
GagPol = ¢
PR ©
CA ¢
MA &

Maturation
Core condensation
gRNA dimer maturation

% s
¢ Receptor ol ¥
Binding y

wlng
4 ’

protéine de nucléocapside joue plusieurs réles. 1) I'entrée via linteraction de la
glycoprotéine gp120 virale avec le CD4 et les co-récepteurs (CCR5 ou CXCR4) a la surface
des cellules cibles, 2) la fusion via la glycoprotéine gp41, 3) la transcription inverse de
'ARN en ADN complémentaire, 4) 'import nucléaire du complexe de pré-intégration et
lintégration de I’ADN proviral, 5) la transcription de 'ADN proviral, 6) la traduction de
I'ARN en protéines, et finalement les étapes de 7) 'assemblage, le bourgeonnement et la
maturation des nouvelles particules virales .

.2 La transcription inverse

.21 Le processus de la transcription inverse
Le mécanisme de conversion de 'ARNv génomique simple brin en ADN double brin
linéaire est un processus complexe commun a tous les rétrovirus, qui comprend huit

139141 Plusieurs facteurs viraux et cellulaires

étapes principales (Figure 8A) *
participent a cette opération, mais les deux activités essentielles et indispensables a
la transcription inverse sont présentes chez la réverse transcriptase rétrovirale (RT) :

une activité polymérase et une activité RNase H. In vitro, I'activité RNase H est peu
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ou pas du tout détectable lorsque la RT synthétise 'ADN ; mais, des clivages

apparaissent aux sites ot la synthése d'ADN a réalisé des pauses %%,

1.2.1.1 Initiation de la RT :

Comme la majorité des ADN polymérases, la RT a besoin d’'une matrice et d’'une
amorce. La matrice est 'ARN simple brin viral (ARNv) a polarité positive dont la
transcription inverse est initiée par 'appariement de 'ARNt™®® cellulaire *?, qui sert
donc d'amorce, avec une séquence complémentaire a l'extrémité 5 de 'ARNv
nommée PBS 1% (Figure 5A). Le type d'ARN de transfert sélectionné varie selon
les différents rétrovirus, pour le VIH-1 et VIH-2, il s'agit de I'ARNt™*® dont le
processus d'empaquetage a été analysé en détail '*°. Des travaux récents, indiquent
que la partie matrice (MA) de Gag serait plus particuliérement impliquée, dans le
processus de reconnaissance de ces ARNt '®'. Un certain nombre d'expériences
menées in vitro, ont montré que le processus d'initiation de la transcription est
particulierement lent et difficile a démarrer. Le processus de synthése d'ADN
s'accélére considérablement, lorsque cing ou six résidus ont été ajoutés a I'extrémité
3' du primer ARNt %% %2133 | o processus est initié par la formation d'un duplex de
18 paires de bases entre le PBS et I'extrémité 3’ de '’ARNt™®3, néanmoins d'autres
séquences sont également essentielles pour une initiation efficace de la transcription
inverse "%,
l'interaction ARNt-ARNv: les régions PBS (Primer Binding Site) ; ARL (A-Rich Loop)
et PAS (Primer Activation Signal) '>'%4.
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Initiation s
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Figure 5A: Complexe d’initiation de la transcription inverse. A) L’amorce ARNt"®

s’hybride a 'ARNv au niveau du site PBS formant une hélice de 18 nt a partir de laquelle la
transcription inverse va s’initier. Les localisations des séquences d’ARNv PBS et PAS sont
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indiquées en rouge et bleu respectivement. B) Les séquences de 'ARNv et de I'amorce
ARNt"*® contenant les séquences complémentaires PBS/anti-PBS et PAS/anti-PAS sont
indiqués en rouge et bleu respectivement "¢,

La formation du complexe d’initiation de la transcription inverse, requiert I'ouverture

de la structure tridimensionnelle de 'ARNt"YS3

et le réarrangement de '’ARNv, pour
former un complexe d’initiation efficace, qui va étre reconnu par la RT. Ce processus
est chaperonné par la protéine de nucléocapside NCp7, qui joue egalement un role
dans I'association (PAS anti-PAS) et (PBS anti-PBS) ** °* % Dans le détail, la NCp7
déstabilise TARNt™® au niveau du bras TWC, ce qui requiert la présence des deux
doigts de zinc 3, qui se lient avec le bras TWC, par les mémes mécanismes de
liaison qu’avec les tiges boucles SL2 et SL3. Au cours de cette interaction, le bras
TWC est déstabilisé par l'intermédiaire de résidus aromatiques tel que le Trp37.
D’autre part, si le bras est déja partiellement ouvert, la NCp7 déplace I'équilibre vers

des formes ouvertes du bras *? (Figure 6A).

Figure 6A: Mécanisme de I’hybridation de ’ARNt"* a la séquence PBS facilitée par la
NCp7. 1) LARNt"® (noir), PBS (rouge) et la NCp7 (vert). 2) L’hybridation s’initie au niveau
des faibles paires de bases de 'ARNt"*® |ocalisées & la jonction de I'accepteur et des tiges
TWC ou sur les bases non appariées a I'extrémité 3’ de 'ARNt. 3) L’échange de brin se
propage le long de la tige acceptrice, facilité par les extensions basiques de la NCp7. 4) Une
fermeture structurale (structural lock) est révélée par la persistence de l'interaction entre les
boucles D et T. 5) La NCp7 promeut I'hybridation totale de 'ARNt"** & la sequence PBS par
une reconnaissance spécifique de la boucle D de 'ARNt par les doigts de zinc 2

Il a également été montré que la RT adoptait plusieurs types d'orientations dans les
complexes RT-acides nucléiques. Son activité polymérase (vs. l'activitt RNAase H)
était reliée a un type bien particulier d'orientation de la RT sur le substrat acide
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nucléique, tandis qu'un autre mode de positionnement était associé au mode de
coupure des hybrides ADN:ARN '®®. La présence de structures tige-boucle dans
I'ARN viral au site de démarrage de la transcription inverse est susceptible de
modifier le positionnement de la RT et de la placer dans le mode "RNaseH", ce qui
augmente les pauses de la RT dans le processus de copie. La protéine de
nucléocapside est importante a ce niveau pour déstabiliser ces structures tiges-

boucles et permettre de maintenir le mode "polymérase” de la RT '*2,

1.2.1.2 Synthése de I’ADN strong stop :
Apreés la formation du complexe d’initiation, la RT va synthétiser un brin d’ADN dans
le sens 5, créant ainsi un duplex ARN-ADN dont la partie ARN sera dégradée par
l'activit¢ RNase H de la RT ', Il est a noter que le duplex ARNt“*>-ARNv est
résistant a la dégradation par la RNase H, ce qui permettra dans une étape ultérieure
de copier le PBS '®’. La RNase H dégrade I'ARN complémentaire de I'ADN néo-
synthétisé et élimine la totalité de I'extrémité 5’ de 'ARNv (U3, R, U5), cet ADN néo-
synthétisé est appelé ADN (-) ou ADN strong stop (ssADN), qui est donc la copie de
la région R-U5 de I'’ARNg '®. Les séquences R (répétées aux extrémités 5' et 3' du
génome viral) ont une longueur de 97 nt pour la souche « NL4.3 » et 96 nt pour
l'isolat « MAL » et l'ensemble du "strong-stop" a une longueur de 178 nt. Les
séquences R contiennent, les séquences TAR et polyA, qui sont partiellement auto-
complémentaires possedant la capacité de se replier en structure tige boucle. Le
clivage par la RNase H se déroule pendant la synthése de 'ADNss et genére de
courts hybrides dont la stabilité thermodynamique est réduite. L’activité
déstabilisatrice de NCp7 permet la dissociation de ces courts duplexes et la libération
de 'ADNss qui a la possibilité de se replier. De ce fait, la faculté qu'ont les
séquences R a se replier semble essentielle dans le processus d'élimination des

fragments d'ARN dégradés "°°17°,

1.2.1.3 Premier transfert de brin :
Afin de continuer la synthése du brin négatif, 'TADNss va migrer de I'extrémité 5’ vers
'extrémité 3’ du génome ARN de la méme molécule d'’ARN ou de l'autre molécule
présente dans la particule virale, ceci est possible grace a la présence des
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séquences R aux deux extrémités du génome permettant ainsi une complémentarite.
Ce transfert est nommeé « premier transfert de brin » ou « transfert de brin négatif »
33, 140171172 Des études ex vivo, ont montré que la synthése compléte de la
séquence R était nécessaire pour permettre le transfert de brin '’ (Figure 7A).
Plusieurs études montrent que des mutants de la séquence TAR, alterent fortement
les appariements entre les séquences R complémentaires ainsi que le processus de
transfert de brin. Le réle de la protéine de nucléocapside dans le transfert a bien été
montré "% 7*17° Des expériences menées in vitro suggérent que la tige-boucle

poly(A) n'est pas critique pour le transfert de brin '">"".

strong-stop DNA
— >
PBS 92 uz & gRNA
cTAR H
cpoty()

PBS gag u3 3'TAR

W

cTAR cpoly(A) &

Figure 7A: Processus du premier transfert de brin du VIH-1.

Plus précisément, le premier transfert de brin repose en grande partie sur
I'hybridation des tiges boucles TAR ARN et cTAR ADN présentes dans les régions R
169,175, 177178 'Ce processus d'hybridation a fait I'objet de nombreuses études in vitro,
démontrant qu'il est chaperonné par la protéine de nucléocapside NCp7, mécanisme
qui sera détaillé au paragraphe (1.4.3.3).

Du fait, que les rétrovirus possédent deux copies du génome d’ARNv, le premier
transfert de brin peut impliquer les séquences R de deux molécules d’ARN

différentes 3% 179181

, ce qui est donc susceptible d’induire des recombinaisons
geéneétiques, un processus détaillé au paragraphe (1.2.2).

Dans le contexte du génome viral, plusieurs types de mécanismes notamment une
circularisation du génome avec différents types de séquences impliquées, ont été

invoqués comme pouvant faciliter le transfert de brin 6% 182184,

1.2.1.4 Synthése du long brin d’ADN négatif :
Aprés ce premier transfert de brin, la synthése du brin d’ADN négatif se poursuit le
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long de la chaine d’ARN et durant la progression de cette synthése, la dégradation
de 'ARN se poursuit également. Néanmoins, une fois arrivée a la séquence ppt (poly
purine tract) de 'ARNv, celle-ci résiste au clivage de la RNase H et va servir
d’amorce pour l'initiation de la synthese du brin d’ADN positif %3 La synthése du brin
(-) a pu étre reconstituée in vitro avec des systémes trés simplifiés contenant :
I'amorce ; la matrice d'ARN ; la RT et la NC. Dans ces conditions, il a été montré
qu'en présence de quantités élevées de NC, les produits de synthése avec une
matrice de 874 nt, sont de pleine longueur, mais présentent toutefois un faible
rendement '%°. De méme, la synthése d'un brin de 4 kb peut étre synthétisé in vitro a
partir de préparations semblables mais toujours avec un rendement faible '%¢. L'un
des points importants durant cette synthése, est la pause de la RT associée a la

rencontre de structures secondaires présentes dans I'ARNv 18788

, Ces événements
de pauses sont associés aux évenements de transferts de brins qui sont détaillés
dans les paragraphes suivants. Comme il a déja été dit plus haut, la présence de
structures secondaires dans I'ARN viral est susceptible de changer le positionnement
de la RT sur I'ARN et donc son mode de fonctionnement '*?. Ce type de mécanisme
pourrait étre a l'origine des transferts de brins. De fagon intéressante, il a été montré
que la plupart des recombinaisons rétrovirales (plus de 98%), réalisées par le jeu des

transferts de brin, se produisent durant la synthése du brin (-) "°.

1.2.1.5 Synthése du long brin d’ADN positif et second transfert de brin :
Quand la RT genére le brin d’ADN (+), bien que celui-ci soit initié a partir des ppt en
3’, la RT ne se contente pas de copier seulement le brin d’ADN (-), elle copie aussi
les premiers 18 nt de I'amorce ARNt"**. Or, du fait que le brin ’ADN (+) posséde

une copie des 18 nt de 'ARNt-®®

, complémentaires aux 18 nucléotides présents a
I'extrémité du brin d’ADN (-), qui ont été copiés a partir de la séquence PBS, les deux
séquences complémentaires peuvent s’hybrider, permettant la poursuite de la
synthése totale a la fois des deux brins négatif et positif. Cette hybridation va avoir

lieu suite au second transfert de brin ou transfert de brin positif ¢’

, au cours de ce
dernier, la NCp7 joue également un role fondamental qui sera détaillé au paragraphe

(1.4.3.3.2).
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1.2.1.6 Synthése de I’ADN viral double brin possédant deux LTR :
Le processus de transcription inverse crée un produit ADN plus long que le génome
ARN duquel il dérive : les deux extrémités de 'ADN contiennent des séquences de
chaque extrémité de 'ARN (U3 de I'extrémité 3’ et U5 de I'extrémité 5’). De ce fait,
chaque extrémité de ’ADN viral posséde la méme séquence, U3-R-U5, ce sont ces
éléments de séquence qu'on appelle LTR (Long Terminal Repeats) et qui sont

essentiels pour I'intégration dans le génome de la cellule héte.
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Figure 8A: Schéma des différentes étapes de la transcription inverse du VIH-1. 1)
Initiation de la synthése du brin d'ADN (-) par I'hybridation de ARNt"*® (orange) au PBS ; 2)
Synthése de I'ADN "Strong Stop" (-) (bleu); 3) Saut du brin d'ADN "Strong-Stop" (-); 4) Fin de
la synthése du brin d'ADN (-) et dégradation de 'ARN matrice (rouge) par I'activité RNase H
de la RT; 5) Initiation de la synthése du brin d'ADN (+) (vert) au niveau du PPT3'; 6)
Synthése de I'ADN "Strong-Stop" (+) et initiation de la synthése du brin d'ADN (+) au niveau
du PPTc; 7) Dégradation des amorces ARN et ARNt et saut de brin de I'ADN "Strong-Stop"
(+); 8) Terminaison de la synthése des deux brins d'ADN '
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.2.2 Mutations et recombinaison génétiques du VIH-1

1.2.2.1 Mutation et fidélité :

Le virus du VIH-1 possede la capacité de faire évoluer rapidement son matériel
geénetique, ce qui lui permet d’échapper au systeme immunitaire de I'héte, a la
pharmacologie antirétrovirale et de compliquer le développement d'un vaccin
efficace. Il en résulte, des souches virales du VIH-1 qui varient considérablement,
non seulement entre différents patients mais également au sein d’'un seul patient
infecté, on peut observer ces variations, juste aprés l'infection méme s’il est infecté
par un seul virus "', La source de cette diversité virale du VIH-1 provient d'une part
des mutations génétiques fréquentes qui ont lieu au cours de la réplication virale "%
et d'autre part de leurs recombinaisons qui sont liées aux mécanismes de transfert
de brin """ 191,

Pendant longtemps, on a majoritairement incriminé la RT comme étant a la source
des mutations du VIH-1, notamment parce qu’elle produit des erreurs pendant la
conversion du génome et ne possede pas d’activité correctrice (proof reading), c’est-
a-dire qu’elle n'est pas capable de corriger les erreurs commises au cours de la
rétrotranscription (de 'ordre de 10 & 10™) 129 192194 Entre autre, dans le cycle viral,
une autre enzyme, 'ARN polymérase Il de la cellule héte (RNA pol Il), est
responsable de la synthese du génome ARN et ne posséde pas d’activité correctrice,
ce qui constitue donc un autre candidat a incriminer pour les mutations génétiques
du VIH-1. En plus des erreurs réalisées par la RT et 'ARN pol Il, la transcription
inverse peut étre affectée directement ou indirectement par des facteurs cellulaires
9% tels que les protéines APOBEC (apolipoprotein B mRNA-editing enzyme catalytic
polypeptide) qui affectent la fidélité et I'efficacité de la transcription inverse tout en

introduisant un grand nombre de mutations dans I’ADN viral (Figure 9A).
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ARN(+) 5-AAGGACUAUGAUUAAUGCAA-¥
ADN(-) 3-TTCCT GATACT AATT ACGTT-%

_— T~
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APOBEC3G APOBEC3BI/C/F APOBEC3DE

N —

ADN(-) 3-TTUCT GATAUT AATT AUGTT-%

Synthése du second brin

}

ARN(+) 5-AAAGACUAU AAUUAAUACAA-¥
ADN(-) 3-TTUCTGATA UTAATTAUGTT-%S

Y

Mutation des G en A

Figure 9A: La mutation des bases G en A médiée par les protéines APOBEC. Les
protéines APOBEC sont encapsidées dans les virions VIH-1 et sont associées au complexe
de transcription inverse (RTC) au niveau des cellules inféctées, ou elles y effectuent une
désamination des Cytosines pour les convertir en Uraciles sur le brin dADN sb (-). La
désamination des Cytosines n’est pas aléatoire car les membres de la famille des APOBEC
possédent des préférences a des nucléotides distincts. La désamination des Cytosines
résultent en la mutation des G en A sur le brin ’ADN (+) (Adaptée d’apres '%°).

1.2.2.2 Recombinaisons

Le taux de recombinaison génétique des rétrovirus est plus élevé que celui des
autres virus, idem que pour le VIH-1, son taux de recombinaison est plus élevé que
celui d’autres rétrovirus, tels que le virus de la leucémie murine (MLV) et le « sin
nombre virus » (SNV) 3919202 | 5 principale raison de ces recombinaisons est : Au
cours de la synthése du brin d’ADN (-), la RT peut changer de matrice entre les deux
molécules dARN empaquetées dans la particule virale, la RT utilise des portions,
des deux matrices ARN, pour former un ADN chimérique contenant des séquences
provenant des deux molécules d’ARNg. Ce processus de transfert de brins peut se
produire entre deux molécules d’ARN identiques, mais la genése des virus
recombinants, n’a lieu que si les séquences d’ARNg présentes dans la particule
virale sont génétiquement différentes "% 7",

L’exemple suivant (Figure 10A) illustre le processus par lequel une recombinaison
géneétique entraine a une résistance aux antirétroviraux. Prenons le cas d'une cellule
infectée par deux génomes génétiquement différents : Un génome contenant des
mutations dans le géne de la protéase qui permettent a celle-ci de fonctionner,
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malgré la présence d’inhibiteurs de la protéase; un génome possédant des
mutations dans le géne de la transcriptase inverse lui permettant d’échapper aux
inhibiteurs de la transcriptase inverse. Par l'intermédiaire de transfert de brins lors
de la transcription inverse, le brin d’ADN est copié d’'une matrice d’ARN vers une
autre matrice, les deux génomes se recombinent conduisant a la formation d’un

génome unique multirésistant aux agents antirétroviraux ",

PRR RTS
ARN #1 *x k
PRs RTR
* %k ok
ARN #2
Achévement de la
transcription inverse
PRR RTR
ADN EX I * %k k

Figure 10A : Schéma illustrant les recombinaisons génétiques dues aux transferts de
brins et leurs implications dans la résistance aux antirétroviraux. Les traits fins bleu et
rouge représentent deux ARNg distincts mais co-encapsidés dans la méme particule virale.
Les traits épais représentent 'ADN viral. Les fléches indiquent le sens de la synthése de
I'ADN, et les asterisques indiquent des sites de mutations qui conférent des résistances aux
inhibiteurs de la RT ou de la PR. Dans ce cas, les transferts de brins genérent un provirus
recombinant résistant aux deux types d’inhibiteurs (adaptée d’apres ).

Cependant, plusieurs étapes sont requises pour la production d'un virus
recombinant : Premiérement, la cellule héte doit étre infectée par au moins deux
particules virales, les ARNs des deux provirus doivent étre co-encapsidés dans le
méme virion ; Deuxiémement, les transferts de brins doivent avoir lieu au cours de la
transcription inverse, pour générer une copie dADN chimérique, qui va ensuite étre
intégrée dans le génome de la cellule hote ; Enfin, ce virus recombinant doit étre
capable de se répliquer pour que les effets de sa recombinaison puissent avoir lieu
"1 La mesure du taux de recombinaison in vivo est une tache difficile, nécessitant
des montages expérimentaux complexes, qui doivent tenir compte de la proximité
geéneétique parfois trés grandes des génomes impliqués 203 '|a mesure de ce taux est
néanmoins importante car chez le VIH-1, la recombinaison se produit beaucoup plus
fréquemment que la mutation ' et constitue la voie principale de I'évolution virale
204 | a recombinaison rétrovirale peut étre sous-estimée si les possibilités de

changement multiples de matrice ne sont pas prises en compte. Des mesures
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récentes estiment la vitesse de recombinaison a 12-13 événements par cycle de

195, 203

transcription inverse ce qui est un taux trés élevé , ces recombinaisons ont lieu

tout au long du génome du VIH-1, mais leur fréquence est trés largement affectée
par la structure de 'ARN dans certaines régions '°" 2% 2% glle est également
affectée par I'homologie des séquences d'ARNg, Cc'est-a-dire, que les
recombinaisons sont plus fréquentes quand les deux ARNg empaquetés
appartiennent au méme sous type 2°?. Les recombinaisons se produisent beaucoup
plus fréequemment au cours de la synthése du brin d’ADN (-) que dans le second
transfert de brin comme il a déja été dit plus haut '®" ", La recombinaison génétique
du VIH-1 est étroitement associée aux événements de transfert de brins dont nous
allons présenter maintenant quelques modeéles, qui permettront aussi de comprendre

quels en sont leurs principaux déterminants.

.2.3 Modeles de transferts de brins :
Concernant les transferts de brins, il faut distinguer entre les deux transferts de brin
qu'on peut qualifier "d'obligatoires”, baptisés premier et second transfert de brin, et
les autres transferts de brin, qui se produisent durant la copie du brin (-). Les
transferts de brin obligatoires sont conditionnés et déterminés par la présence des
séquences R pour le premier et PBS pour le deuxieme. Ces deux transferts de brins
ne se déroulent pas dans des séquences codantes, ce qui fait qu’ils ne donnent pas
lieu a des phénomeénes de recombinaison génétique. En contre partie, les autres
transferts de brin peuvent se produire dans les phases codantes et donner lieu a des
recombinaisons. Comme il a été dit au paragraphe précédent, une douzaine de ce
type d'événement peut avoir lieu au cours d'un cycle de transcription inverse. Parmi
les causes principales de ces transferts de brins, les coupures fréquemment
rencontrées au niveau des molécules d’ARNg, induisant des pauses de la RT,
lorsque la RT rencontre ces coupures, elle doit "sauter" sur I'autre molécule d’ARNg
pour poursuivre son activité polymérase, ce mécanisme de recombinaison est
dénommé « copy choice » ou « forced copy choice » """ 2% D’autre part, le modéle

original a été révisé et renommé en modéle de « dynamic copy choice » 2%’.
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1.2.3.1 Forced copy choice
Dans ce modéle, les coupures dans 'ARNg induisent le transfert de brin pendant la
synthése du brin (-), I'extension d'amorce est initiée sur un ARNg et se poursuit
jusqu'a la rencontre d’une coupure au niveau du brin matrice. A ce stade, sur la base
de I'homologie de séquences, le brin d’ADN(-) est transféré vers le second ARNg co-
encapsidé et la synthése se poursuit.

1.2.3.2 Copy choice

Ce modéle de transfert de brin, n'est pas associé a la présence de coupure dans
I'ARNg mais repose sur la possibilité de changement de matrice pendant la synthése
du brin (-) incluant des régions intactes du génome 2. Le changement de matrice se
faisant sur la simple base des homologies de séquences, cette derniére condition
étant également nécessaire pour le transfert de type « forced copy choice ». Dans le
cas de recombinaisons non homologues, le taux de recombinaison moyen est
d'environ 0,1 @ 1,0 % du taux de la recombinaison homologue '*°. In vivo, la
transcription inverse a lieu sur un complexe ribonucléique, dont une composante
majeure est la protéine de nucléocapside NCp7 2°°%'°. Le « copy choice » est
fortement augmenté par la présence de NCp7 2" au cours duquel celle-ci interagit
spécifiquement avec la RT 2", ce qui modifierait la capacité de la RT & changer de
matrice ARN 23214,

1.2.3.3 Dynamic copy choice
Ce dernier propose que la balance entre les activités polymérase et RNase H de la
RT (détermine la stabilité de I'association entre 'ADN néosynthétisé et la matrice
ARN) dont la perturbation affecte la recombinaison (Figure 11A). Il apparait dans ce
modeéle, qu’un ralentissement de la vitesse de polymérisation, favorise le clivage de
la matrice par la RNase H et donc le transfert ?'°. Rappelons aussi, les études
structurales effectuées par le groupe de Zhang '®®, qui ont permis de mettre en
évidence que ces deux modes de fonctionnement de la RT, étaient liés a des
orientations de fixations le long des substrats acides nucléiques qui étaient différents.
Ces orientations différentes étant dépendantes de la nature du substrat et des

éventuelles structures secondaires présentes dans ce substrat '>2.
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Figure 11A: Modéles de recombinaisons. (A) Modéle copy-choice. Deux brins d’ARN sont
représentés en lignes orange et verte. La synthése du brin d’ADN (-) utilise le brin d’ARN
vert comme matrice, cependant ce dernier est coupé, ce qui induit un saut vers le brin
orange pour poursuivre la synthese. Ce saut de brin genére un ADN double brin composé de
séquences a partir des deux brins d’ARN (vert et orange). (B) Modéle dynamic copy-choice.
La synthése du brin d’ADN (-) utilise également le brin d’ARN vert comme matrice. Quand
'ADNv est synthétisé, la RNase H dégrade le brin d’ARN vert et TADN qui a été copié a
partir de ce dernier peut alors s’hybrider au brin d’ARN en orange. Ceci facilite le transfert de
I’ADN (-) en cours de synthése de la matrice en vert vers la matrice en orange, ce qui résulte

en la synthése d’'un ADN double brin avec des séquences a partir des deux ARNs parentaux
153

.2.4 Mécanismes du transfert de brin :

Ces mécanismes ont été étudiés principalement in vitro, en utilisant des
systémes d'ARN donneur/accepteur, avec comme matrice des séquences variées.
Le systéeme comprend en général, outre la réverse transcriptase, la protéine de

nucléocapside indispensable au transfert de brin .

Dans ces expériences la
synthése est initiée a partir d'un "primer" apparié a l'extrémité 3' de I'ARN "donneur"
a partir duquel se fait la synthése. Lorsque la synthése d'une région homologue du
deuxieme ARN appelé ARN accepteur a été effectuée, la synthése peut basculer du

brin donneur vers le brin accepteur et donc se terminer sur le brin accepteur. Ce type
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de montage expérimental peut permettre par exemple de décrire le premier transfert
de brin dans lequel I'extrémité 5' de I'ARN est le brin donneur et I'extrémité 3' le brin
accepteur, la région d'homologie entre les deux brins étant la région R (97nt) #'°, ces
expériences in vitro sont également utiles pour comprendre de fagon plus générale
les mécanismes de transfert de brin. L'étude de ces mécanismes in vifro a été
importante pour mieux comprendre les différents facteurs indispensables a ces
transferts de brin en plus du rdle de la structuration des acides nucléiques impliqués
dans ces transferts. |l en ressort, trois principaux types de mécanismes : le transfert
de brin par invasion ou « docking » ; le transfert pause dépendantou pause
indépendant 2"7.

Dans le cas du processus d'invasion de brin (C’est a dire I'invasion du duplexe
donneur : ADN par l'accepteur), celui-ci repose sur un mécanisme d'appariement du
brin ARN accepteur avec I'ADNc, le brin d'ADN néosynthétisé, réalisant un
appariement de I'accepteur avec 'ADNCc trés en amont de I'extrémité 3' de 'TADNc 3
218 e modéle est décrit dans la figure 12A, il repose en grande partie sur le fait que
I'ARN donneur est clivé par la RT-RNase H et que de ce fait I'appariement de I'ARN
accepteur avec I'ADNc devient possible. Les travaux effectués en utilisant des
oligonucléotides, possédant les séquences R impliquées dans le premier transfert de
brin, montrent que la zone d'appariement comme indiquée sur le schéma se fait en
amont de I'extrémité 3' de ’ADNc #'°. La synthése se poursuit sur le brin accepteur,
apres qu'un appariement ADNc-ARN accepteur de taille suffisante se soit constitué.

Ces études ont permis de mieux comprendre les mécanismes sous-jacents a
ces hybridations, notamment, le site majeur d’invasion de 'ARN accepteur est une
région située de 10 a 19 nt de la base de la tige boucle stable de TAR de la région R.
Il apparait donc que c'est la présence de telles structures secondaires qui entraine
des pauses de la transcriptase inverse, de fagcon similaire a ce qui avait été décrit
pour la phase d'initiation de la transcription 3 1% 216 218 Dans tous ces processus la
présence de la protéine de nucléocapside est absolument indispensable, il a été
démontré qu'elle favorise largement le mécanisme d'invasion '®. Ce mécanisme
implique en effet des structures secondaires présentes notamment dans le brin ARN
accepteur qui doivent étre déstabilisées par la protéine pour permettre I'hybridation
174,216,219 Des études détaillées montrent que la taille de la région R, sa structure et

sa séquence sont des éléments déterminants dans la réaction de transfert 3> %% || a
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également été montré que des régions adjacentes a la région R peuvent avoir un
réle important pour favoriser le transfert de brin *'. Ce mécanisme de transfert de
brin se déroule en deux étapes dites « dock » et «lock », le schéma d'un tel
mécanisme est montré ci-dessous avec l'implication des structures secondaires
repliées "hairpins" 222223,

Elongation initiale et clivage par
la Rnase H

ADNc
<€

ARN donneur
Accepteur par invasion ou
« docking »

ARN Accepteur
Propagation de I’hybride
/ — — /
« Locking » et poursuite de la
synthése sur I'accepteur
<€ 7
— P S~

Figure 12A: Mécanisme de transfert de brin par invasion. La RT synthétise 'ADN
initiateur (ou primer en noir) et clive périodiguement la matrice ARN dont il a été copié (ARN
donneur en bleu). Une série de coupures proches en distances générées par la RNase H
crée une région ADNc simple brin et permet a I'accepteur (rouge) de s’hybrider & 'ADNCc,
cette étape est dite « docking » ou « invasion ». L’ADNc accepteur et hybride se propage par
migration de branches, déplaceant les piéces clivées du brin donneur. Eventuellement, le
« primer » est libéré du donneur et s’hybride (lock) sur I'accepteur, permettant la synthése
jusqu’a I'extrémité 5’ de I'accepteur (adaptée d’aprés *).

.3 Le role de Gag dans la sélection, I’encapsidation et la
migration du génome viral

Apres l'expression du génome et la synthese des composants viraux, ceux-Ci
doivent étre adressés a la membrane plasmique en vue de leur assemblage. Cette
étape est majoritairement orchestrée par la polyprotéine précurseur Pr55 Gag '3 22*
225 cette polyprotéine est divisée en quatre domaines majeurs (Figure 13A) : en N-
terminal la matrice (MA), la capside (CA), la nucléocapside (NC) et en C-terminal le
domaine p6. Le domaine NC est bordé par deux petits peptides p2 en N-terminal et
p1 en C-terminal ou nommés SP1 et SP2 respectivement, chacun de ses domaines
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joue un réle précis dans le processus d’encapsidation du génome et d’assemblage
de la particule virale.

Membrane binding

orilao oo 6

myr PIP2 /PS

~ MA ' CA _491% NC sp2 p6 .
Assembly Caiix )
“Assembly

e ~/RNA Packaging %n

GAs, Arf6 : :

Trafficking i @ :

1 c c
NCp7  1QKGNFRNQRKTVK RAPRKKG| TERQAN

ZnF1 ZnF2

Figure 13A: La polyprotéine précursseur Gag et ses domaines d’interactions avec les
protéines cellulaires. Gag est composée de trois domaines majeurs qui sont la MA, la CA
et la NC, ainsi qu’'un domaine C-terminal nommé peptide p6 et deux peptides espaceurs, sp1
and sp2. Le domaine MA est responsable de la fixation de Gag sur la membrane plasmique
via son groupement myristate et sa région basique (HBR) avec les phospholipides PIP2/PS.
La MA contient également des motifs qui se lient a différents facteurs cellulaires tels que
AP1, AP2, AP3, GGA et Arf6 impliqués dans le traffic de Gag a travers le cytoplasme. Le
domaine NC est nécessaire pour le recruitement de ’ARNg via son interaction avec le signal
d’encapsidation Psi (y) et les résidus basiques de la NC (en rouge) ainsi que son plateau
hydrophobe (résidus hydrophobes en bleu) qui impliquent ses deux doigts de zinc hautement
conservés. L’ARNg est également apte a se lier au domaine MA par compétition avec
P1(4,5)P2. Le domaine NC est un facteur clés pour 'assemblage par la formation d’'une
multimérisation de Gag sur 'ARNg. La NC et p6 interagissent avec des facteurs cellulaires ;
NC avec l'actin, Staufen1, le domaine Bro1 d’ALIX et ABCE1. Le peptide p6 est essentiel
pour le bourgeonnement viral vu qu’il recruite les protéines cellulaires de 'ESCRT, tel que
tsg101, Alix et Vps4/SDK1. Sp1 et Sp2 sont des régions charniéres impliquées dans la
morphogenése du VIH-1 2%,

1.3.1 Sélection de ’'ARN génomique
Gag encapside sélectivement un ARN génomique viral dimérique et non

épissé, sélectionné a partir d’'un pool d’ARN qui comprend I'ensemble des ARNs dont

66, 226-227

I'ARN cellulaire et TARNm viral épissé La sélection de 'ARNg est

gouvernée par la région contenant le signal d’encapsidation Psi (¥), qui se situe

60, 61, 66, 228-231

dans la région 5’ leader du génome viral (Figure 3A) , région hautement
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structurée >°>2°_|| s’avére que les séquences situées en avant de cette région Psi
(W): TAR, polyA et PBS ont également un impact sur I'encapsidation du génome **
232.

Le signal d'encapsidation Psi (W) proprement dit est constitué de quatre
structures en tiges boucles (SL1 a SL4) °° 56" 83 pendant longtemps, SL3 a été
identifiée comme la boucle contenant le signal d’encapsidation le plus important,
néanmoins, des expériences ou des délétions de SL3 ont été réalisées, tout en
préservant le repliement de 'ARNg, montrent que ceci n’affecte que légérement
I'encapsidation du génome viral ®'®*. Par contre, suite & la délétion de SL1, une plus
grande réduction de linfectiosité virale comparée a SL3 a été observée (200-fold et
4-fold respectivement) °’. Récemment il a été montré que SL1 posséde un site
spécifique de liaison a Gag de forte affinité, situé sur la boucle interne de la tige
boucle et de motif AGG ?*. Vu que SL1 est un site d’initiation de la dimérisation ceci
pourrait également impliquer un réle de la dimérisation du génome sur l'efficacité de
la fixation de Gag a 'ARNg ?*.

Bien qu’il ne soit pas encore tout a fait clair que, la dimérisation du génome

36, 234-236

viral a lieu avant ou apres son encapsidation , la formation d’'un dimére

stable entre les deux molécules d’ARNg apparait cruciale pour la maturation du virion

237239 cependant il est connu que le processus de dimérisation nécessite une

séquence palindromique de six nucléotides, nommée DIS « Dimerization initiation

site », qui est capable d’établir des interactions boucle-boucle intermoléculaire 3 2%

246 (Figure 14A). En effet, DIS peut former des « kissing complexes » grace a I'auto-

complémentarité de sa boucle 3 24724

ou la protéine de nucléocapside intervient
pour permettre de former un duplex étendu (DIS-DIS) dans des conditions
physiologiques 2°°?°! (Figure 14A). La boucle interne au niveau de DIS est le site de
liaison de la NCp7 #%%%® toute mutation de cette boucle a pour effet de baisser

Iaffinité de liaison entre SL1 et la NCp7 #'.
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Figure 14A: Mécanisme de la dimérisation de ’'ARNg du VIH-1. Schéma illustrant la
sequence 5’ non codante ou se situe le DIS. La dimérisation de ’ARNg du VIH-1 a lieu via
un mécanisme de « kissing complex » impliquant les séquences DIS des deux homologues
ARN (en rouge et vert), le tout facilité par la NCp7. L’insert montre 23 nt de la séquence DIS
du VIH-1 de la souche B, les bases encadrées en noir désignent celles de la souche A et les
encadrées en blanc désignent celles de de la souche F 4.

Comme il a été mentionné plus haut, le site spécifique de reconnaissance de

1 24255 (es résultats étaient

Gag a été identifié au sein de la boucle interne de SL
inattendus vu que SL1 est situé en 5’ du « spliced donor site » qui est présent au
niveau de I'’ARNg non épissé et des ARNv épissés, suggérant I'existence d’un
mécanisme qui préviendrait la fixation de Gag sur le SL1 des ARNv épissés. SL1
promeut donc I'encapsidation exclusive des ARNg non-épissés. Des expériences ont
démontré que la délétion de SL1 au niveau des ARNv épissés montrent que ceux-ci
sont incorporés avec une efficacité similaire comparée aux ARNv épissés contenant
SL1 *". L'image qui en ressort est que la fixation de Gag est controlée par un
mécanisme de double régulation : La région 5’ de SL1, présente chez tous les ARNyv,
prévient la fixation de Gag a SL1, alors que la région en aval du gene Gag, qui est
présente que sur '’ARNg, abolit cet effet négatif *** (Figure 15A, A). Ce mécanisme
nécéssite probablement des interactions tertiaires qui coopérent dans le but de créer
un site de haute affinité pour la fixation de Gag, cependant celles-ci restent encore a
identifier *°. Etant donné que le signal de dimérisation se chevauche avec le signal
d'encapsidation, il est probable que Gag reconnaisse un dimére d’ARNg plutdt que
deux monomeres. Cela a été mis en évidence par des expériences ou le site
d'encapsidation a été dupliqué dans un ARNv non épissé ce qui a conduit a

47



I'encapsidation d’un monomére avec une interaction intramoléculaire ?**. Cependant,

35, 57, 256-260
T ce

les processus de dimérisation et d’encapsidation restent trés corrélés
qui a mené a I'emergence de différents modéles ou la conformation de I'’ARNg
change pour permettre la fixation de Gag (Figure 15A) :

Le premier modeéle propose un changement conformationnel entre une forme "LDI"
(Long Distance Interaction) qui orienterait '’ARNg non-épissé vers la traduction de
ses protéines et "BMH" (Branched Multiple Hairpins) qui permettrait la dimérisation
de 'ARNg et son encapsidation ®* %" (Figure 15A, B).

Dans la forme LDI, SL1 et poy-A forment des paires de bases entre elles et
constituent une longue hélice qui séquestrent la séquence DIS et la rendent de ce
fait inaccessible pour la dimérisation.

Par contre, le codon de départ AUG de Gag est situé dans une boucle interne
("bulge") et serait disponible pour la traduction de I'ARN. Dans la forme BMH, SLA1,
SL2 et SL3 forment des structures en tiges boucles, et la séquence AUG forme des
paires de base avec la region (U5), formant l'interaction U5-AUG. Cette conformation
expose SL1 pour promouvoir la dimérisation et Il'encapsidation plutét que la
traduction ?°2. Cependant, la conformation en LDl n'a pas été détéctée dans les

cellules 263264

ce qui amene des doutes sur I'éxistence de cette derniére. Par ailleurs,
I'éxistence de l'interaction U5-AUG est soutenue par des études phylogenétiques et
biochimiques ®* 2°*2%°_ Un deuxiéme modéle determiné principalement grace a des
données RMN, stipule que l'interaction U5-AUG éxisterait, en alternance, avec une
interaction entre la region U5 et la boucle riche en GC de SL1 °® (Figure 15A, C).
Dans ce schéma, l'interaction U5-AUG promeut la dimérisation et I'encapsidation de
I’ARN suite a la liberation du DIS 2. Par ailleurs, une étude par RMN de la structure
de 'ARNg du VIH-1, de 155 nt ou les sequences TAR, Poly-A et PBS ont été
délétées, a révélé l'existence d’une jonction a trois voies en tandem °° (Figure 15A,
C). Dans cette structure l'interaction U5-AUG s'étend pour inclure les résidus du site
majeur donneur d'épissage dans SL2, tout en éxposant des résidus G non appariés
favorisant la fixation de la NCp7. La stabilisation de l'interaction U5-AUG stimule la
récupération des diméres d’ARN isolées des cellules ?*', et la mutation des régions
entourant le codon de depart AUG de Gag inhibe I'encapsidation ® 267268 pgr
ailleurs, la perturbation de I'interaction U5-AUG fait diminuer le taux de fixation de la

NCp7 ®. Cependant, les mutations prédites sur SL4 qui perturbent I'interaction U5-
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AUG n’affectent pas toutes la fixation de Gag in vitro ®*%° et les mutations

stabilisant SL2 mais perturbant la jonction a trois voies augmentent la fixation de Gag

de maniére surprenante dans le cadre d’une étude in vitro %°.
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Figure 15A: Modéles proposés pour la structure secondaire de la région 5°’UTR
régulant la transcription et I’encapsidation de ’ARNg du VIH-1. (A) La fixation de Gag
est soumise a un mécanisme de double régulation. La région en amont de SL1 (présente
dans tous les ARNv) régule négativement la liaison Gag. Une région en amont de SL1
empéche la liaison de Gag a SL1 et cet effet négatif est contrer par un motif en aval de SL4,
qui est présent uniquement dans les espéces d’ARNg; (B) La structuration en LDI (The Long
Distance Interaction) a été proposée pour promouvoir la traduction, et la structuration en
BMH (the Branched Multiple Hairpin) a été proposée pour promouvoir I'encapsidation; (C) La
région U5 est impliquée dans des interactions alternatives avec le site d'initiation de la
dimérisation (DIS) (qui promeut la traduction) et la région entourant le codon de départ AUG
(qui promeut I'encapsidation). Une jonction a trois voies, qui prolonge encore l'interaction U5-

AUG et élimine SL2, est proposée pour promouvoir I'encapsidation %*°.

1.3.2 Migration et assemblage des particules virales :

Afin de procéder a 'assemblage des particules virales, les complexes Gag-
ARNg formés doivent migrer a travers le cytoplasme pour atteindre la membrane
plasmique. Plusieurs protéines cellulaires sont impliquées dans le transport des
complexes Gag-ARNg, tels que 'ABCE1 (ATP binding cassette subfamily E member
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1) 269270 Staufen1 #’! et DDX6 (DEAD-Box helicase 6) 272

Grace a son domaine MA, Gag va se lier a la membrane plasmique via deux
groupements : le groupement myristyl en N-terminal du domaine MA, qui facilite les
interactions hydrophobes avec la membrane plasmique et aussi la région hautement
basique (HBR) a la surface de la MA, qui médie les interactions électrostatiques avec
les lipides cellulaires tel que les phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2) "' 273,
Dans le cytosol cellulaire, Gag existe sous forme de monoméres ou en multimeres a
faible taux, ce n’est que seulement apres fixation a la membrane plasmique que se
forment un taux élevé de multiméres ??° créant un point de nucléation pour permettre
'assemblage de milliers de molécules de Gag dans le virion immature %%, Le
domaine NC joue un rble crucial dans la multimérisation de Gag via son association
avec 'ARNg #4225 275218 mgais également dans le recrutement des facteurs
cellulaires pour le déplacement de Gag a travers le cytoplasme vers la membrane
277 Suite & la substitution du domaine NC de Gag par des régions qui peuvent
accomplir des interactions protéines-protéines, tel que la MS2 phage protéine ou des
motifs "leucines zipper", ont démontré qu’elles imitaient I'efficacité d’assemblage

conférée a Gag par la présence du domaine NC #7%2%

. Il a également été démontré
que le domaine NC est résponsable du regroupement des protéines Gag et de leur
accumulation dans les uropodes cellulaires entrainant la formation de synapses

281 | a mutation de deux

virales et la transmission du virus de cellule a cellule
arginines essentielles situées a l'extrémité N-terminale de la NC engendre une
rupture de la formation des assemblages de Gag au sein de la membrane plasmique
en inhibant la production des particules de Gag %*>. De méme que la délétion du
domaine NC de Gag induit une accumulation de la polyprotéine au niveau de la
membrane plasmique in cellulo et affecte le bourgeonnement viral 2%,

Dans la suite des évenements, une fois arrivés a la membrane plasmique, La
polyprotéine Gag et 'ARNg s’assemblent en particule virale immature avec le
précurseur GagPol. Comme mentionné plus haut, la formation du complexe Gag-
ARN crée un point de nucléation pour I'assemblage, cependant le domaine CA
constitue le facteur viral le plus déterminant pour la multimérisation de Gag ™. Au
final, les molécules de Gag seront alignées et encapsidées avec le domaine MA vers
la face interne de la membrane alors que le domaine C-terminal de Gag sera orienté

vers le centre de la particule. Gag formera un réseau sphérique intercalé avec la
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polyprotéine GagPol dans I'enveloppe de la particule virale immature en cours de

bourgeonnement 3.

1.3.3 Bourgeonnement et maturation

Lors de la phase de bourgeonnement, Gag interagit avec des facteurs
cellulaires et détourne des protéines impliquées dans 'ESCRT (endosomal sorting
complex required for transport) pour les convertir en une machinerie permettant le
bourgeonnement des virions hors de la cellule infectée 224%%°,
Le domaine p6 de Gag, inclus dans NCp15, constitue un site majeur d’interaction
avec ces protéines cellulaires et virales %°, tels que les protéines Tsg101 (un
composant de 'TESCRT-I) 27288 AIP/ALIX (une protéine d’interaction avec ESCRT-I
et ESCRT-II) 2929 et |a protéine virale accessoire Vpr 2'2?% Tsg101 et AIP/ALIX

1 287-290

jouent des réles essentiels au cours du bourgeonnement du VIH- alors que

Vpr est indispensable pour la réplication du virus dans des cellules qui ne se divisent
pas 212% || a été démontré que p6 est exclu du coeur de la capside aprés la
maturation du virus, alors que le domaine NC et Vpr restent localisés a I'intérieur de
ce coeur 24%%° Ces résultats soulignent I'importance de p6 pour interagir avec les
facteurs cellulaires et viraux lors de la phase de bourgeonnement.

Par ailleurs, il s’est avéré que le motif PTAP au sein de p6 est responsable de son
interaction avec Tsg101 2°°*%®. De plus, un second motif terminal de p6, YPLTSL, a
été identifié comme étant le domaine de liaison a la protéine AIP-1/ALIX. Cette
interaction induit des changements conformationnels qui exposent la charniere
centrale de p6 et permettent I'accés a la région riche en proline en C-terminal d’ALIX
299301 || est important de souligner que AIP-1/ALIX, elle-méme se lie & Tsg101 et
aide au recrutement de Tsg101 sur le domaine p6. Enfin, le motif LRSLF de p6,
contenant des leucines, a été identifié par mutagénése comme étant le site le plus
important pour l'interaction entre p6 et Vpr, et c’est probablement grace a cette
interaction que Vpr va étre incorporé dans la particule virale *°2°%. Dans le cas du
VIH-2, cette région a été identifiée comme site d’encapsidation de la protéine Vpx.
Récemment, une seconde séquence, FRFG, en N-terminal de p6 a été suggérée
comme étant importante pour I'interaction avec Vpr ***. De plus, ALIX (de méme que
son domaine Bro1 isolé), se lie a la NC aussi bien quau domaine p6. Cette

interaction peut étre ARN dépendante mais semble &tre non spécifique 2**?%°. La
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mutation du domaine NC inhibe linteraction avec ALIX, mais contrairement au
mutant du motif PTAP situé sur p6, le sauvetage de l'interaction n’a pas été possible
en suréxprimant ALIX 3. Finalement, les particules virales néosynthétisées doivent
se détacher et quitter la cellule par un processus de bourgeonnement a partir de la
membrane plasmique de la cellule infectée, laquelle permet au virus d'acquérir son
enveloppe, constituée d'une bicouche lipidique empruntée a la cellule hote 2".

La capacité intrinseque de Gag a s’assembler en spheres sur les surfaces
membranaires contenant les motifs PI(4,5)P2 est suffisante pour initier mais
insuffisante pour compléter le processus d’assemblage de la particule virale. C’est
pour cette raison que Gag a recours a la machinerie de 'lESCRT dans le but de
compléter 'assemblage et de séparer I'enveloppe du virion naissant de la membrane
cellulaire 2°°%°_ A ce moment, le virus est sous forme immature, sous I'action de la
protéase (PR) sur Gag, la particule virale va subir un processus de maturation
induisant un réarrangement morphologique avec la formation du core CA contenant
le dimére d’ARN, dont la stabilité est fortement augmentée gréce a l'activité de
protéine chaperon NCp7 '77: 209. 306307 1 o clivage protéolytique des polyprotéines
précurseurs Pr65 Gag et Pr160 Gag-Pol permet la formation des protéines

structurales requises pour le réarrangement de I'architecture de la particule virale 2.

Ce mécanisme a lieu pendant, ou juste aprés le bourgeonnement du virion 398-3%
celui-ci est essentiel pour donner naissance a une particule virale mature infectieuse
"3 Il faut aussi souligner limportance de la maturation des protéines de
nucléocapsides, le passage de la forme immature NCp15 ou NCp9 a la forme mature
NCp7 est essentiel pour I'activité de protéine chaperon de la NC dans les étapes
précoces du cycle virale. En effet, il a été démontré que le clivage entre le peptide p2
et le domaine NC au sein de Gag est essentiel pour l'initiation de la stabilisation du
dimére d’ARNg °'°. Les changements des propriétés de I'activité¢ de protéine
chaperon de la NC ont donc un impact direct sur la régulation du processus de

transcription inverse et du remodelage de ’ARNg en général 2'" 311313,
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1.4 La protéine de nucléocapside du VIH-1

La NCp7 est I'une des protéines majeures de l'architecture du coeur du virus. Du fait
de son abondance, elle recouvre l'ensemble du génome ARN, permet sa

314-316

condensation et le protége contre les attaques des RNases cellulaires ****°. On

compte environ 1500 a 2000 molécules de NC, avec chaque molécules se liant au

maximum & 11-12 nucleotides *'"**

. La NCp7 joue un role crucial, tant dans les
étapes précoces que tardives du cycle viral, telles que 'assemblage des nouvelles
particules virales #?* %232 encapsidation de '’ARNg 3, la dimérisation de 'ARNg

209 et I'intégration ***. La NCp7 est une protéine chaperon

320 |a trancription inverse
des acides nucléiques qui déstabilise les structures secondaires des acides
nucléiques pour les restructurer en des conformations thermodynamiquement plus
stables 177 209210.325 Cette propriété chaperon des acides nucléiques est essentielle
au cours de la transcription inverse de TARNg *!, par exemple, elle intervient dans le
placement de 'ARNt"*? sur la séquence PBS en tant que domaine de GagPr55 3%,

elle joue également un role dans le premier et le second transfert de brin 3% 14 177,

327-328

Les mutations dans la NCp7 réduisent considérablement l'infectiosité virale et

désigne la NCp7 comme une cible thérapeutique potentielle pour le développement

d’une nouvelles classe d’antirétroviraux 48 140 329-330,

.41 Genése

La protéine de nucléocapside est un produit de clivage de la polyprotéine
précurseur Pr55 Gag, qui contient quatre domaines majeurs : la matrice (MA), la
capside (CA), la nucléocapside (NC) et le domaine p6 avec un domaine NC bordé
par deux petits peptides p2 en N-terminal et p1 en C-terminal ou nhommés SP1 et
SP2 respectivement. La protéine Ncp7 est présente, selon, les phases du cycle de
réplication, sous forme intégrée a Gag, sous forme immature (NCp15), intermédiaire
(NCp9) ou mature (NCp7), désignées par leurs masses moléculaires respectives
(Figure 16A).
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Figure 16A: Séquences des protéines de nucléocapside du VIH-1. Le premier clivage
par la protéase libére la forme immature NCp15 (1-123), puis la forme intermédiaire NCp9
(1-71) et finalement la forme mature NCp7 (1-55). Les lignes représentent les deux sites de
clivages par la protéase présents dans la NCp15. La partie N-Terminal est en gris, les deux
doigts de zincs en vert, le linker en orange, la partie C-terminal en mauve et enfin p1-p6 en
bleu.

Au cours de la maturation de la particule virale, la protéine Précurseur Pr55
Gag va subir une série de clivages, réalisée par la protéase (PR) en des sites bien

spécifiques '

et qui se déroule dans un ordre séquentiel défini (Figure 17A): Le
clivage initial se produit aprés le peptide p2, les produits résultant de ce clivage sont
le domaine p41 (MA, CA, p2) et le domaine p15 (NC, p1, p6) **2. Le domaine p15
(NC, p1, p6) constitue le domaine NC sous forme immature NCp15 qui doit
obligatoirement étre lié a 'ARNg viral pour subir un second clivage aprés le peptide
p1 33333 ibérant le domaine p6 et aboutissant a une forme intermédiaire, la NCp9
(NC, p1). Un dernier clivage apres le domaine NC, libére le domaine p1 et aboutit a
la forme mature de la NC nommée NCp7. Quant au domaine p41, il va également
subir un processus de maturation, la PR va d’abord cliver aprés la MA pour aboutir a
une MA mature (p17) et un domaine p25 (CA, p2), ce dernier subira un clivage aprés
la CA pour la libérer du petit peptide p2 (Figure 17A). Ainsi, au cours de la
maturation, la protéine de nucléocapside existe d’abord sous une forme immature ou
intermédiaire NCp15 (123 aa) et NCp9 (71 aa) respectivement avant d’adopter sa
forme mature NCp7 (55 aa), forme prédominante dans les particules virales matures

33533 | faut noter que le clivage correctement fait par la protéase permet la

maturation de la NC, qui est essentielle pour linfectivit¢é du VIH-1 3%¢3%
Effectivement, 'assemblage, le bourgeonnement et le clivage protéolytique de Gag
et Gag-pol sont des évenements trés reliés. Pour ce qui est de la durée des
évenements, il semblerait que I'activation de la protéase a lieu plus tard, au cours de

'assemblage, a condition que le clivage soit complet au moment du bourgeonnement
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ou juste aprés la libération de la particule virale *°.
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Figure 17A: lllustration du clivage protéolytique de la polyprotéine Gag™™*

influence de cela sur la maturation de la particule virale 2.

par la PR et

1.4.2 Structure

La protéine de nucléocapside mature NCp7 est constituée de 55 acides
aminés et posséde une masse moléculaire de 6430 Da. C’est une protéine qui
contient une partie N-terminale fortement basique et deux doigts de zinc (ZF) reliés
par une région charniére ou "linker" fortement basique (Figure 18A). Ce linker est
fortement conservé et il a été montré que le résidu Pro31 joue un réle critique dans le
rapprochement des doigts de zinc *°3%?, Chaque ZF posséde un motif conservé
CCHC fixant le zinc qui est défini par un arrangement C-X2-C-X4-H-X4-C
(C=Cystéine, H=Histidine et X est un acide aminé variable) **3*. Ces motifs CCHC
sont capable de chélater le Zn** de maniére stoechiométrique et avec une affinité

0" M 3% | e cation Zn?* est coordonné de maniére

343, 347,

élevée d’environ 1

tétraédrique par les groupements thiols des cystéines et aminos de I'histidine

3930 La structuration des domaines a doigts de zinc permet la formation de

plateaux hydrophobes dans chacun des doigts de zinc : le premier est constitué par
55



les résidus Val13, Phe16, lle/Thr24 et Ala25 ; le second est constitué par les résidus
Trp37, GIn45 et Met46 3*4 349 31 Ce plateau hydrophobe est impliqué de fagon
essentielle dans la fixation de la NCp7 aux acides nucléiques, via de multiples
contacts avec les bases des oligonucléotides, selon des modalités qui seront
discutées au chapitre suivant. |l est a noter que la structuration des doigts de zinc est
essentielle pour I'activité de la protéine *** 3*° d’auntant plus que la conservation du
motif CCHC est trés élevée et témoigne donc de son importance biologique. En effet,
plusieurs études ont démontré que des mutations au niveau des doigts de zinc

avaient des conséquences trés négatives sur la réplication virale '"" 3°13%2,
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Figure 18A: Structure secondaire (A) et tertiaire (B) de la protéine de nucléocapside
NCp7. Le code couleur est le méme que pour la figure (16A) '8

1.4.3 Propriétés

1.4.3.1 Reconnaissance et modalités de liaisons aux acides nucléiques

1.4.3.1.1 Spécificite et affinité de liaison

La protéine de nucléocapside est une protéine qui se lie aux ADN et ARN
avec une affinité de l'ordre du millimolaire au nanomolaire. Elle peut se lier de
maniére spécifique et non spécifique avec un Kd dépendant de la nature, de la
séquence et du repliement de I'acide nucléique. Ces variations d’affinités conferent a
la protéine une capacité a exercer différentes fonctions, dépendantes de la nature

des séquences d’acides nucléiques impliquées ainsi que des concentrations
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respectives de la protéine et de I'acide nucléique " %>, Lors du cycle de réplication,
les rapports NC:nt (rapport protéine par nucléotide) varient considérablement, la
protéine peut se comporter comme une protéine reconnaissant des sites précis ou
fixer presque tout 'ARN de maniére non spécifique selon les étapes du cycle 353,

Du fait de son caractére basique, la fixation de la NCp7 aux acides nucléiques est
trés dépendante de la force ionique *°***%°. Ainsi, le mode de fixation prédominant est
un mode électrostatique non spécifique et de faible affinité. Il est connu que la NCp7
a une préférence de liaison pour les acides nucléiques simple-brin 3*°. Des études
par resonance plasmon de surface (SPR) ou de nano-manipulation de molécule
unique ont démontré que la NCp7 se fixe préférentiellement aux ADNs simples brins

%738 La NCp7 se fixe aux acides nucléiques & travers des interactions

357, 359-361  pParmi les

hydrophobes, électrostatiques et des liaisons hydrogénes
régions simple brin, situées sur les boucles internes ou apicales de structures tige-
boucles repliées, la NCp7 a une préférence marquée pour les séquences contenant
des guanines et en particulier les séquences TG, TXG, GXG (avec X représentant
une base variable) 7> 177 357. 362364 " retrouve ces motifs dans les tiges boucles
SL1, SL2, SL3, TAR ARN, cTAR ADN 7% 36334 ot pBS ADN 3°°,

Certaines fonctions de la NC impliquent des liaisons spécifiques a certaines
séquences d’acides nucléiques, alors que d’autres sont associées a des propriétés
de liaisons non spécifiques. La propriété de spécificité de liaison est principalement
associée a la reconnaissance sélective du génome, dans ce cas le domaine NC au
sein de Gag reconnait le signal d’encapsidation Psi de 'ARNg et en particulier les
boucles SL1, SL2 et SL3, ceci permettant sa reconnaissance spécifique et sa

sélection & partir d’'un large pool d’ARNs cellulaires ®* %',

1.4.3.1.2 Etudes structurales des complexes NCp7 acides nucléiques

Les études structurales effectuées par RMN, ont permis de mettre en évidence les
modalités principales du mode de fixation de la NCp7 aux acides nucléiques et de
décrire les bases structurales de la sélectivité pour les guanines.

A I'neure actuelle, il existe six études de complexes entre la NCp7 (sous formes
tronquée ou compléte) avec les acides nucléiques, qui ont été déterminés avec les

N, 362, 365-366 et trois

57

méthodes RMN. Trois de ces complexes comportent des brins AD



autres des brins ARN 392 360367 ges cing structures ont été publiés dans la PDB,
les résultats de I'étude de Spriggs et al, 2008 n'ont a ce jour pas été publiés dans la
PDB.

D’un point de vue fonctionnel, I'étude de ces complexes a permis d’améliorer la
compréhension des mécanismes de reconnaissance spécifique de la NCp7 aux
acides nucléiques notamment a travers l'analyse des complexes avec les tiges
boucles SL2, SL3 et SL4 contenant le signal d’encapsidation Psi. Une information
importante issue de ces études est que la NC se lie aux tiges boucles SL2 et SL3
avec une affinité de I'ordre du nanomolaire *%. Il est important de préciser qu’il n’a
pas été observé de forte affinité pour les tiges de ces séquences et encore moins
pour la séquence SL4. Cependant, comme décrit au paragraphe (1.3.1) SL1 s’est
aussi avéreé étre un site de liaison de haute affinité de Pr65 Gag avec un motif de
reconnaissance AGG ?%.

D’un point de vue structural, I'analyse des complexes montre que les interactions
spécifiques sont principalement dues aux plateaux hydrophobes, permettant des
interactions non électrostatiques avec les boucles de séquences GGXG (avec X une
base correspondant a A, C ou U) au sein de SL2 ou SL3. L’étude de ces complexes
montre aussi que les séquences reconnues sont tres courtes : quatre ou cinq résidus
sont directement contactés mais seulement deux ou trois résidus sont contactés
spécifiquement.

Au niveau moléculaire les interactions entre les acides aminés hydrophobes
impliqués dans l'interface (Val13, Phe16, 124, A25, Trp37, GIn45 et Met46) et les
sucres riboses et désoxyriboses apparaissent assez différentes %2 Cette derniére
observation suggére que la nature des sucres pourrait étre importante pour
I'orientation de la NCp7 le long des chaines d'acides nucléiques.

Pour chacun des doigts de zinc, la spécificité de liaison pour les guanines a été bien
caractérisée : elle est due au fait que les guanines sont profondément insérées dans
une poche hydrophobe pour chaque doigt de zinc, avec en plus un réseau de
liasisons hydrogéne spécifiques des guanines qui stabilisent leur positionnement.
Dans le cas des guanines, quatre liaisons hydrogéne spécifiques peuvent s'établir
entre la NCp7 et l'acide nucléique, alors qu'avec les autres bases (A, C, T, U)
seulement une ou deux liaisons hydrogéne peuvent s'établir. Enfin la nucléobase

insérée dans chacun des doigts de zinc établit aussi des interactions d'empilement
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avec un acide aminé aromatique : Trp37 pour ZF2 et Phe16 pour ZF1 (Figure 19A).
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Figure 19A: Structure tridimensionnelle de I'interaction des guanines avec le premier
doigt de zinc %,
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Dans le cas des ARNSs, une guanine est située dans chacun des deux doigts de zinc
(ZF1 et ZF2) et la séquence reconnue est du type G-X-G (ot X est un A, C ou U) >®°.
Dans le cas des ADNSs, une guanine est toujours insérée dans le ZF2, et une
insertion seulement partielle de C ou T se produit dans le ZF1.

N'oublions pas de rappeler que, outre ces interactions de nature hydrophobe, de
nombreuses autres interactions de type électrostatique, impliquant les acides aminés
basiques (se trouvant dans les parties N-terminales, dans les doigts de zinc ou le
'linker") sont présentes et jouent un réle capital dans la stabilisation des complexes.
A coté des études structurales il y a eu des études sur les aspects dynamiques des

complexes NC-acides nucléiques 93",

1.4.3.1.3 Polarité de fixation de la NCp7 aux acides nucléiques

Un autre élément intéressant qui émerge de I'analyse des complexes est que
la NCp7 parait étre capable de reconnaitre la polarit¢ des chaines d'acides
nucléiques simple-brin. Cette polarité est de plus différente pour les brins d'ADN et
les brins d'ARN. Le schéma suivant (Figure 20A) explicite cette reconnaissance : (1)
dans le schéma du haut (brin ADN) une guanine est fixée par ZF2, comme décrit
plus haut, le ZF1 interagit avec un résidu situé en 5' de la guanine interagissant avec
le ZF2. (2) dans le schéma du bas (ARN), le ZF1 interagit avec un résidu (qui est une
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guanine) situé toujours en 3' du résidu G reconnu par ZF2. Ces cas de figure se
retrouvent dans les trois complexes impliquant des ADNs et dans les trois impliquant
des ARNSs.

DNA

RNA

Figure 20A: Schéma descriptif de la polarité de fixation de la NCp7 aux Acides
Nucléiques. La NCp7 se fixe dans le sens 5’3’ sur 'ADN, c’est a dire de maniére paralléle et
inversement la fixation est antiparalléle sur 'ARN, avec une préférence des ZFs pour les
Guanines.

L’ensemble des nombreuses interactions électrostatiques, de liaisons hydrogénes et
d’empilements hydrophobes, qui stabilisent le complexe est conservé quel que soit le
type d’orientation de la NCp7 le long de la chaine d’acide nucléique. Les contacts
avec les sucres riboses ou désoxyriboses difféerent néanmoins significativement entre
les deux types de complexes *** %92 Ces résultats, nous suggérent 'existence d’une
relation entre le type d’interaction des résidus protéiques avec les sucres et
I'orientation de la NCp7. Notons que ce type de comportement a déja été observé
chez d'autres protéines, tel la transcriptase inverse % 372 Par ailleurs, le role
important des interactions avec les sucres riboses/désoxyriboses suggére que ces
contacts pourraient intervenir dans la polarité de fixation de la NCp7 %2 ainsi que
dans la discrimination acide nucléique simple-brin/acide nucléique double brin. En
effet, les sucres, sont d’'une maniére générale beaucoup plus accessibles, dans les
acides nucléiques simple-brin que dans les double-brin ou ils se trouvent enfouis
dans le petit sillon (pour les ADNs). Les contacts avec les sucres suggerent aussi un
mode de déstabilisation des portions double-brin adjacentes aux régions fixées par la
NCp7. Les aspects dynamiques de la liaison de NCp7 aux acides nucléiques
apparaissent critiques et semblent étre un déterminant clé de son activité

chaperonne.

1.4.3.2 La non équivalence des deux doigts de zinc

Les deux doigts de zinc sont requis pour I'interaction avec les acides nucléiques
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et la réplication virale, mais ces derniers semblent jouer des roles asymétriques 3%
373 Les doigts de zinc jouent un réle majeur dans le processus de déstabilisation des
structures secondaires des acides nucléiques et la liaison rapide aux séquences
d’acides nucléiques, contrairement a la partie N-Terminale qui est principalement
responsable de I'activité agrégative des acides nucléiques 3 138 140, 177-178, 353, 374-376
Des expériences avec un mutant de NC, ou le doigt de zinc en N-Terminal (ZF1) a
été dupliqué (mutant ZF1:ZF1) montrent, que le mutant posséde une meilleure
efficacité de réplication comparé a un mutant de NC ou c’est le doigt de zinc en C-
Terminal (ZF2), a été dupliqué (mutant ZF2 :ZF2), ou encore par rapport a un mutant
ou les deux doigts de zinc ont été inversés (mutant ZF2 :ZF1) 3. L’analyse de
I'activité de protéine chaperon de ces mémes mutants, a montré que le premier doigt
de zinc (ZF1) était plus important pour cette activité comparé au deuxiéme doigt de
zinc (ZF2) *°% 377378 Dans le détall, la facilitation des transferts de brins par la NC
ainsi que I'hybridation des séquences d’acides nucléiques complémentaires n’a été
observé que quand le premier doigt de zinc (ZF1) était a sa place native, en d’autres
termes les mutants ZF2:ZF1 et ZF2:ZF2 se sont montrés incapables d’assurer ces
réactions 3'837°,

Par ailleurs, dans chaque doigt de zinc se trouve un résidu aromatique (Phe16
dans ZF1 et Trp37 dans ZF2), il a été démontré que ces résidus sont impliqués dans
la stabilisation des contacts avec les acides nucléiques en établissent des
interactions d’empilements (stacking) avec les guanines et dans certains cas avec
les thymines 3°% 360. 362, 365367 | 5 mytation de ces résidus aromatiques, Phe16 et
Trp37, a démontré leur role essentiel pour la fixation aux acides nucléiques ainsi que

239, 377, 380-381

pour l'activité de protéine chaperon avec des conséquences plus

dramatiques pour cette derniére quand la mutation touche le premier doigt de zinc

358, 373, 377-378

Comme il I'a déja été dit plus haut, d’aprés I'analyse des structures des complexes

NC:acides nucléiques déterminés par RMN 3%2 360. 362, 365367

, on observe qu’a
I'échelle atomique, dans tous les complexes une guanine est insérée dans la poche
hydrophobe du deuxiéme doigt de zinc (ZF2), tout en établissant des interactions
d’empilements avec le Trp37. Cependant, dans le cas du premier doigt de zinc (ZF1),
on observe linsertion d’'une guanine dans sa poche hydrophobe, seulement quand

deux guanines sont disponibles dans la séquence d’acide nucléique, sinon le ZF1
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peut également établir des interactions d’empilements partielles entre son Phe16 et
une thymine. On peut aussi y observer l'interaction avec une cytosine mais celle-ci
reste en dehors de la poche hydrophobe du doigt de zinc 6% 3¢°3%6. 380 Ces données
structurales suggerent que le deuxiéme doigt de zinc est plus apte a fixer les
guanines accessibles que le premier. De ce fait, la délétion du deuxieme doigt de
zinc (ZF2) semble plus critique pour la fixation du domaine NC au sein de Gag, a ses
acides nucléiques cibles, ce qui démontre que le Trp37 est plus important pour la
stabilisation des complexes NC:acides nucléiques **2. Cependant, le premier doigt
de zinc (ZF1) isolé, se lie aux séquences ADN et ARN avec une forte affinite,

comparé au deuxiéme doigt de zinc isolé (ZF2) %%

, alors que les mutants ZF2:ZF1
et ZF1-ZF1 se lient avec une tres forte affinité aux acides nucléiques substrats
comparé a la protéine sauvage et au mutant ZF2-ZF2 3%. Ces résultats, démontrent
que le premier doigt de zinc (ZF1), sous forme isolée ou en position C-terminal de
NCp7, se lie aux acides nucléiques avec une plus forte affinité que le ZF2. Il se
trouve que ZF1 apparait comme étant plus important que le ZF2 pour l'activité de
protéine chaperon de la NCp7 et la réplication virale, mais pas pour la fixation aux
acides nucléiques, ce qui est assez intriguant. Cette observation nous a amené a
reconsidérer la coordination des activités entre les deux doigts de zinc et le role de la
dynamique interne de la protéine. La dynamique interne des protéines se liant aux
acides nucléiques est essentielle pour la reconnaissance de leurs substrats ADN ou
ARN 38731 g|le régule aussi probablement la coordination des activités des
différentes parties. L'investigation de cette dynamique a fait I'objet de nombreuses
études, dont une réalisée au laboratoire, grace a des expériences RMN mesurant les
temps de relaxation "°N de la NCp7 379371 392394 5 deux champs différents (950 et
500 MHz), ce qui a permis de comprendre l'influence de celle-ci sur la fonction des
deux doigts de zinc **°. Une étude antérieure par Ramboarina et al., 2002, réalisée
avec des experiences de relaxation '°N par RMN et de spectroscopie de
fluorescence, sur la protéine libre (12-53) et liee a un ADN d(ACGCC), a démontré
une transition de la dynamique interne et globale de la protéine, celle-ci est
dépendante de la température, mene a l'ouverture de la molécule. Cependant une
fois le peptide lieé, on observe une réduction de la fléxibilité conformationnelle du
peptide, avec un échange conformationnel qui a été déplacé du ZF2 vers le résidu

Ala30 du linker. Cette dynamique est reliée au role multifonctionnel de la NCp7 dans
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le cycle réplicatif du VIH-1, qui requiert autant d’interactions spécifiques que non
spécifiques avec les acides nucléiques. En effet, ces propriétés dynamiques de la
NCp7 conferent a la protéine une adaptabilité nécéssaire pour la reconaissance de
différentes séquences d’ARN.

Lee et al., 1998 ont confirmé la présence de faibles NOE intermoléculaires **° entre
les deux doigts de zinc, qui impliquent une proximité entre les chaines latérales de la
Phe16 et du Trp37, ces données ne sont pas en faveur d’une seule conformation de
la protéine. Grace a des expériences de relaxation °N, il a ét¢ démontré que les
deux doigts de zinc possédent deux différents temps de corrélation rotationnel, ce
qui indique que les deux doigts de zinc ne bougent pas tel qu’'un domaine globulaire
singulier mais que les interactions entre les deux doigts de zinc sont transitoires.
Quant aux résultats obtenus dans notre laboratoire, ils sont en accordances avec les
travaux deécrits plus haut et suggérent que les deux doigts de zinc bougent I'un par
rapport a l'autre autour d’'une charniere moléculaire, localisée au niveau du résidu
Gly35 sur le Linker. D’autre part, plusieurs autres résidus au sein du Linker : Arg29,
Ala30, Pro31, Arg32 et Lys33, montre des mouvements restreints c’est-a-dire qu’ils
s’avérent étre assez rigides et en contact assez étroits (visulalisé par le grand
nombre d'interactions NOE) avec le ZF1. Ces contacts Linker-ZF1 sont
probablement un obstacle pour les interactions entre le domaine ZF1 et les guanines
non appariées alors que le ZF2 est plus accessible et susceptible d'interagir avec ces
dernieres. Rappelons que ZF1 gréce a son large plateau hydrophobe (Val13, Phe16,
Thr24 et Ala25) est le plus apte, a déstabiliser les régions doubles brin adjacentes
aux guanines insérées au niveau du ZF2. Cela, souligne la non équivalence des
deux doigts de zinc et désigne le ZF2 comme celui présentant une activité de fixation
"initiale" alors que ZF1 posséderait I'activité déstabilisatrice. Finalement un modeéle a
été proposé pour illustrer le réle du "Linker" qui module l'activité de protéine

chaperon et la dynamique interne de la protéine (Figure 21A).
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Figure 21A: Representation schématique de la non équivalence des doigts de zinc de
la NCp7 dans son mécansime de fixation aux acides nucléiques. L’acide nucléique est
représenté en orange, Le ZF1 est en jaune, le ZF2 en mauve et le reste de la protéine est en
vert. (a) Situation #1 avec deux guanines accessibles. Tout d’abord le ZF2 se lie & une
guanine accessible, et le ZF1 se lie a la guanine qui reste. La tige de I'AN n’est pas
déstabilisée. (b) Situation #2 avec une seule guanine accessible. Le ZF2 se lie a cette
guanine accessible, et le ZF1 reste libre pour contacter la tige double brin via son plateau
hydrophobe. La tige est alors déstabilisée (en bleu)*®.

1.4.3.3 Activité de protéine chaperon des acides nucléiques

La NCp7 est une protéine chaperon des acides nucléiques, c’est a dire qu’elle
oriente la réorganisation de deux molécules d’acides nucléiques (ADN ou ARN) en
un complexe de stabilité thermodynamique plus élevée """ 3% La NCp7 accomplit ce
processus en réduisant les barriéres énergétiques pour dissoudre et reformer des
paires de bases. L’interaction entre les molécules d’acides nucléiques et les
protéines de nucléocapsides méne a une ouverture transitoire des paires de bases
pour leur réassociation en des combinaisons alternatives. De nombreuses études ont
été réalisées afin de comprendre les propriétés chaperons de la NCp7 pour ses
substrats ADN et ARN %% || en ressort que I'activité de protéine chaperon de la
NCp7 est essentielle pour les deux transferts de brins obligatoires au processus de

356, 398

transcription inverse ainsi qu'a la plupart des transferts de brin internes , mais
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également pour I'étape d’initiation de la transcription inverse qui consiste en
I'hybridation de TARNt"*® cellulaire avec la séquence PBS de '’ARNg *2.

Néanmoins, la protéine NCp7 et des formes tronquées de la protéine Gag se sont
montrées efficaces pour réaliser I'hybridation de la séquence PBS avec I'ARNt"?
39 ces protéines Gag tronquées se sont méme montrées beaucoup plus efficaces
dans cette réaction *°°, ce qui pourrait impliquer que '’ARNt"*® est hybridé au cours
du bourgeonnement viral avant le clivage protéolytique de Gag™°. Cependant, afin
de vérifier cette hypothése, il est nécéssaire de réaliser ces expeériences avec la

protéine Gag™"™®

compléte, car de nombreuses études in vitro ont été réalisées avec
une forme Gag sans le domaine p6. D’autre part, il est clair que seule la forme
mature NCp7 peut faciliter le premier transfert de brin “°*.

Sur le plan du fonctionnement de I'activité de protéine chaperon de la NCp7, celle-ci
est déterminée par deux activités distinctes : la premiere correspond a une activité
déstabilisatrice des structures secondaires des acides nucléiques conféré par les
deux doigts de zinc “°**%* : |a deuxiéme correspond & une activité agrégative ou
d’hybridation des séquences complémentaires d’acides nucléiques associée au

domaine N-Terminal fortement basique 77+ 395 398. 405406

ainsi qu’au domaine linker
riche en résidus basiques 3'" 3% 374 407 Cest grace & cette combinaison d’activité
déstabilisatrice et agrégative que la NCp7 facilite les processus de transfert de brin
au cours de la transcription inverse “°®. La NCp7 peut également déstabiliser des
duplexes d’acides nucléiques pour former d’autres duplexes encore plus stables
avec un autre brin d’acide nucléiques pour lequel la complémentarité est beaucoup
plus étendue “°°, cette derniére opération s'appelle un déplacement de brin. D’autres
mécanismes influencent I'activité de protéine chaperon de la NCp7, notamment la
cinétique rapide de la liaison de la protéine aux acides nucléiques 3°% 37,

Il a été montré que pour atteindre une activité de protéine chaperon optimale, le
rapport NC:nt doit étre compris entre 1:8 a 1:6 nt, ce qui correspond a des
proportions similaires a celles existant dans le virion. On peut également dire que ces
valeurs mettent la protéine dans des conditions en « mode protéine chaperon » ou

3

« chaperoning mode » % Cette activité de protéine chaperon peut-&tre mimée

expérimentalement en I'absence de la NCp7, dans une solution fortement saline en

410-411

chauffant brutalement et en refroidissant par étape Selon le niveau

d’'occupation de l'acide nucléique par les molécules de NCp7 et donc, le rapport
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NC:nt, trois différents modes d’actions sont proposés ** (Figure 22A):
i-Un_mode de fixation spécifique: Se produit quand la protéine est en

concentration limitante, ce qui induit la formation de simples complexes
ribonucleoprotéiques (RNP).
ii-Un_mode d’activité de protéine chaperon: Survient quand plusieurs protéines et

que toutes les molécules d’acides nucléiques sont disponibles pour interagir, menant
a la formation de RNP de masses moléculaires importantes.
iii-Un_mode de protection de I’ARN: Qui est observé quand la protéine est a des

concentrations de saturation et que toutes les molécules d’ARN se retrouvent

recouvertes par la protéine.

NC protein TAR stem-foop cTAR DNA NC protein

Fraying: 5'-3" unwinding, stretching Binding. fraying, stretching, anneaking
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TAR TAR cTAR
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Figure 22A: lllustration schématique des propriétés de fixation, de déstabilisation et
d’aggrégation des acides nucléiques par la NCp7 du VIH-1. En haut, de gauche vers la
droite, la NCp7 est représentée par un cercle ovale correspondant a son plateau hydrophobe
(ZF), bordé par les régions désordonnées N et C terminales présentées ici en petits
fragments. La structure 3D du plateau hydrophobe a la surface des doigts de zinc de la
NCp7 sont représentés en mode "stick" (le mode CPK montre le volume réel relatif des
atomes) avec Val13, F16, lle24, Ala25, Trp37, GIn45 et Metd6, et les atomes de zinc
apparaissent sous forme de sphéres grises. La séquence TAR avec sa boucle et ses bulges
sont représentées ici en tige boucle. Son ADN complémentaire cTAR est également
représenté ici en tige boucle. En bas, de gauche vers la droite : La fixation de la NCp7 sur
TAR résulte en la formation d’'un ARN compléetement recouvert par les molécules de NCp7,
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ce qui cause l'ouverture transitoire des extrémités 5’ et 3' (fleches courtes), par un processus
de « fraying » et de « strand stretching ». La fixation de la NCp7 a TAR et cTAR méne a la
formation de complexes nucléoproteiques ou les ANs sont entiérement recouverts par les
molécules de NCp7, cela méne a I'hybridation rapide des séquences complémentaires ce
qui aboutit & la formation d’un hybride ADN :ARN %%,

1.4.3.3.1 Déstabilisation des structures secondaires des acides nucléiques

La capacité de déstabilisation des acides nucléiques par la NCp7 est médiée par ces
deux doigts de zincs, dépend fortement de la stabilité des acides nucléiques, de la
présence de motifs tels que des "bulges", des boucles apicales, des mis-
appariements ainsi que des paires de bases terminales '"® 412,

L'un des modéles proposés est afin de déstabiliser les structures secondaires des
acides nucléiques, la NCp7 progresse le long des brins des acides nucléiques en se
fixant sur les régions simples brins, puis en déstabilisant les paires de bases
adjacentes. Cela permet aux régions simples brins précédemment "séquestrées"”
dans les régions doubles brins de devenir accessibles et de s'apparier avec des
séquences complémentaires situées sur d'autres molécules (Figure 23A). Ce mode
d’action, trés schématique et non démontré, permettrait une propagation de la
déstabilisation tout en permettant un glissement de la NCp7 ou la fixation d’autres

molécules de NCp7 '8,

() () ()
— Ll e

Figure 23A: Mécanisme schématique de la déstabilisation d'une séquence repliée
d'acide nucléique par la NCp7. La protéine (vert) se fixe premiérement sur la région simple
brin et déstabilise ensuite la région double brin voisine pour pouvoir se fixer aux nucléotides
exposeés, c’est ainsi qu’elle va permettre I'appariement des séquences complémentaires *'*.

Le mode de fixation "polarisée" de la NCp7 le long des chaines d'acides nucléique tel
que nous l'avions décrit au paragraphe (1.4.3.1.3), devrait aussi conditionner la
localisation des zones double brin qui vont étre déstabilisées par la NCp7 et donc

« piloter » tout le mécanisme de déstabilisation des structures repliées.
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En effet la fixation de la NCp7 au niveau d’'une région simple brin va positionner,
dans le cas des ARNSs, le domaine ZF1 impliqué dans la déstabilisation a proximité
des séquences double brin situées en 3’ de cette région simple brin, ce seront donc
les zones double brin situées en 3’ des boucles internes qui seront déstabilisées
initialement et non celles situées en &, la déstabilisation est « polarisée » (Figure
24A).

5’ r\ —lé 3’

Figure 24A: Schéma descriptif du mode de déstabilisation d’'une séquence ARN
double brin située a proximité d’une boucle interne. Dans un complexe NCp7:ARN, Le
ZF2 est d’avantage impliqué dans la fixation aux régions simple brin et le ZF1 dans la
déstabilisation.

De fagon frappante, de tels "patterns" de déstabilisation ont été observés dans
'analyse des régions double brin déstabilisées par la NCp7 dans I'ensemble du
génome. Dans la région 5 UTR du virus, qui comporte le plus de régions
déstabilisées par la NCp7, les séquences déstabilisées sont toujours situées en 3’
des boucles internes simple-brin °*. La polarité de fixation de la NCp7 le long des
acides nucléiques permet aussi de mieux comprendre le processus de redistribution
de la NCp7 des brins ARN aux brins ADN lors de la transcription inverse *'.

La compréhension du mode d’action de la NCp7 pour procéder a la déstabilisation
des structures secondaires est cruciale a I'obtention d’'une meilleure compréhension
des transferts de brins. Exemple, au cours du premier transfert de brin, I'étape initiale
est reliée a la déstabilisation des structures secondaires de la séquence TAR et de
son ADN complémentaire cTAR suite & leur liaison a la NCp7 209 3953

Il a été démontré que la NCp7 active I'ouverture transitoire des paires de bases
terminales de 'ADN cTAR (Figure 25A) ce qui méne a un "melting" partiel des
terminaisons de cTAR jusqu’au bulge T40 ou au mésappariement C.A44 %2415 cette
ouverture reste imparfaite car elle demande obligatoirement la présence de son

416 Ceci indique

complémentaire TAR ARN pour optimiser cette déstabilisation
également que la déstabilisation de cTAR et I'hybridation avec son complémentaire

sont étroitement liées.
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Figure 25A: Modéle illustrant le mécanisme de déstabilisation de cTAR ADN par la
NCp7. Les peptides sont représentés par des rectangles. Les rectangles gris correspondent
aux premiers peptides qui se lient a cTAR. 1) En conséquence au « fraying », les extrémités
terminales des cTAR sont transitoirement présentes en séquence simple brin. 2) Vu que la
NCp7 a une préférence pour les séquences simple-brin, les extrémités sb de cTAR vont
constituer le site initial de fixation de la NCp7. 3) A partir de 14, la NCp7 va déstabiliser les
paires de bases adjacentes, permettant le glissement de la protéine et la fixation coopérative
de peptides additionnels. 4) En conséquence a la stabilité limitée de la tige de cTAR, le
melting va alors se propager jusqu’au misappariement 10C.A44 ou au bulge T40. A ce
moment, il est probable que la stabilité brins double-brin restant peut étre assez élevée pour
prévenir le « melting » complet de cTAR. En conséquence, il y aurait une compétition entre

I'extension du melting (5°) et la restructuration des séquences ouvertes (5 et 6) “*%.

Il est également important de souligner I'importance des deux doigts de zinc

qui conférent justement a la protéine son activité de déstabilisation 358

, Ceci a été
confirmé avec des mutants de NCp7 ne possédant pas de motifs a doigts de zinc
(NC(13-61)4q) ou ne présentant pas de structuration ((SSHS);NC(1-55) ou toutes les
Cystéines ont été remplacées par des Sérines pour prévenir la fixation du zinc). En
effet, ces derniers ont failli a déstabiliser la structure secondaire de la séquence
cTAR, le peptide (SSHS),NC (1-55) a été inapte a altérer la coopérativité de la

A %8 et a eu des effets limités sur

transition helix coil des molécules d’ADN
linhibition du « self priming » de cTAR *%. D’autre part, la mutation du Trp37 par une
Leu a des conséquences dramatiques sur la fixation et la déstabilisation de cTAR,

avec une perte de la fixation de 'ARNt"3

a la séquence PBS, ce qui bloque
linitiation de la transcription inverse 3. La nécessité de la présence de deux doigts
de zinc bien structurés ainsi que du Trp37 au sein du second ZF suggére
limportance du plateau hydrophobe dans le processus de déstabilisation 2.

L’activité déstabilisatrice de la NCp7 apparait inversement proportionnelle a la

69



stabilité de I'oligonucléotide. Par exemple, la déstabilisation par la NCp7 est plus
efficace pour la séquence cTAR ADN que pour son homologue ARN qui est plus
stable 492 %04 Drailleurs une stabilisation des parties basses de cTAR a démontré la
difficulté de la NCp7 a déstabiliser cTAR ainsi qu’a bloquer le "self priming" de 'ADN
strong stop *'". On en conclut, que le "melting" des tiges de cTAR est du a la
présence de bulges terminaux, ce qui aide la NCp7 a déstabiliser cTAR %2,

Dans le cas du second transfert de brin, la NCp7 promeut I'hybridation entre les
séquences complémentaires PBS (+) et PBS (-), ce mécanisme est dépendant de la
déstabilisation des tiges de PBS *'®. Il a également pu étre montré que la fixation de
la NCp7 a la séquence 5-CTG-7 de PBS (-), induit une "présentation" des bases
présentes dans la boucle apicale ainsi qu'une déstabilisation de la paire C5-G11
adjacente a la boucle ° Cet ensemble d'événements favorise le mécanisme
d’hybridation du type "kissing complexe" (interaction boucle-boucle) entre les

séquences PBS complémentaires (+) et (-) *'°.

1.4.3.3.2 Hybridation des séquences complémentaires d’acides nucléiques

Outre sa propriété déstabilisatrice des structures secondaires, la NCp7 possede

également une propriété agrégative des acides nucléiques non spécifique 39

conférée par la partie N-terminale 177+ 395 398, 406, 420

et le domaine linker qui sont
fortement basiques *'" 3%% 407 En effet, cette propriété d’agrégation des acides
nucléiques est promue par les résidus basiques de la NCp7 qui vont neutraliser les
charges négatives des acides nucléiques, ce qui réduit la répulsion électrostatique
entre les molécules d’acides nucléiques. Cependant, bien que I'action principale de
la NCp7 reste I'hybridation des séquences complémentaires des acides nucléiques, il
faut noter que si le degré d’occupation de 'ARN par les molécules de NCp7 est tres
élevé, la protéine va alors induire la réaction inverse, c'est-a-dire qu'elle va
déstabiliser les duplexes de courtes tailles (<20 nt) ou imparfaits **'.

Comme décrit précedemment, l'activité de protéine chaperon de la NCp7 est
dépendante de la complémentarité entre les séquences mises en jeu. Quand la
complémentarité entre les deux séquences a hybrider est faible (inférieure a 13 sur
28 bases), la protéine défavorise I'hybridation en faisant baisser la constante de

vitesse d’hybridation ; pour une complémentaritt moyenne d’au moins 13 bases
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complémentaire sur 28 entre les deux séquences, la protéine n'a aucun effet;
lorsque la complémentarité entre les séquences est importante (supérieure a 13
bases sur 28), la NCp7 favorise I'hybridation en augmentant la constante de vitesse

d’hybridation entre les deux séquences *?.

Clairement, la NCp7 favorise les
structures les plus stables ce qui est parfaitement en adéquation avec son réle de
protéine chaperon. Dans le cas du premier transfert de brin, la NCp7 va hybrider les
séquences homologues TAR/cTAR pour permettre la formation d’'un hétéro duplex
ADN/ARN stable 3** 3% En absence de NCp7, cette réaction d’hybridation est trés

lente 355-356, 406, 423

et en présence de NCp7, elle est 10° fois plus rapide, tout en
restant dans des conditions physiologiques de sels et de température ***. Ce
processus d’hybridation peut se produire a priori selon deux voies principales, I'une
impliquant une interaction boucle-boucle par les deux boucles apicales des
séquences complémentaires (" kissing complex "), et la seconde impliquant une
hybridation par I'extrémité des molécules, ce qui formera des structures de type

cruciforme (" zipper complex ") (Figure 26A).
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Figure 26A: Schéma représentatif des deux mécanismes d’hybridation des séquences
TAR/cTAR facilitées par la NCp7. En haut sont représentées les tiges boucles TAR et
cTAR libres. A gauche, on observe une voie d’hybridation par les extrémités 3'/5 des tiges,
mécanisme « zipper ». A droite, on observe une voie d’hybridation par les boucles,

mécanisme « kissing ». Finalement, on obtient un hétéroduplex ADN/ARN (adaptée d’aprés
424
).
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En absence de NCp7 le mécanisme majoritaire semble étre le complexe
boucle-boucle ("kissing complex") *?**?®. D'aprés les travaux de Vo et al, 2009,
effectués avec le protéine NC(1-55), le mécanisme majoritaire évolue lorsque le
rapport NC:nt change et plus la concentration de NCp7 est élevée plus le mécanisme
de type "zipper" devient majoritaire. Ce basculement de voie indique que le
mécanisme d’hybridation est a la fois dépendant de la séquence de I'acide nucléique

424425 Dans le cas du second transfert de brins,

et de la concentration de la protéine
la NCp7 va hybrider les séquences ADN PBS(+)/PBS(-) pour permettre la formation
d’un homo-duplex stable ADN/ADN *'°. En absence de NCp7, les séquences PBS
(+) et (-) s’hybrident par leur tiges basses simples brins nommeées « ss overhangs »
suivant un mécanisme « zipper complex » >3, En présence de NCp7, la cinétique
d’hybridation s’accélere et change de voie vers un mécanisme d’hybridation par les
boucles suivant un mécanisme « kissing complex » %**. Par ailleurs, les tiges des
séquences PBS sont déstabilisées par la NCp7, confirmant une déstabilisation

dépendante de la NCp7 nécéssaire pour la réaction d’hybridation *°.

.4.4 Comparaison des activités de protéines chaperons des différentes

formes de NC (p15, p9 et p7)

Il a été démontré que des mutations affectant le clivage protéolytique résultent
dans la production de virus contenant la forme NCp15 possédant des déficiences au
niveau de l'infectiosité et de la réplication virale %% Plusieurs études ont été
réalisées dans le but de comprendre la nécéssité du clivage de la NCp15 pour la
réplication du VIH-1, en comparant les propritétés de I'activité de protéine chaperon
et de l'activité de fixation aux acides nucléiques par les trois formes majeures de la
NC : NCp7, NCp9 et NCp15, exhibant des différences importantes, observées in vitro
concernant leurs activités de protéines chaperons des acides nucléiques *''. La
NCp9 a affiché la plus forte activité de protéine chaperon, qu’il s’agisse d’activité de
fixation, d’hybridation, d’aggregation et de déstabilisation des séquences d’acides

313 Cette haute activité est conservée au cours du processus de

nucléiques
transcription inverse comparé aux deux autres formes de protéines*?’, néanmoins, la
NCp9 s’est montré plus lente dans la stimulation du processus de dimérisation de

I’ARNg immature contrairement a la NCp7 et la NCp15, alors que la NCp9 est tout a
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fait apte a faciliter la formation du dimére mature, contrairement a la NCp15 qui ne
peut pas du tout réaliser cette opération 2*”. Bien que les taux de I'activité de protéine
chaperon des trois formes de protéines peuvent étres différents selon le type
d’expérience utilisée, cette différence observée in vitro ne permet pas d’expliquer
totalement pourquoi I'infectiosité virale décroit aussi dramatiquement dans les VIH-1
contenant la NCp15. Des tests de sédimentation et des expériences de « Dynamic
Light Scattering » ou DLS, ont démontré que la NCp7 et la NCp9, promeuvent toutes
les deux la formation de larges agrégats protéines-ARN, alors que les complexes
NCp15-ARN n’ont pas pu étre décrochés et n'ont pas réussi a disperser (scatter) la
lumiére par DLS %'3. Ceci est en accord avec une étude par microscopie electronique
qui a démontré que la NCp15 se lie a 'ADN simple brin tel ‘des perles sur une

chaine’, contrairement a la NCp7 ou la NCp9, qui forment des agrégats condensés
428-429

Des expériences de RMN en solution suggérent que le mécanisme d’interaction de la
NCp15 aux acides nucléiques est régulé par son domaine p6, comme ce dernier est
a caractére acide, il interagirait avec les résidus basiques des doigts de zinc avec
une conformation en "fold-back" de la protéine sous forme libre 33, cette interaction
serait principalement de nature électrostatique, vu qu’a forte concentration de sels
(500 mM NaCl) les déplacements chimiques sont légérement perturbés. La
neutralisation des résidus basiques de p6 améliore 'activité de protéine chaperon de
la NCp15, réduit la conformation en "fold-back" et induit des agrégats plus larges
suite & la fixation de la protéine aux acides nucléiques *'°. Des interactions similaires
entre les domaines CTD et NTD ont été proposées pour la protéine de nucléocapside
du HTLV-1 #*%*32 bien que la NC du HTLV-1 est une faible protéine chaperon des
acides nucléiques, la délétion de son domaine CTD restaure ses fonctions
chaperons 4% %33 De ce fait, que ce soit pour la NC du HTLV-1 ou pour la NCp15,
leurs domaines CTD acides régulent négativement leurs activités de protéines
chaperons ainsi que leurs cinétiques de fixation aux acides nucléiques ' **°. Sj I'on
considere que la conformation de la NCp15 une fois liée aux acides nucléiques est

3 cela

plus ouverte comparée a la protéine libre qui est repliée sur elle méme *'
pourrait expliquer la nécéssité d’interaction avec 'ARNg pour que la PR puisse

réaliser un clivage efficace au niveau du site SP2/p6 >** %% Drailleurs, il a bien été
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démontré qu’une variante de la NCp15 incapable de fixer TARN ne pouvait étre
clivée de maniére efficace par la PR **.

.5 Les protéines chaperons des ARNs

.5.1 Le désordre intrinséque d’une protéine

Pendant longtemps, le paradigme classique de la biologie structurale
définissait I'éxistence d’une relation forte et unique entre la structure et la fonction
d'une protéine. Ainsi une séquence d’acides aminés donnée définissait une
conformation tridimensionnelle unique, rigide et stable constituant un pré-requis
absolu pour la fonction biologique de la protéine. Ce concept a incontestablement
permis d’accumuler une quantité importante de données structurales sur les

43 Ces données ont été trés fructueuses dans la

protéines et les enzymes
compréhension des fonctions des protéines. Elles ont également profité a la
pharmacologie, car en effet, grace aux études structurales, la synthése d’agents
thérapeutiques ciblant des sites actifs bien définis, inhibant I'activité d’'une protéine
sont désormais possibles. Cependant, le dogme structural, selon lequel la protéine a
besoin d’une structure bien définie pour exercer une fonction, s’est depuis quelques
années aveéré largement erroné. En effet, il a maintenant été montré que plusieurs
protéines ou domaines protéiques ne possédent pas de structures bien définies et
exercent leur fonction dans cet état conformationel **. Une classification des états
conformationnels qui peuvent étre adoptés par une protéine a été établie (Figure
27A). Ces états corresponndent a: «globule, molten_globule_like,
pre_molten_globule_like, et random coil » ****%, La fonction d’une protéine peut
provenir de n’importe lequel de ces états conformationnels ou alors d’autres formes

transitoires entre ces états précédemment décrits *%.
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Paradigme | Protein Trinity | Protein Quartet

Structure- Wright et model (Dunker | model (Uversky,
fonction Dyson, 1999 | et Obradovic, 2002)
(Fisher, 1894) 2001)

Séquence en acides aminés

Random coil
Absence de structure
| secondaire ou tertiaire

Pre-molten globule

Structure secondaire

partiellement native, absence

de structure tertiaire

Molten globule

Structure secondaire native,

absence de structure tertiaire
| Structure 3D ordonnée

v ‘
Structure secondaire et Ordre Ordre Ordre \ Ordre

| tertiaire totalement formée

RC RC

MG MG

- .

e e - N - -

Fonction biologique

Figure 27A: Evolution des modéles illustrant la relation structure-fonction d’une
protéine. Le concept de la clé et de la serrure d’Emil Fischer, qui souligne I'importance d'une
structure 3D bien définie pour la fonction protéique, a dominé la biologie moléculaire depuis
plus d'un siécle. Cependant, la derniére décennie a permis de constater qu'un grand nombre
de protéines ne nécessitent pas une structure 3D rigide pour I'acquisition de leur fonction.
Celles-ci existent dans un état dit « désordonné », avec des quantités variables de structures
secondaires et tertiaires préformées, correspondant a l'un ou l'autre de quatre états
thermodynamiques (random coil, pre-molten globule-like, molten globule-like, et ordered)
dans des conditions physiologiques. Cette diversité dans les états conformationnels natifs
des protéines et les interconversions entre eux peuvent jouer un réle instrumental dans des
processus cellulaires hautement régulés (adaptée d’aprés *4°).

Les protéines ou domaines protéiques qui n’adoptent pas une structure
tridimensionnelle unique sont désignés comme des protéines ou domaines

435437, 441 Cependant, il

intrinsequement désordonnés (IDP ou IDD réspectivement)
est important de souligner que les régions désordonnées ont fréquemment tendance
a se structurer suite a leur fixation avec un partenaire physiologique **2.

D’autre part, les domaines désordonnés conferent plusieurs avantages fonctionnels

435-436, 441 Tout d'abord les régions

comparés a des structures rigides ou figées
flexibles peuvent adopter des conformations différentes pour permettre
I'établissement d’interactions stables avec plusieurs substrats hétérogénes d’un point
de vue structural **°. Ces régions permettent aussi de réaliser des interactions
réversibles avec des substrats de haute spécificité mais de faible affinité. Egalement,
les IDDs fournissent des sites cibles pour des modifications post-transcriptionnelles

43 et des sites spécifiques pour des dégradations par des protéases ***. Par ailleurs,
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cette flexibilité conformationnelle est requise pour I'assemblage macromoléculaire

incluant la formation d’oligoméres *2.

Le désordre natif a également un role
protecteur sur la fonction de la protéine, en permettant de préserver l'activité de
celle-ci sous des conditions extrémes de pH ou de température, ce qui est le cas des
« cold shock proteins » (Csp).
L'analyse de prédictions de structures protéiques a permis de montrer qu'une grande
proportion de protéines eucaryotes (30-60%) contiennent de longues régions
désordonnées (= 40 résidus consécutifs) “*°**°. De larges segments non structurés
sont fréquents chez les protéines régulatrices tels que celles impliquées dans la
signalisation cellulaire et le cancer, les régulateurs de la transcription et les protéines
se liant a ’ARN. Cependant, ces segments restent rares chez les protéines avec une
fonction catalytique *4¢447.

Une meilleure compréhension du réle du désordre intrinséque chez les
protéines chaperonnes des acides nucléiques permettrait de mieux comprendre les
mécanismes d’action de ces protéines et d’arriver a définir leurs fonctions cellulaires

précises.

I.5.2 Les protéines chaperons des acides nucléiques

Afin de pouvoir assurer leur réle biologique, les acides nucléiques ont besoin
d’adopter une structure secondaire ou tertiaire définie. Ce sont des protéines
chaperons qui les aident a atteindre un repliement moléculaire correct, ce qui leur
permet d’exercer leur fonction. En effet, le repliement des molécules d’acides
nucléiques peut parfois se révéler étre difficile a réaliser, car ces molécules peuvent
adopter des conformations tridimensionnelles parfois trés stables mais non
fonctionnelles. Ces états sont nommeés des piéges cinétiques ou « kinetic traps »
(Figure 28A).
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Figure 28A: Schéma illustrant le paysage energetique d’un ARN. Le paysage
energetique de I'ARN est accidenté par plusieurs minimas locaux qui correspondent a des
repliements defavorables de 'ARN « suboptimal kinetic trap foldings » (b et c). Les protéines
chaperons des ARNs lissent ce paysage en déstabilisant les conformations métastables et
en réduisant les barriéres energétiques entres les différentes conformations, en dirigeant le
repliement de I'’ARN vers sa conformation native **’.

Cependant, le cas des ARNs est encore plus particulier, vu qu’in vitro, ces

derniers perdent leurs structures facilement 448449

, alors qu’in cellulo, leur repliement
se fait de maniére efficace, ceci souligne d’avantage le rdle des interactions
protéines-ARNs dans ce processus de repliement 410 45041,

Les protéines chaperons des ARNs sont ubiquitaires dans tous les organismes
vivants et les virus. Elles guident les molécules dARN dans chaque étape du
métabolisme cellulaire, jouant un réle pivot dans la transcription, la maturation de
'ARN, son transport et sa transcription. Ces facteurs protéiques sont également

abondants et contiennent de larges domaines flexibles *%% 42,

Ces protéines
chaperons se lient aux ARNs avec une spécificité de séquence assez vaste. Elles
aident les molécules d’ARN a atteindre leurs conformations natives, tout en évitant
les piéges cinétiques, ou en tout cas en les corrigeant. En d’autres termes, les
protéines chaperons aident les ARNs a atteindre leur conformation
thermodynamiquement la plus stable en réduisant les barrieres énergétiques entre
les différents états conformationnelles (Figure 28A) °%41% 40 plysieurs exemples de
protéines chaperons ont été reportés: les protéines ribosomales, les hnRNP
(heterogeneous nuclear ribonuclear proteins), les protéines a «cold shock »
domaine, les « histone-like » protéines bactériennes, les « SM-like proteins », la
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FMRP, p53, PrPc, ainsi que les protéines de nucléocapside virales. Ces protéines
sont trés hétérogénes et leur nombre s'accroit constamment du fait du
développement de nouvelles techniques d’investigations 409410 40 453454 “Baaycoup
de ces protéines ont été caractérisées pour leurs propriétés de fixation aux ARNs et
pour leur activité de protéine chaperon des ARNs. Cependant, leur mode d’action
reste encore peu clair. De méme, il est important de souligner le manque de
similarité entre les différentes protéines chaperons des ARNSs, ce qui implique des
mécanismes d’actions divers. Cela dit, des principes généraux peuvent étre dégagés
a partir de leurs fonctions communes. D’ailleurs, une classification a été établie pour
définir si une protéine possede toutes les caractéristiques pour étre classée comme
proteine chaperon (Tableau 3A). En effet, Rajkowitsch et al, 2007 ainsi que Doetsch
et al, 2011 définissent une chaperon a partir du principe que celle-ci posséde une
activité de déstabilisation des structures secondaires des ARNSs, une activité
d’hybridation des séquences complémentaires d’ARN et une activité de déplacement

de brins. Le tout sans avoir recours a une source d’énergie externe.

Tableau 3A. Classification des protéines assistant les ARNs dans leur structuration
(adapté d’apres *%).

RNA chaperone (Protéine avec une activité chaperon)

Une protéine qui se fixe de maniére transitoire et non spécifique aux ARNs pour résoudre
les pieéges cinétiques et les conforméres non structurés. L’activité de protéine chaperon
englobe la déstabilisation des interactions ARN-ARN et le relachement des structures des
ARNs. Cependant, l'interaction avec la protéine est nécessaire pour la déstabilisation des
ARNSs et non pour maintenir leurs structures secondaires. La protéine n’a pas besoin
d’une source d’énergie pour son activité (fixation d’ATP ou hydrolyse).

RNA annealer (Protéine avec une activité d’hybridation)

Une protéine qui accélére I'hybridation des séquences complémentaires d’ARN. Elle peut
agir en se liant a 'une ou aux deux molécules d’ARN impliquées augmentant ainsi la
concentration locale et la probabilité des interactions ARN-ARN (molecular crowding).

RNA helicases (Protéine avec une activité hélicase)

Un membre de la famille des « DExD/H-box protein » qui utilise I'énergie dérivée de
I'hydrolyse de ’ATP pour résoudre les structures des ARNs et déplacer les ARNs liés aux
protéines. Seulement quelques unes sont processives, alors que la plupart des hélicases
qui sont bien caractérisées sont dites non processives ou “unwindases”.

Specific RNA binding proteins (Protéine avec une spécificité de liaison)

Une protéine ligand (ou cofacteur protéique) qui se lie de maniére spécifique a 'ARN et
contribue a sa restructuration native ainsi qu’a sa stabilité thermodynamique. Une
interaction continue avec la protéine permet de maintenir la structure fonctionnelle de
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'ARN.

1.5.3 Le désordre intrinséque chez les protéines chaperons des ARNs

Une des limites a la classification des protéines chaperons des ARNSs, est que
leur activité de protéine chaperon ne peut étre prédite du fait de la présence de
domaines ou motifs structuraux spécifiques. Cependant, elles présentent presque
toutes une fréquence plus élevée de régions désordonnées, avec plus de la moitié
des acides aminés situés dans des segments non structurés *°?>. Basé sur cette
observation, un modéle a été proposé pour la fonction des chaperons des ARNSs,
nommé « the entropy exchange model ». Suivant ce dernier, linteraction d’'une
chaperon avec un ARN non replié est accompagnée par un repliement local de la
protéine, avec un « melting » concomitant (unfolding) d’'un segment d’ARN. La
molécule d’ARN est alors libre pour explorer son espace conformationnel tout en
libérant la protéine chaperonne lors des dernieres étapes (Figure 29A). Des cycles
de transitions successives désordre-a-ordre et ordre-a-désordre dirigé par un
transfert entropique réciproque entre une molécule d’ARN et une molécule chaperon
se produisent. Ceci va mener a la formation d’'une conformation d’ARN la plus stable

et requise pour sa fonction 3% 440452,

.5.4 Mécanisme d’action des protéines chaperons des ARNs

Pour ce qui est de leurs activités précises, les protéines chaperons des ARNs
catalysent des réactions relativement diverses. Telle est I'hybridation de deux
structures d’acides nucléiques complémentaires pour aboutir a un homo- ou hétéro-
duplex ou bien la dissociation d’'un duplex ou son sauvetage lorsqu’il est mal replié
409. 455 'Une des caractéristiques les plus importantes de ces protéines, est qu'elles
n’ont guére besoin d’adénosine triphosphate (ATP) ou d’'une autre source d’énergie
externe pour exercer leur activité. Ces protéines interagissent de maniére transitoire
et non spécifique avec leurs substrats ARNs. Par ailleurs, une fois que 'ARN a
atteint sa conformation thermodynamiquement la plus stable, les protéines peuvent
se dissocier sans que la structure de 'ARN en question en soit affectée 32° 4%,
Il a été démontré que les protéines possédant une activité chaperon se lient aux

ARNs avec une faible spécificité. Ceci suggére que l'interaction de ces protéines

79



avec les ARNs se fait de maniére transitoire et principalement de nature
électrostatique **°. Cela a été confirmé avec un mutant de la protéine StpA d’E. coli,
pour lequel la capacité de liaison a 'ARN est réduite, mais qui affiche néanmoins une
activité de protéine chaperon plus élevée, comparée a la protéine sauvage. On peut
supposer qu’une forte liaison mene a une stabilisation de 'ARN et que celle-ci est
désavantageuse pour l'activité de protéine chaperon. Il a également été démontré

pour les protéines StpA *°7 et S12 48

, avec des expériences in vitro, que le mode
d’action de telles protéines est transitoire. En effet, une fois que 'ARN a adopté son
repliement fonctionnel, les protéines chaperons ne sont plus requises pour maintenir
la structure native de 'ARN (Figure 28A). Plusieurs chaperons des ARNs ont montré
une aptitude a I'oligomérisation, comme dans le cas des « histone-like protein H-
NS » et de « StpA » 33 % En conclusion, un repliement efficace des molécules
d’ARN au sein de la cellule est d’'une importance majeure pour une large variété de
fonctions biologiques. Les protéines chaperons qui assistent les ARNs dans

I'acquisition de leurs structures fonctionnelles actives, sont abondantes chez tous les
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Figure 29A: Modeéle illustrant le mécanisme d’action d’une protéine chaperon des
ARNs selon « The entropy transfer model » *°2. Les protéines chaperons des ARNs
(orange) possédent de longues régions intrinséquement désordonnées. A) La premiére
étape consiste en la fixation de ce type de protéine aux ARNs non repliées généralement de
maniere non spécifique. B) Les régions désordonnées de la protéine ont tendance a se
structurer quand les domaines du substrat sont non repliés (transfert d’entropy de la protéine
au substrat). C) L’ARN est correctement replié quand la protéine est également désordonnée
(transfert d’entropy du substrat ARN a la protéine). D) Finalement, aprés plusieurs cycles
d’ordre-désorde, le substrat ARN, correctement repli€, est libéré et la protéine est également
libre pour interagir avec d’autres substrats.
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Quelques exemples de protéines chaperons des ARNs de différents organismes sont

donnés ci-dessous :

1.5.4.1 Protéines bactériennes chaperons des ARNs
1.5.4.1.1 La protéine StpA

La protéine StpA d’E. coli est connue comme étant une protéine chaperon des
ARNs avec une activité d’hybridation de 'ARN et de deplacement de brins *°*%".
Récemment, il a été démontré que StpA se fixe de maniere transitoire a 'ARN et
préférentiellement a des régions non structurées. Cette capacité de fixation diminue
en présence de fortes forces ioniques, ce qui démontre que ces interactions sont de

nature éléctrostatique *°°.

Par ailleurs, des analyses de prédictions de structures de
StpA montrent que cette protéine contient plus de 70% de désordre. Ses régions non
structurées joueraient un réle important dans son activité de protéine chaperon, ce
qui lui confére justement une flexibilité de liaison non spécifique 452 Drautre part, une
autre caractéristique de StpA, est que pour accélerer I'hybridation de deux courts
ARNSs, celle-ci se lie simultanément aux deux molécules, ce qui démontre que
I‘hybridation est promut par un encombrement « crowding » des molécules.

D’autre part, une étude réalisée avec une protéine StpA mutante, ou une glycine
située dans le domaine de liaison aux acides nucléiques a été changée par une
valine, a démontré que d’'une part la protéine affichait une capacité de fixation plus
faible aux ARNs mais que d’autre part son activité de protéine chaperon été plus
élevée. En conclusion, 'activité de protéine chaperon de StpA provient d’interactions
faibles et transitoires au lieu d’'une fixation spécifique et de haute affinité. Cela
démontre une relation inverse entre l'efficacité de fixation aux ARNs et I'activité de
protéine chaperon. En suggestion, l'activité de protéine chaperon des ARNs provient

d'interactions faibles et transitoires plutét que d'une forte fixation aux ARNs.
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1.5.4.1.2 La protéine CspA

Les Csps (Cold-shock proteins) sont de petites protéines de 70 acides
aminés, qui sont ubiquitaires au sein des bactéries et des Archées. La bactérie E.
coli exprime neuf membres de la famille des Csps, dont CspA et CspE représentent
ses Csp majeures. Ces deux derniéres se lient de maniére non spécifique a 'ARN et
possédent une activité de déstabilisation des acides nucléiques *°*®3. Ces protéines
sont transitoirement exprimées dans des conditions de stress, liees a de faibles
températures, ceci afin d’assurer différentes fonctions cellulaires. CspA est une
protéine chaperon des ARNs qui se lie aux acides nucléiques simples brins. Cette
protéine déstabilise les structures en tiges boucles des ARNm qui se constituent a
basse température, permettant ainsi une transcription des génes méme dans des

conditions stressantes liées a une chute de température “.

Le site de fixation comprend six résidus aromatiques qui sont accompagnés
de plusieurs lysines chargées positivement. D’apres les structures des complexes

Csp-acides nucléiques “64-46¢

, On observe que cing nucléotides peuvent étre insérés
dans le site de fixation et que les trois résidus aromatiques F18, F31 et H33 de Csp1
sont essentiels ; la mutation de l'un d'entre eux entrainant une perte totale de
I'activité de protéine chaperon alors méme que la fixation a ’'ARN ne semble pas étre
affectée par ces mutations “°"*%°. Des travaux récents de RMN sur ce systéme ont
permis d'obtenir de nouvelles informations, les expériences ont permis de suivre
l'association en duplexe de deux structures ARN tiges boucles repliées et
complémentaires, tout en mesurant les vitesses de dépliement des structures
initiales repliées et la formation du duplex au niveau de chaque paire de bases,
suggeérant que la protéine exerce son activité en déstabilisant les paires proches du
complexe boucle-boucle puis en progressant de proche en proche vers les
extrémités. Les interactions entre les résidus aromatiques de CspA et les bases
acides nucléiques ont été bien mises en évidence et l'effet de ces interactions dans

le processus de déstabilisation des paires de bases est également souligné.

1.5.4.2 Protéines virales chaperons des ARNs

La premiére des protéines virales chaperons des ARNs a avoir été reportée
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est la protéine de nucléocapside des rétrovirus aviaires et murins **°. D’autres
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protéines virales chaperons ont été reportées par la suite et sont listées au tableau
ci-dessous :

Tableau 4. Protéines chaperons impliquées dans la réplication virale .

Protéines’” Virus® Fonctions Références
Protéines virales
Transcription inverse,
NC Rétrovirus transfert de brin .
SdAg HDV Réplication 1
Core Flaviridae Réplication i
N Coronavirus Synthése d'ARN i
N Hantavirus Réplication i
3AB Poliovirus Réplication, recombinaisons 1
Régulation temporaire de la

Vif VIH-1 transcription inverse .
Tat VIH-1 Transcription de I'ADN viral [*'’
Facteurs cellulaires

Picornavirus, HCV,

coronavirus,
PTB calicivirus Traduction, synthése d'ARN [""**
hnRNP A1 Coronavirus Synthése d'ARN B
La HCV, poliovirus Traduction, réplication .
Unr HRV-2 Traduction [
PARBP33 ASBVd Réplication .

a) NC, nucleocapsid protein; SdAg, small delta antigen; N, nucleocapsid protein; Vif, viral infectivity factor;
Tat, transcription activation factor; PTB, polypyrimidine tract-binding protein; hnRNP A1, heterogeneous
nuclear ribonucleoprotein A1; Unr, upstream of N-ras.

b) HDV, hepatitis delta virus; VIH-1, Virus de 'immunodéficience humaine-1; HCV, hepatitis C virus; HRV-
2, human rhinovirus-2; ASBVd, avocado sunblotch viroid.

Néanmoins, le réle préci de ces chaperons des ARNs dans le cycle viral reste
peu clair du fait de la difficulté d’analyse de ces activités de protéines chaperons
dans un contexte in vivo. De méme que pour les protéines chaperons des ARNs en
général, celles des virus ne présentent pas d’homologies de motifs structuraux.
Néanmoins, elles suivent la régle de la présence de longues régions désordonnées.
Ce constat fait donc du degré de désordre d'une protéine (déterminable par des
programmes de prédiction) un critére de sélection pour rechercher des activités de

protéines chaperons chez plusieurs candidats viraux.

1.5.4.3 Protéines chaperons des ARNs du VIH-1

Le virus du VIH-1 peut étre un modeéle de choix dans I'étude des protéines
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chaperons des ARNs. En effet, le VIH-1 posséde plusieurs protéines chaperons des
ARNs sans compter les chaperons cellulaires qui sont impliquées dans son
processus de réplication. La protéine de nucléocapside du VIH-1 en tant que

4 3% 485 ot reste extensivement

chaperon a été décrite pour la premiére fois en 199
étudiée vu que celle-ci joue un réle crucial dans les processus de transfert de brins
"7 Récemment, il a été démontré que les protéines virales Tat et Vif possédaient

également une activité de protéine chaperon des acides nucléiques */%47".

1.5.4.3.1 La protéine de nucléocapside

L’activite de protéine chaperon de la protéine de nucléocapside du VIH-1 est décrite
au paragraphe (IV).

1.5.4.3.2 La protéine Tat

Tat appartient a la famille des IDPs, elle posséde une organisation hautement

déstructurée (pas d’hélice a ni de feuillet ) **

, C'est justement ce désordre
intrinséque et sa flexibilité conformationelle qui conférent a Tat I'aptitude a interagir
avec différents facteurs viraux et cellulaires **® *¥’_ Le fait que Tat soit capable de se
lier aux acides nucléiques et qu’elle posséde une nature désordonnée, suggere
fortement que Tat est également une protéine chaperon des acides nucléiques 4,

436, 477, 487 avec des

Son rdle chaperon des ARNs a été récemment démontré
propriétés semblables a celles de la NCp7. La région 44-61 serait le support principal
de cette activité de protéine chaperon et Tat semble se structurer lorsqu’elle interagit
avec ses partenaires “®®. |l a été démontré que Tat active efficacement I'hybridation
de 'ADN, le clivage de ’'ARN médié par le ribozyme et le trans-épissage de 'ARN in
vitro *’". D’autre part, Tat induit le remplacement d’un brin ADN imparfait par un autre
brin parfaitement complémentaire *’’. Cependant, cette activité n’a pas été observé
avec des séquences d'ARN complémentaires “®°. D'aprés cette derniére étude, Tat
ne remplit donc pas tous les critéres pour pouvoir étre désignée comme une
chaperon des ARNSs, puisqu’elle ne posséde pas d'activité de remplacement de brin,
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on parle donc plutét de « RNA annealer » . Cette incapacité a effectuer le

remplacement de brin est due au fait que Tat est incapable de déstabiliser les
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structures secondaires des ARNs. Néanmoins Tat promeut correctement les
réactions d’hybridation non spécifigues des acides nucléiques, quand la
déstabilisation des structures n’est que peu ou pas requise. Les acides aminés 44-61
sont les principaux responsables de l'activité « annealer » de Tat et constitue la
séquence la plus courte connue possédant cette activité.

Les proprietés d’hybridation de Tat font que cette protéine peut promouvoir
Ihybridation de PARNt™*® & 'ARNVv et intervenir dans les processus de transferts de
brin “*°. Tout cela fait de Tat un facteur stimulant la transcription inverse comme la
NCp7 “°™% En effet, la comparaison des activitts de ces deux protéines a
démontré une grande similarité avec toutefois quelques différences. Dans le cas du
premier transfert de brin, l'efficacité d’hybridation des séquences TAR/cTAR est
comparable entre la NCp7 et Tat. Cela dit, la réaction suit un mécansime « zipper »
en présence de Tat **° vu que cette derniére ne peut pas réarranger les structures
secondaires de TAR ou cTAR. Il en ressort que, Tat et NCp7 activent de maniere
coopérative I'hybridation entre les séquences TAR et cTAR, soulignant un role
possible et accessoire de Tat dans la stimulation du processus de transcription
inverse %’

Dans le cas du second transfert de brin, in vitro les séquences PBS (+) et (-) peuvent
s’hybrider spontanément via un mécanisme « zipper », néanmoins en présence de
NCp7, le mécanisme d'hybridation devient majoritairement un mécanisme
d’hybridation boucle-boucle (Figure 30A) et I'efficacité de la réaction est agmentée de
60 fois *'°. Ce basculement de voies d’hybridation est lié¢ avec I'aptitude de la NCp7 a
réarranger les boucles de PBS (+) et (-) tout en induisant des restrictions sur la
dynamique des bases situées au niveau des boucles **> *°’. En comparaison, Tat
acceélére I'hybridation de PBS (+) et (-) mais ne parvient pas a changer les voies
d'hybridation vers un mécanisme boucle-boucle. De ce fait, Tat stimule le mécanisme
d’hybridation des séquences PBS déja présent c’est-a-dire le « zipper » %’.

En conclusion, les deux protéines montrent des capacités proches
d’hybridation et d’agrégation des acides nucléiques. La différence la plus importante
étant I'inaptitude de Tat, contrairement a la NCp7, a ére capable de déstabiliser
transitoirement les structures secondaires des acides nucléiques et a modifier la

dynamique locale des nucléobases.
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Figure 30A: Mécanismes d’hybridation des séquences PBS(+)/PBS(-). A) Séquences
PBS(+)/PBS(-). B) En présence de NCp7, la réaction d’hybridation des PBS(+)/(-) a lieu
selon un mode d’hybridation boucle boucle (cyan). En absence de NCp7, cette voie
d’hybridation est négligeable et les séquences PBS(+)/(-) s’hybrident spontanément par
leurs extrémités simples brins (bleu). Ce dernier mecanisme est également dominant en
présence de la protéine Tat **’.

1.5.4.3.3 La protéine Vif

Vif est une protéine basique de 192 acides amines (riche en aa basiques ‘Arg
et Lys’ et hydrophobes ‘Trp’), d’'une masse moléculaire de 23 kDa. Son activité de

protéine chaperon est impliquée dans les étapes précoces de la transcription

inverse : Vif augmente l'efficacité de I'hybridation de 'ARNt-?

494

a la séquence PBS
, réduit les pauses de la RT et augmente la synthése de 'ADN strong stop.
Rappelons que les pauses de la RT se produisent du fait des structures secondaires
stables présentes dans la matrice ARN *%°*%_V/if se lie aux structures secondaires
dans la région R et U5’ de 'ARNg **” avec une forte affinité de liaison **®. Cependant
Vif a un effet assez modeste sur les transferts de brins, qui sont médiés
habituellement par la NCp7. Récemment, il a été proposé que Vif joue le réle d’'un
régulateur négatif de l'initiation de la transcription inverse de maniere temporaire,
ceci afin d’éviter que le processus ait lieu de fagon immature *°.

Il en ressort que Vif posséde des différences et des similitudes avec la
protéine de nucléocapside NCp7. Alors que l'affinité de liaison de la NCp7 pour
'ARN diminue fortement avec des concentrations croissantes de sels """ 37° |l

apparait, qu'en revanche, le complexe Vif:ARN résiste a de fortes concentrations en
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sels 4% De méme que pour la NCp7, Vif posséde une forte affinité pour les

régions simples brins riches en guanines et cytosines 949

1.5.4.4 Protéine de nucléocapside du VIS

L’activité de protéine chaperon de la nucléocapside du VIH-1 a été bien
caractérisé in vitro, cependant, il est intéressant de comparer les différents
mécanismes d’action entre la NCp7 du VIH-1 et celle du VIS (Figure 31A).
Récemment, I'activité de protéine chaperon de la NCp7 du VIS a été caractérisée °%,
celle-ci n’a montré que de Iégéres différences, comparée a la NCp7 du VIH-1, dans
sa capacité a faciliter le premier ou les autres transferts de brins qui ont lieu au cours
de la transcription inverse. Cependant la NCp7 du VIH-1 s’est montrée beaucoup
plus efficace en tant que protéine chaperon avec un taux plus élevé de transferts de
brins et d’efficacité d’hybridation, cette différence est due a une énergie de
compaction de 'ADN plus élevée et une activité agrégative des acides nucléiques
plus importante de la NCp7 du VIH-1 comparée a celle du VIS °%. En effet, il s’est
avéré que la NCp7 du VIH-1 possede un caractere plus basique que la NC du VIS,
par exemple, a pH= 7, la charge estimée pour la NCp7 du VIH-1 est de 11.2 alors
que celle du VIS est de 10.2.

a 20, ) 40 )
GK G H | GK E G I Q
( , M
N n 2+ K K Zn 2+ K
E N w D
HIV-1 NC  IQKCNFRNQRKTVK “RAPRKKG “TERQAN
1 10 30 50 55
£G .20 Mo
GK "9 Hg . GQ } v
( A L M
N “zn2 R K “Zn2e A
W Q w K
SIVNC AQQKGPRKPIK RTPRRQG "PDRQAG
1 10 30 S0 52
b
Zinc Finger 1 Zinc Finger 2

HIV-1 NC IQKGNFRNQ)
SIVNC ---AQOKGPRKPIKCWNCGKEGHSARQC

RAPRKKGCWKCGKEGHQMKDCITERQAN 55
RTPRROQGCWKCGOMGHVMAKCPDRQOAG 52

Figure 31A: Séquences et caractéristiques structurales des protéines de
nucléocapside du VIH-1 et du VIS. A) Diagramme schématique des protéines de
nucléocapsides de la souche NL4-3 du VIH-1 et du VISmne. Résidus basiques (bleu),
residues acides (rouge), les résidus CCHC qui coordonnent les ions Zn** des deux ZFs
(gris), les résidus aromatiques de chaque doigt de zinc sont soulignés. B) Alignement de
séquences des protéines de NC (VIH-1 et VIS). Les couleurs et les soulignements sont les
mémes qu’en (a). Les cadres indiquent les séquences comprenant chaque doigt de zinc 500,
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I.5.5 Les prions humains impliqués dans les maladies

Un prion ou particule protéique infectieuse (PROteinaceous INfectious
particle) est un agent pathogéne constitué d’'une protéine dont la conformation ou le
repliement est anormal. Les prions sont responsables de maladies
neurodégénératives fatales telles que la maladie de Creutzfeldt-dakob, kuru,
'insomnie fatale familiale (IFF) et le syndrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker
(SGSS). Les prions possedent un domaine N-terminal intrinséquement désordonné,

%01 Bien que les PrPs soient

caractéristique des protéines chaperons des ARNs
conservees chez les vertébrés, leurs fonctions restes peu claires.
Une étude avec une huPrP (human PrP), composée de 245 acides amines,

localisée au niveau du cytoplasme et impliquée dans une variante de SGSS %02,

a
démontré que les PrPs possédaient une activité d’hybridation des acides nucléiques
(ARN et ADN) similaire & celle de la protéine de nucléocapside du VIH-1 °. En effet,
Les PrPs imitent largement le réle de la NCp7 dans le cycle de réplication, tant au
cours de la dimérisation de 'ARNg, sa stabilisation, linitiation de la transcription
inverse par I'hybridation de 'ARNt"® & la séquence de '’ARNg en 5’ et 'hybridation
des séquences complémentaires des acides nucléiques au cours de la transcription
inverse. Cette analyse, souligne le fait que les PrPs seraient impliquée dans
plusieurs fonctions cellulaires via leurs activités de protéines chaperons des acides
nucléiques. Les fonctions connues jusqu’ici englobe leur implication dans I'activité

d’'une superoxyde dismutase, dans le métabolisme de Copper °*

, ainsi qu’une
participation dans le signal de transduction au cours de la différenciation neuronale
%95 Egalement, les PrPs sont impliquées dans I'établissement d’interactions avec des
glycans sulfatés °°° des aptaméres ARN °%’, de larges acides nucléiques °°%°%°
menant a la formation de complexes nucléoprotéiques similaires aux complexes
NCp7-ARN formés in vitro °'°. Par ailleurs, une étude récente a rapporté que le virus

du MLV accélére le processus infectieux de la tremblante °"'

, Ce qui suggere une
interaction entre les rétrovirus et les prions in vitro, qui pourrait expliquer les résultats

précédents sur le huPrP et le VIH-1.

88



Il Objectifs de la these

89



Etant donné le role crucial que joue la protéine de nucléocapside du VIH-1
dans le cycle viral, I'investigation de ses propriétés structurales et fonctionnelles est
d’'une importance majeure d’un point de vue fondamental et appliqué. En effet, bien
que plusieurs agents pharmacologiques anti-NC aient été développés, des tests
cliniques n'ont pas pu étre effectués du fait d'un manque de spécificité, ce qui
engendre une toxicité importante, notamment pour la classe des éjecteurs de zinc.
De ce fait, nous pensons qu'il est nécéssaire de mieux comprendre les mécanismes
de fixation de la NC aux acides nucléiques afin de pouvoir élaborer des inhibiteurs
dotés d’une haute spécificité pour la protéine. La NC constitue une cible
thérapeutique attrayante vu que celle-ci facilite les mécanismes de transferts de brin
et de ce fait les recombinaisons génétiques du VIH-1. Egalement, celle-ci joue un
réle déterminant dans I'assemblage et le bourgeonnement des particules virales, ce
qui implique que son inhibition bloquerait le processus de production virale a
plusieurs étapes du cycle de réplication. Sa conservation trés élevée entre les
différentes souches est un autre facteur justifiant le ciblage de la NC.

L’'objectif principal de ma thése est de caractériser les mécanismes
structuraux et moléculaires qui régissent le mode d'action de la protéine de
nucléocapside. En d’autres termes, caractériser par des méthodes de biophysiques
(Anisotropie de fluorescence, FRET, RMN) et de biologie moléculaire :

a) L’affinité de liaison de la NCp7 a différentes séquences d’acides nucléiques et
de différentes tailles dans le but de déceler les motifs préférentiels de la
protéine.

b) Les modalités de déstabilisation des séquences TAR/cTAR qui sont
impliquées dans le premier transfert de brin au cours de la transcription
inverse et ce dans le but de saisir les voies d’hybridation empruntées en
fonction du rapport protéine:nucléotide, de la température, du pH ainsi que
des structure secondaires des séquences.

c) La polarité de fixation de la NCp7 aux acides nucléiques en fonction de leurs
natures (ADN ou ARN), s'’il en existe une.

d) La structure et la dynamique interne comparée des trois formes majeures de

NC: Immature NCp15, intermédiaire NCp9 et mature NCp7.
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Dans cette partie sont décrits les matériels et méthodes qui ne sont pas mentionnés dans

les articles publiés.

1.1 Matériels

ll.1.1 Oligonucléotides
Tous les oligonucléotides ont été fournis par Eurogentec (Belgique). Pour les

expériences d'anisotropie de fluorescence, la fluorescéine (un marqueur fluorescent) a été

greffée a I'extrémité 5’ de ces acides nucléiques (Tableau 1B).

Tableau 1B. Oligonucléotides utilisés pour I’étude par anisotropie de fluorescence.

Oligonucléotide | Séquence

SL3 ADN 5 F*GGACTAGCGGAGGCTAGTCC &
SL3 ARN 5 F*GGACUAGCGGAGGCUAGUCC &
SL3 ADN20G 5 F*GGACTAGCGGGAGGCTAGTCC &
cTAR26 5 F*CCAGAGAGCTCCCGGGCTCGACCTGG 3’
cTAR33 5 F*TAGCCAGAGAGCTCCCGGGCTCGACCTGGTCTA
GCG 5 F*TAGCGAT 3

GCG11 5 F*TCTAGCGATCT 3

GCG13 5 F*TACTAGCGATCAT 3

GGC 5 F*TAGGCAT 3

TCG 5 F*TATCGAT &

AGC 5 F*TAAGCAT ¥

TGC 5 F*TATGCAT &

TAC 5 F*TATACAT &

ACG 5 F*TAACGAT ¥

CCG 5 F*TACCGAT 3’

GAG 5 F*TAGAGAT 3’

caGAG 5 F*CAGAGAC 3

caGCT 5 F*CAGCTAC 3

caGGC 5 F*CAGGCAC 3

caUCG 5 F*CAUCGAC 3

caTCG 5 F*CATCGAC 3

caGCU 5 F*CAGCUAC 3

caGUC 5 F*CAGUCAC 3

caGTC 5 F*CAGTCAC 3

caTGC 5 F*CATGCAC 3

caUGC 5 F*CAUGCAC 3

atGAG 5 F*ATGAGAT 3’

Nous avons choisi d’étudier des structures en tige boucle (cTAR26, cTAR33, SL3
ADNZ20, SL3 ARNZ20, SL3 ADN20G) (Figure 1B) ainsi que de courtes séquences linéaires
incapables de se replier et contenant différentes séquences avec des sites de fixation
préférentiels ou non de la NCp7. Le choix de la taille et de la séquence a été réalisé en
tenant compte des propriétés connues de reconnaissance des séquences d’acides
nucléiques par la NCp7.
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Figure 1B: Séquences d’oligonucléotides en tige boucle utilisées pour I'étude de I'affinité
de liaison de la NCp7 aux acides nucléiques. Les structures secondaires ont été prédites par
mfold. De gauche a droite, la tige boucle SL3 ADN (20 nt) et son homologue ARN (SL3 ARN), SL3
ADN avec une guanine rajoutée sur sa boucle apicale en position 11 (SL3 ADN20G), les
séquences tronquées cTAR ADN (26 nt) et (33 nt).

Pour les expériences de FRET, nous avons étudié I'hybridation entre les séquences TAR
et cTAR tronquées (29 nt) afin de simplifier le modéle expérimental et d'étudier
correctement les effets de linversion des boucles internes dans les molécules. Une
tetramethylrhodamine (TMR) a été greffée en 5’ et une fluorescéine a été greffée en 3’ sur
les séquences ADN (Tableau 2B). Nous avons tout d’abord réalisé un couple des
séquences sauvages nommées TARO/cTARO. Un deuxieme couple mutant a été réalisé
en inversant les positions des boucles internes simple brin (Figure 2B), car ces derniéres
constituent des sites ou la protéine NCp7 se fixe préférentiellement, puis déstabilise les
régions adjacentes *'2. Si la NCp7 se fixe puis déstabilise les séquences double brins
avec une polarité définie comme nous I'avons exposée dans l'introduction (Figure 19A), la
modification de la position des boucles internes devrait influer de fagon importante sur le
positionnement de la protéine et donc sur la déstabilisation associée. Pour chacune des
deux familles de molécules (cTARO/TARO) et (cTAR1/TAR1), d’autres types de mutants
ont été realisés, le but des experiences avec ces mutants est de caractériser pour
chacune des familles le chemin d'hybridation préféré : "kissing complex" ou "zipper
mechanism". Les mutants au niveau des boucles apicales permetttent de tester si le
chemin "kissing complex" est affecté tandis que les mutants au niveau des extréméités
des tiges rendent plus difficile le passage par le mécanisme "zipper". La comparaison des

expériences effectuées, a l'intérieur de chaque famille, avec les molécules sauvages, les
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mutants "loop" et les mutants "stem" devraient permettre de déduire dans chacun des cas
quel est le mécanisme d'hybridation majoritarire.

Les mutants destinés a empécher I'hybridation via un mécanisme "kissing complex"
possedent deux mutations au niveau des boucles apicales des ADNs ce qui affecte la
complémentarité de ces derniéres avec leur homologue ARN (cTARO_29nt loop et
cTAR1_29nt_loop) (Figure 2B).

Pour les mutants "stem" destinés a affecter le chemin "zipper", les mutations (au nombre
de deux) se trouvent au niveau des extrémités des ADNs ce qui affecte également la
complémentarité de ces derniéres avec leur homologue ARN (cTARO_29nt_stem et
cTAR1_29nt_stem) (Figure 2B).

Tableau 2B. Oligonucléotides utilisés pour I’étude par FRET.

Oligonucléotide Séquence
TARO_29nt 5" ACA GAG UCU GAG CCU GGG AGC UCcC uCu GU 3
cTARO_29nt 5 TMR*ACA GAG GAG CTC CCA GGC TCAGAC TCT GT*F &
TAR1_29nt 5" ACA GAG GAG CCU GGG AGC UCu cuc ucu Ggu 3
cTAR1_29nt 5 TMR*ACA GAG AGA GAG CTC CCA GGC TCC TCT GT*F 3’
cTARO0_29nt_stem 5 TMR*CAA GAG GAG CTC CCA GGC TCAGAC TCT TG*F 3
cTARO_29nt_loop 5 TMR*ACA GAG GAG CTC AAA GGC TCA GAC TCT GT*F 3’
cTAR1_29nt_stem 5 TMR*CAA GAG AGA GAG CTC CCA GGC TCC TCT TG*F 3’
cTAR1_29nt_loop 5 TMR*ACA GAG AGA GAG CTC AAA GGC TCC TCT GT*F 3’
UG GG c—>A—A uG GG A—A <—c
C A Boucle apicale T G c A Boucle apicale T G
CG 10— &6 ¥~ce c6— "
G-C ? Tige haute &€ G-C Tige haute G-C
10 A-U ’ AT A-U 20 A-T
\U G-C G-C A2 G-C U/ 10\A G-C
c Boucle interne G c Boucle interne G
A U
v G-C G-C G-C A G-C
A-U A-T A-U AT
G-C G-C G-C G-C
A-U Tige basse A-T A-U Tige basse AT
c-G C-G A-T CG -
A-U - T Tc—G AU A-T /c "\
5 3 - . C—G A T
5 3 >3 5’ 3’
TARO cTARO TAR1 cTAR1

Figure 2B: Séquences d’oligonucléotides TAR/cTAR utilisées pour I’étude par FRET. A
gauche est représenté le couple sauvage (TARO et cTARO), a droite est représenté le couple
mutant (TAR1 et cTAR1) dont la position des boucles internes a été inversé. Les bases encadrées
représentent les modifications effectuées sur les ADNs, sur la boucle apicale pour empécher
I'hybridation par les boucles (loop0 et loop1) ou par les extrémités 5°/3’ (stemO et stem1).
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Pour les expériences de RMN PRE, les heptaoligonucléotides (Tableau 3B) sont
modifiés soit en 5’ ou 3’ par une base 4-thio-dT (S4dT) ou 4-thio-U (S4U) pour les ADNs et
les ARNs respectivement (Figure 3B). Par la suite, les oligonucléotides seront marqués
par un agent paramagnétique, le proxyl. Le protocole de marquage est détaillé au
paragraphe chapitre méthodes (111.2.3.3).

Tableau 3B. Oligonucléotides utilisés pour I’étude par RMN PRE.

Oligonucléotide modifié Noms
5’ S4-TAGAGAT 3’ 5’84T
5’ TAGAGAT-S4 3’ 384T
5’ S4-UAGAGAT 3’ 5'S4U
5 TAGAGAU-S4 3’ 3's4U
Oligonucléotide marqué au Proxyl Forme Forme
paramagnétique | diamagnétique
5’ Proxyl-S4-TAGAGAT 3’ 5’Proxyl-D 5’0x-D 5’Red-D
5" TAGAGAT-S4 -Proxyl 3’ 3’ Proxyl-D | 5’0Ox-D 3’Red-D
5’ Proxyl-S4-UAGAGAU 3’ 5’Proxyl-D 5’0x-R 5’Red-R
5" UAGAGAU-S4 -Proxyl 3’ 3’ Proxyl-D | 5’0Ox-R 3’Red-R
CH |
)J\/| G B “ T NH
HN _ | oty AL
5' Oligoanwaww—0 o// N 2 VlIgowana ‘ N~ \\O
o=h—o 00— |
H3C CH3 H(I) (o) HO PP s
N 4'“;‘2’6‘25(;5"” 4-Thio-Uridine (s4U)
HsC 7' CHj [27-6445-XX] o oH

(o]
0 =F|’— 00— w\0ligo-3

|
O—=P—0—vWwwWwW\Qligo-3'
! OH

3-(2-IODOACETAMIDO) PROXYL OH

Figure 3B: Sonde paramagnétique et bases modifiées utilisées pour le marquage des
oligonucléotides pour I’étude par RMN PRE.

ll.1.2 Peptides

Dans un premier temps, les expériences d’anisotropie de fluorescence ont été
réalisées avec la protéine tronquée NC(11-55) afin d’éviter les problémes d’agrégations
lies a la partie N-terminale fortement basique. La NC(11-55) a été synthétisée

chimiquement (méthode Fmoc/opfp et purifiée par HPLC) par I'équipe du Pr. Yves MELY
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de I'Université de Strasbourg a un degré de pureté de >98%. Par la suite, nous avons
également utilisé la protéine de forme compléte NC(1-55) (Figure 4B). Pour les études de
RMN, nous avons procédé a la surproduction de la protéine NC(1-55) enrichie en "N dans
le laboratoire du Dr Carine Tisné (IBPC) et dont le protocole est détaillé au paragraphe
méthodes (l11.2.3.5).

La concentration de la protéine est déterminée par mesure de l'intensité du signal UV en
utilisant un coefficient d'extinction molaire de 6410 M-1.cm-1. |l est important de préciser
que le peptide, dans le cas des synthéses chimiques uniquement, a été préparé avec 3
équivalent de ZnCl; afin d’assurer la saturation des motifs en doigts de zinc.

CGK E<;§uTA CGK EGHg
N \Zn; R K \Zn ':(
NC(11-55) ';/ \CN Vé/ \cD KEG s KEGH
KNVK RAPRKKG TERQAN G / | G / Q
" 55 G s A oy M
CGKEG;TA CGKEE\\HQM F / \ i Wc/ \cD
MNGLE R OKSGE IQKGNFRNQRKTVK RAPRKKG TERQAN
Ce il NN w_~ N\ 0 C i e— )
< L i c N ZF.  linker ZF C
NC(1-85) MQRGNFRNQRKNVK RAPRKKG TERQAN ter 1 2 ter
1 55

Figure 4B: Structure des peptides utilisés dans nos travaux. Structure de la forme tronquée
(11-55) et compléte (1-55) de la protéine, souche (MAL) a gauche, utilisées pour les études
d’anisotropie de fluorescence. Séquence de la NC(1-55) souche (NL4.3) a droite, utilisée pour les
étude de FRET et de RMN, ou les différents domaine de la NC sont indiqués.

1.2 Méthodes

l1.2.1 Spectroscopie de fluorescence

La spectroscopie de fluorescence est une technique versatile qui permet d’analyser,
a I'équilibre ou en temps réel, les variations de I'environnement de sondes fluorescentes
intrinséques (notamment le tryptophane pour les protéines) ou extrinseéques (fluorophores
synthétiques). Dans mon travail, j'ai utilisé la fluorescence pour déterminer les affinités des
interactions des différents partenaires du systeme, a savoir la NCp7 avec différentes
séquences d’acides nucléiques, et également pour explorer les mécanismes d’hybridation
entre TAR et cTAR.

111.2.1.1 Principe de la fluorescence

En absorbant un photon, un chromophore passe de son état électronique
fondamental (Sp) a un état excité (S,). Aprés s’étre partiellement désexcité jusqu’au niveau
S, il peut retourner a I'état fondamental en émettant un photon : c’est le phénomene de

luminescence. Ce phénoméne englobe deux processus: la fluorescence et la
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phosphorescence, qui dépendent de la nature des états fondamentaux et excités de la
molécule considérée. La désactivation des molécules excitées s’effectue suivant trois
grands processus (Jablonski, 1935):

a) par désactivation non radiative, S,—Sy. L’énergie est alors dissipée par les chocs
moléculaires ;

b) par désactivation radiative. Aprés désexcitation S,—S4, la molécule, en passant du
premier niveau excité S1 au niveau So, émet un photon de fluorescence : S1—Sg + hvg ;
c) par conversion inter-systemes : passage d’'un état singulet S; a un état triplet Tx. Le
retour de T{ a I'état fondamental peut se faire avec émission d’'un photon de

phosphorescence (Figure 5B).

i

Cl

Inhibition

S1 cIs

Absorption

T1
Retour non )
radiatif Fluorescence

Phosphorescence Remémn
radiatif
S v,

\ >
\ S
\ < v,

NN\

S,

Figure 5B: Diagramme de conversion d’énergie selon Jablonski (Jablonski, 1935) indiquant
les chemins permettant la production et la désexcitation d’un état excité (So = état Fondamental ;
S1, S2 = état Singulet ; T1 = état Triplet ; RV = rotation vibrationnelle ; Cl = Conversion Interne ;
CIS = conversion inter-systéme).

11.2.1.2 Caractéristiques de la fluorescence
Le coefficient d’extinction molaire £ (mol.L™".cm™) ou absorbance spécifique refléte la
probabilté d’absorption d’'un composé a une longueur d’'onde donnée. Il obéit a la loi de
Beer-Lambert :
A=elc (1)
Ou A est I'absorbance, ¢ est la concentration de I'échantillon et / la longueur du trajet

optique.
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L’intensité de fluorescence ou « brillance » d’'une sonde fluorescente est déterminée par

le produit du coefficient d’extinction molaire et le rendement quantique.

Le temps de déclin ou de durée de vie de fluorescence t (s) correspond a la durée de
vie moyenne de I'état excité avant le retour a I'état fondamental. Il peut étre mesuré par

I'analyse du déclin de fluorescence, suivant la loi exponentielle :

Ou [y est I'intensité de fluorescence initiale.
r est caractérisé par la dépopulation du niveau excité par les processus radiatifs et non
radiatifs et est relié aux constantes cinétiques de désexcitation correspondantes, par la

relation:

t= ()

Ou k; est la constante cinétique de désexcitation radiative et k,, est la constante cinétique

de désexcitation non radiative.

Le rendement quantique et les propriétés spectrales de fluorescence d’'une sonde sont
sensibles a leur environnement. Une des conséquences d’'une modification des propriétés
du milieu peut étre une modification du rendement quantique de la sonde qui se traduit par
une atténuation de la fluorescence. Cette atténuation peut étre causée par différents
mécanismes comme (i) un transfert d’énergie de la sonde vers un composé environnant,
(i) une influence d’'un facteur exogéne (pH, température...) ou (iii) une interaction avec
d’autres molécules de la méme espéce si la densité du fluorophore est trop importante.
L’atténuation de fluorescence peut aussi refléter I'agrégation du peptide : les résidus
fluorescents sont enfouis dans les oligoméres et deviennent moins accessibles a la
lumiére excitante. On peut définir un rendement quantique photochimique (¢f) par le bilan
entre le nombre de photons émis par le nombre de photons absorbés. Il représente donc
la fraction des phénomeénes radiatifs dans la désexcitation de la molécule :

ky
¢f - ky+kny (4)

Lorsque la désexcitation non radiative est négligeable, le ¢f est proche de 1.
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Le déplacement de Stokes représente la différence entre les maxima des longueurs
d’onde d’absorption et d’émission.

111.2.1.3 Anisotropie de fluorescence

L’anisotropie de fluorescence est une méthode utilisée pour étudier les interactions
des macromolécules en permettant de déterminer les paramétres de liaison impliqués :
constante de dissociation, coopérativité et stoechiométrie de liaison °'*°. Plus
précisément, le phénomeéne d'anisotropie repose sur le maintien d'une polarisation de la
lumiére absorbée par I'échantillon (Figure 6B). L’anisotropie de fluorescence est une
technique qui enregistre la dépolarisation partielle ou totale de la fluorescence d’un
fluorophore localisé dans une macromolécule (protéine ou acide nucléique). La
dépolarisation de fluorescence peut étre causée par plusieurs phénoménes selon
I'échantillon, mais la principale cause est la rotation par diffusion rotationnelle des
fluorophores. Les molécules qui ont la bonne orientation par rapport a la lumiére
excitatrice polarisée linéairement sont donc excitées préférentiellement : c’est le principe

de la photosélection (Figure 5B) °'.

Polariseur d’excitation

E Photosélection \ a=ag + a(,[)
0 -
L . HE Excitation polarisée
umiére polarisée
Echantillon H H
Source de lumiére naturelle: le Lumiére de Fluorophore Fluorophore
champ électrique des photons peut fluorescence polarisée immobile mobile
vibrer dans toutes les directions du —_— —_—
plan perpendiculaire a la direction Mesure des " 1 " L
de propagation composantes:
- paralléle (1) et e . X .
- perpendiculaire Emission polarisée Emission dépolarisée
Polariseur d’observation (11) de la lumiére C
Lumiére dépolarisée
I - I polarisée
Anisotropie de r= u l
fluorescence +
Photomultiplicateur I" 21-1- polarisée

Figure 6B: Représentation

schématique de [P'analyse de la liaison d’un ligand par

anisotropie de fluorescence. (A) Principe de mesure par anisotropie de fluorescence (B) Un
fluorophore est excité par une lumiére polarisée. Si pendant la durée de vie de l'état excité, le
fluorophore est immobile, la lumiére émise sera majoritairement orientée parallélement au rayon
incident. Par contre, si 'orientation du dipdle des molécules fluorescentes change (mouvement du
fluorophore), la polarisation P mesurée diminue. (C) Lorsqu’un ligand fluorescent (D *) libre en
solution est excité par une lumiére polarisée, sa rotation rapide (en raison de son faible poids
moléculaire) provoque I'émission d’une lumiére dépolarisée et une anisotropie faible est mesurée.
Quand D * se lie a un récepteur R, son volume effectif augmente et sa rotation est ralentie. La
lumiére émise est dans ce cas-la polarisée dans le méme plan que la lumiére d'excitation et A
augmente (adaptée d’aprés °*°).

La direction de I'émission de fluorescence dépend de la liberté de rotation du
fluorophore dans le milieu. Le phénoméne se décompose ainsi : l'onde incidente

excitatrice est polarisée linéairement, puis elle va interagir avec I'échantillon. L'interaction
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entre le champ électrique de I'onde incidente et le dipble d’absorption d’un fluorophore est
maximum quand ils sont paralleles. Les molécules qui ont la bonne orientation sont donc
excitées préférentiellement : c’est le principe de la photosélection. Le champ électrique de
'onde réémise est orienté parallelement au dipdle d’émission, pour les mémes raisons
qu’a I'excitation. Le degré de polarisation de fluorescence est défini par I'anisotropie (A ou
le taux de polarisation (P). On peut alors définir ces deux termes par les relations

suivantes :

_ Ii-1L
P= N+1L ()
n-rL

Ty (6)

P et r peuvent s’interchanger en utilisant les équations suivantes :

— 2P
A= 3-p (7)

_ 34
P_ZTA (8)

La mesure de I'anisotropie de fluorescence a été utilisée pour quantifier un grand
nombre de réactions d’association entre molécules biologiques. Celles-ci incluent la
formation de complexes de type antigéne-anticorps °'®, protéine-protéine *>'"*'®  ligands-
protéines ou encore protéine-acide nucléique *'%°'°,

Soit un ligand fluorescent, qui peut exister sous forme libre (I) ou associé (a) a une
macromolécule (m), I'équilibre I+m<a produit une anisotropie (A4) de fluorescence
observée en présence des deux formes :

A=fix A+ /7 %A, (9)
Ou A, et Aa sont respectivement les anisotropies de la forme libre et de la forme associée,
et f; et f, sont les fractions de l'intensité totale de fluorescence correspondantes. Si le
rendement quantique de fluorescence est le méme pour le fluorophore libre et le
fluorophore lié, alors f, et f, représentent aussi les fractions des formes libres et liées.
Il est ainsi possible de déterminer la valeur de la constante de dissociation de la réaction
étudiee. Comme /, + /=1 (10)

A-A;
Ag— 4

Ona: f,= (11)

Considérons I'équilibre de fixation d’un ligand ( L ) fluorescent sur une protéine ( P) :
L+ P < PL (12)
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La constante de dissociation de cette réaction est donnée par :

_ [PIxIn]
Ko ="Tn (13)

La fraction liée du fluorophore est donnée par :

[PL] [P] A-A
fa = = =—1

- [L—]r - [P]‘lKD - Ag—4;
Ou [L], = [L] + [PL] (15) est la concentration totale de ligand fluorescent.

(14)

Généralement, la valeur de A, est obtenue en mesurant I'anisotropie du fluorophore en
'absence de protéine et celle de A, en mesurant I'anisotopie du fluorophore a une
concentration de protéine suffisamment grande pour que la totalité du fluorophore soit
complexé a la protéine. Dans ces conditions, I'anisotropie de fluorescence peut étre
utilisée pour déterminer la constante de dissociation du complexe a partir de la valeur
calculée fa.

Nos études d’anisotropie de fluorescence ont été effectuées sur un fluorimétre
FluoroMax Jobin Yvon doté d’'un systéme amovible permettant des mesures d’anisotropie
(équipé d’'un polariseur au niveau de la lumiére d’excitation et d’'un autre polariseur au
niveau de la lumiére d’émission). Les titrages ont été réalisés a 5 °C dans une cuve en
quartz thermostatée 1 cm x 0.5 cm. Les oligonucléotides marqués ont été dilués a la
concentration désirée (20 nM) dans 800 pl de tampon. Les échantillons d'oligonucléotides
ont été titrés par I'addition de concentrations croissantes de NC(11-55) ou NC(1-55). Pour
chaque point de titrage, aux moins 8 valeurs d'anisotropie ont été enregistrées avec un
temps d'intégration de 1 s. Le traitement des courbes de titrage par GraphPad Prism selon
la méthode « Non linear regression (curve fit) Least squares (ordinary fit) » a permis de
déterminer les Kd des interactions.

lll.2.1.4 FRET (Forster Resonance Energy Transfer):

Un fluorophore a I'état excité peut transmettre son énergie a un autre par transfert
non radiatif, sans qu’il soit en contact avec lui. Au cours du transfert, le fluorophore D
donneur (dans notre cas la fluorescéine, F) d’énergie revient a I'état fondamental, tandis
que l'accepteur d’énergie A (tétraméthylrhodamine, TMR) passe a |'état excité. La
fluorescence de D est partiellement éteinte, cependant qu’apparait la fluorescence
spécifique de A (Figure 7B). Le transfert d’énergie résulte d’'une interaction entre les
dipbles éléctriques portés par le donneur et I'accepteur. Cette interaction dépend de la
distance et de l'orientation de ces dipdles. Il faut de plus pour gu’elle ait lieu, que les deux
chromophores aient des niveaux d’énergie appropriés : le spectre d’émission du donneur
doit recouvrir le spectre d’absorption de l'accepteur. Quand on observe I'émission de
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fluorescence a une longueur d’onde An caractéristique de l'accepteur, le transfert
d’énergie fait apparaitre dans le spectre une bande qui correspond a I'absorption par le
donneur, a des longueurs d’onde plus courtes que celles auxquelles I'accepteur absorbe.
La bande d’émission du donneur est décrite par l'intensité de fluorescence Fp (A) et la
bande d’absorption de I'accepteur par le coefficient molaire d’extinction ga(A). On définit
l'intégrale de recouvrement :
] =y Fp(4) g4(H)A* d2 (15)

Le transfert a lieu & une vitesse kt. On montre que cette vitesse varie comme 1/r® avec la
distance r du donneur a 'accepteur. Soit :

ke=2(2)" (16)

tp \r
Ou Tp est le temps de déclin de fluorescence du donneur en I'absence de I'accepteur. Le
paramétre ro s’appele la distance Forster. Elle dépend de l'intégrale de recouvrement J et
de [lorientation des dipbles de fluorophores. Quand le recouvrement des bandes
d’absorption de D et de A est important, la distance de Forster peut atteindre 50 A. Elle est
donc de 'ordre de grandeur des dimensions des macromolécules biologiques.

L’efficacité du transfert d’énergie E est la fraction du nombre de photons absorbés par D et
qui sont transférés a A. Elle est égale au rapport de la constante de vitesse k; du
processus de transfert, a celle du processus de désexcitation. En présence d’accepteur, la
vitesse de déséxcitation est, puisque D peut se déséxciter soit par lui-méme a la vitesse,
soit par transfert a la vitesse k; :

6
k rg
E _ t —_ 17
kr+ Tl._)l roE +r6 ( )

L’intensité de fluorescence émise par A quand D est excité est proportionnelle a I'efficacité
de transfert E. Elle varie donc selon la loi décrite précédemment, ou la loi de Forster,
lorsque la distance r entre D et A varie.

En résumé lefficacité de transfert est proportionnelle a la distance entre le
chromophore accepteur et donneur, rendant la technique du FRET trés sensible aux
changements de distance entre les deux molécules. La distance a partir de laquelle les
intensités de fluorescence varient significativement est néanmoins fortement dépendante
du couple de fluorophore qui est utilisée. Dans le cas du couple Fluorescéine/TMR
(carboxytetramethylrhodamine) que nous avons utilisé la valeur calculée Rg est de 60
Angstroms, ce qui signifie qu'un accroissement de l'intensité de fluorescence de la
fluorescéine (en cas d'excitation a 480 nm) est détectée lorsque la distance
interchromophore excéde 30 Angstroms °%°.

Pour le couple de fluorescence qui nous intéresse, il a également été noté que quand les
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deux molécules sont trés proches, il se produit un couplage excitonique (type de couplage
fort) qui se traduit par I'existence d'une tres faible intensité de fluorescence pour les deux
deux chromophores. Ce couplage fort n'est pas un couplage de type FRET et n'est visible

que quand les deux chromophores sont trés proches dans I'espace “** 5%°.
No FRET FRET
Donneur Accepteur 48 480 nm
Ex Em Em
g F TMR F R
£

I I
A exc. A ém.
<10 nm

’
Longueurs d’ondes (nm) >10 nm

Figure 7B: Schémas lllustrant le principe du FRET. A) Les spectres d’émission et d’excitation
des deux chromophores avec le spectre d’émission du donneur (F en vert) qui recouvre
partiellement le spectre d’excitation de I'accepteur (TMR en jaune). B) Influence de la distance sur
I'efficacité du FRET : Lorsque les deux chromophores sont trop éloignés, il ne peut pas y avoir de
transfert d’énergie du donneur a I'accepteur alors que lorsqu’ils sont rapprochés, le transfert est
rendu possible.

Dans notre systeme, lorsque la molécule d’ADN marquée est repliée (en forme tige
boucle), les chromophores situés aux extrémités 3’ et 5’ sont proches. Néanmoins dans
nos conditions, le couplage excitonique n'est pas visible probablement du fait d'une
ouverture des bases terminales (paire AT peu stable), De ce fait le transfert de type FRET
(qui est un cas de couplage faible contrairement au couplage excitonique qui est un cas
de couplage fort) est rendu possible et la fluorescence émise par F est donc trés faible car
I'énergie est transférée a la TMR par mécanisme FRET. Dans le cas d’'un appariement
total entre la molécule d’ADN et d’ARN en hétéroduplex étendu par la NCp7, les deux
marqueurs fluorescents vont se retrouver éloigneés, le transfert par FRET ne sera plus
possible et donc l'intensité de fluorescence de la fluorescéine augmentera. C'est cette
vitesse d’augmentation de l'intensité de fluorescence de la Fluoreceine qui nous permettra

de calculer la vitesse d’hybridation des molécules par la NCp?7.

Les expériences de FRET ont été réalisées avec un fluorimétre FluoroMax-2 Jobin
Yvon et les données obtenues ont ensuite été traitées, a I'aide du programme GraphPad
Prism, afin d’extraire les parametres cinétiques de la réaction. L'utilisation de quantité
d’ARN en large excés nous permet de nous situer dans des conditions de pseudo-premier
ordre, ce qui permet de simplifier les équations cinétiques et I'extraction des vitesses
d’hybridation des séquences. Le logiciel « Graph Pad » nous permet d’extraire les trois

valeurs expérimentales ks, kr et f. Avec ces valeurs, en utilisant le formalisme développé
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dans Vo et al, 2006 et 2009, on peut calculer les constantes de vitesses microscopiques
dans le schéma réactionnel suivant. Notons également que sur la base de I'existence de
deux phases cinétiques, d'autres modeéles réactionnels sont possibles, voir par exemple
Godet et al, 2006 :

k, k,
TAR + cTAR k.:' TARCTAR —_ TARCTAR

Duplexinitial  ~ Duplex étendu (18)

Les constante ks et ks sont liés a la formation d'un complexe initial dans lequel les deux
molécules TAR et cTAR sont associées mais ne sont pas compléetement appariées. La
constante k, est une constante de vitesse associée a l'apparition du complexe étendu.
L’utilisation de deux exponentielles pour réaliser I'ajustement ou fit (Equation 19) des
données est significativement meilleure (sur un plan statistique) qu'avec une seule
exponentielle, ce qui signifie que deux phases cinétiques, une rapide et une lente, sont
impliquées '8 424426 A partir des « fits » des courbes on peut distinguer deux phases
reliées par les équations présentées dans l'article Vo et al, 2006, nous permettant de
déterminer les constantes de vitesse. La quantité de complexe apparaissant au cours du
temps (Pr(t)) peut étre écrite comme la somme d’un processus lent (avec une constante
de vitesse ks, s pour slow) et d’'un processus rapide (avec une constante de vitesse ky, f
pour fast). De plus, il n'y a que ces deux phases donc elles ont les coefficients f et 1-f, f
étant la fraction du composant rapide :

Pr(t) = Proo(1— fe %t —(1— Ae ') (19)
k;=k,R+k_, (20)

k. =/k, (21)

Ou k,; = ks (;’) (22) et k_; = ks(1— /) (23) sont liées & la formation d'un complexe initial,
la constante k, = "—/‘ (24) est associée a l'apparition du complexe étendu avec R qui

correspond a la concentration en ARN. Le Kd représente la constante de dissociation du

complexe initial :
k

kd=k—‘1‘=(17_f_)xR 25)
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ll.2.2 Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

La résonance magnétique nucléaire (RMN) est une technique utilisée pour I'analyse
des structures et de la dynamique de nombreuses molécules chimiques et biologiques. En
biologie structurale, elle permet la détermination de la structure tridimensionnelle des
macromolécules biologiques (protéines, acides nucléique, sucres, complexes
protéine/protéine ou protéine/acide nucléique) et constitue également une méthode
puissante pour I'étude des interactions des macromolécules entre elles et avec leurs
ligands. La RMN permet non seulement la résolution de structure tridimensionnelle des
molécules, mais donne aussi des informations sur la dynamique interne des molécules sur

une trés large échelle de temps (de la picoseconde a la seconde) (Figure 12B).

En effet, grace aux progres technologiques et méthodologiques : développement de
spectrométres & trés haut champ (1200 MHz), spectrométre a double champ ',
marquage isotopique 2H, marquage "°N, "*C sélectif °** développement de séquences de
pulse RMN 3D et 4D °3°%* |a mise au point de la séquence TROSY et CRINEPT
(Transverse Relaxation Optimized SpectroscopY et Cross-correlated Relaxation-

525-527

Enhanced Polarization Transfer respectivement) et l'utilisation des constantes de

couplages dipdlaires °285%°

. Ces progrés ont permis d’augmenter la résolution et la
sensibilité de la technique. La spectroscopie RMN est de plus en plus performante dans la
détermination de structures tridimensionnelles et dans I'étude de la dynamique de

macromolécules de grande taille (>100 KDa) %% %%,

Dans la suite de cette partie, je vais présenter tout d’abord les méthodes d’attribution RMN
des protéines puis les méthodes d’étude de la dynamique interne des protéines que jai
utilisées dans ce travail pour étudier les protéines de nucléocapside du VIH-1. Avant de
mener I'étude par RMN d’une protéine, il convient d’exprimer et de purifier la dite protéine
a haute concentration (0.1-2 mM) et stable pour plusieurs jours. Le protocole de
purification de la NCp7 est détaillé dans la partie Méthodes (l11.2.3.5).

11l.2.2.1 Méthode d’attribution d’une protéine en RMN
La premiére étape de I'étude d’'une protéine par RMN consiste en [attribution des
fréquences de résonance (déplacements chimiques) des noyaux observables ('H, "*C,
'®N). Dans le cas des protéines non-marquées, I'attribution des résonances des noyaux
d’hydrogéne se fait principalement en 2 étapes : 1) I'attribution des signaux provenant de
chaque type d'acide aminé avec des expériences de type COSY (COrrélation
SpectroscopY), TOCSY (TOtal Correlation SpectroscopY ou encore appelé
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HOHAHA (HOmonuclear HArtman HAhn spectroscopy)); et 2) I'attribution séquentielle qui
permet de déterminer I'enchainement des acides aminés avec des expériences de type
NOESY *3'. Cette approche n’est applicable que sur des petites protéines, en général de
taille inférieure a une centaine d’acides aminés et dont les résonances sont peu ou pas
superposées. Au-dela, la superposition des signaux dans les spectres augmente
I'ambiguité de I'attribution voir rend impossible I'attribution. De plus, cette méthode repose
sur des corrélations séquentielles spatiales (NOEs), qui dépendent de la structrure et
peuvent étre limitées, voir pire mener a des erreurs d’attributions.

Dans le cas d’'une protéine doublement marquée ("°N,'C), I'attribution des signaux 'H,
BN, 3C est grandement facilitée et permet une attribution non-ambigué, grace notamment
aux expériences multidimensionnelles de type 3D ou 4D. Ces méthodes reposent
principalement sur I'ajout d’'une troisiéme voir quatriéme dimension et sur les transferts de
cohérence par les couplages scalaires utilisant les noyaux N, et/ou ™C (& une ou
plusieurs liaisons Ju.n et Ju.c Jon et Je-c). La méthodologie d’étude d’une protéine que jai

suivie au cours de mon travail est schématisée sur la figure ci-dessous (8B).

Marquage en 5N et 13C Expression, marquage isotopique
et purification de protéine
RMN en solution <«———— | Préparation de I’échantillon
RMN 1D. 2D et 3D <«———— | Acquisition des spectres RMN

Traitement des spectres

Attribution des spectres

Squelette nOe

Couplage scalaire a Couplage inter-
travers les liaisons résidus dans
chimiques l I’espace (5-6 A)
T1, T2, HetNOE, CPMG <« | Etude de la dynamique

Figure 8B: Schéma illustrant la stratégie d’étude structurale et dynamique d’une protéine
par RMN.
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L’attribution des pics de resonances se fait classiqguement avec une série d’expériences
3D en triple résonance ('H, *C et "®N) nécessitant une protéine doublement marquée ('°N
et '3C). L’attribution se fait géneralement en deux étapes i) I'attribution des résonances du

squelette peptidique et ii) celles des chaines latérales.
111.2.2.1.1Attribution du squelette peptidique

La premiere étape pour I'étude d’une protéine est d’enregistrer un spectre 2D de type ON-
'H HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence). Chaque pic sur ce spectre
connecte le déplacement chimique de I'azote ("°N) et du proton ('H) de tous (sauf des
prolines) les groupements amides (HN) présents dans la protéine. Cela signifie que
chaque pic sur le spectre représente un acide aminé de la protéine, et le spectre HSQC
'empreinte de la protéine. Il faut noter que les groupes NH/NH; des chaines latérales Asn,
GIn, Trp, Lys et Arg peuvent aussi donnée lieu a un pic.

Cependant pour attribuer chaque pic sur la 2D HSQC, il nous faut enregistrer une série
d’expériences 3D, qui sont interprétées par paires: HNCA et HN(CO)CA, HNCO et
HN(CA)CO, HNCACB et HN(CO)CACB °%*. Le nom des expériences provient du type de
noyau édité, correspondant donc a une des trois dimensions et des chemins de
cohérences suivis. Par exemple, la HNCO corréle les noyaux HN du résidu i, N du résidu i
et CO du résidu i-1. Les parenthéses autour d’'un noyau signifient que le chemin de
cohérence passe par ce noyau mais qu’il n’est pas édité (c'est a dire que son déplacement
chimique n'est pas enregistré durant I'expérience): 'expérience HN(CA)CO corréle les
noyaux HN du résidu i, N du résidu i et CO du résidu i-1 ainsi que HN du résidu i, N du
résidu i et CO du résidu i (Figure 9B).

R R
HNCO | ) R R
H_?_H H_?_H H (I: -H H-G—H HN(CA)CO
—N—C —C—C—

N 1spg 13
N - | [
H" - *N, - "CO,, A fL L |!|

sl 8

—?f, R o,
Rest i -1 Resti i Resti
Figure 9B: Stratégie d’attribution d’une protéine marquée en "N et "*C basée sur des
expériences 3D HNCO et HN(CA)CO. Dans une HNCO, l'aimantation est transférée (fleches
bleues) du proton amide H(i) via 'atome N(i) & 'atome de carbone qui est directement attaché, le
CO (i-1) et retourne de la méme maniére au noyau H(i) qui est directement détecté. Les
fréquences des trois noyaux en rouge sont détectées. Dans une HN(CA)CO, I'aimantation est
transférée (fléches bleues) du proton amide H"(i) via 'atome N(i) et du noyau CA (C%(i)) & 'atome
de carbone, le CO (i) et retourne de la méme maniére. Le C® en jaune joue le réle d’un noyau de
relais et sa fréquence n'est pas détectée. On détecte seulement les fréquences des HY, N et CO
(rouge).

Re
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Un autre exemple est I'expérience HNCACB qui permet d’obtenir I'information sur le
déplacement chimique de chaque amide sur ’THSQC du résidu i et les informations sur le
déplacement chimique des carbones CA et CB du résidu i et du résidu i-1.

Le second spectre HN(CO)CACB permet également d’obtenir l'information sur le
déplacement chimique de chaque amide sur le spectre HSQC du résidu i mais
uniquement des informations sur le déplacement chimique des carbones CA et CB du
residu i-1. De ce fait, on utilise ce spectre, pour définir quel CA et CB corresponde au
résidu i et i-1 sur le spectre HNCACB (Figure 10B).

R R
R ]l
: ]y I CBCA(CO)NH

CBCANH i S o)
THY N - ek e c_‘ -’ c— —N—*i—‘?\cli“ C—C—
1 N‘ 15y ' 13, 'j 13 ‘u. Il . Il J f s 1 N 186y _ 13~ 13
i A o Hoo H H O H O H', - N, - “C",, 1 °C",,

Resti-1 Resti Resti-1 Resti

Figure 10B: Stratégie d’attribution d’une protéine marquée en N et '°C basée sur des
expériences 3D HNCACB et HN(CO)CACB. Dans une HNCACB, l'aimantation est transférée
(fleches bleues) du proton amide H"(i) via 'atome N(i) & 'atome de carbone qui est directement
attaché, le CA(i) vers le CB(i). L’aimantation retourne de la méme maniére au noyau CA(i) vers
N(i) & HN(i) qui est directement détecté. De méme, I'aimantation est transférée du proton amide
H(i) via I'atome N(i) & 'atome de carbone CA(i-1) vers le CB(i-1) et 'aimantation retourne ensuite.
Dans une HN(CO)CACB, I'aimantation est transférée (fleches bleues) du proton amide H'(i) via
'atome N(i) et du noyau CO(i-1) a I'atome de carbone CA(i-1) vers le CB(i-1) et retourne de la
méme maniére. Les noyaux en jaune jouent le réle de noyaux de relais et leur fréquence n’est pas
detectée. On détecte seulement les fréquences des atomes en rouge.

De ce fait, l'utilisation de ces expériences rend l'attribution du squelette beaucoup plus
facile pour deux raisons : la premiére est que la dimension '*C réduit le repliement des
pics qui peuvent se produire sur les spectres 2D; d’autres parts, vu que les déplacements
chimiques des carbones a et 3 sont spécifiques a chaque acide aminé (Tableau 4B), il est
possible de les utiliser pour identifier la nature du résidu et ainsi procéder a I'attribution du
squelette peptidique. Il faut cependant prendre des précautions car la structure secondaire
peut influer considérablement et faire sortir un carbone de la zone décrite dans le tableau

ci-dessous.
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Tableau 4B. Liste des déplacements chimiques des carbones (a gauche) et des protons (a

droite) d’apreés la nature de I’acide aminé.
i Ca Cy [MCe Carbon Chemical Shift Statistics

-CB -CS Typical proton chemical shifts for amino acids within a protein.

V  Val
" II Y Ty’l’ type HN HA HB other
e . W Trp slv 8.0 2,3.8
I T Thr & 80 4. 1.4p
val 8.0 4.4 2.0 1.0,0.9y
‘*, S Ser
ser 8.0 4.5  3.7,3.6p
—aunllhe L A P_Pro . 5.0 s 4f 1.2
ae s B0l L “ F Phe cys 8.0 4.5 3.3,3.1p
" M HMet 2P 8.0 4.6 2.5,2.3p
asn 8.0 4.6 2.5,2.3p amine: 6.9,7.6
M L |‘l K Lys
glu 8.0 4.5 2.2,2.1p  2.3,2.2y
L Leu
—“—A—L—v— gln 8.0 4.5 2.2,2.1p  2.3,2.2y amine: 6.9,7.6
Cbagen. 0 e caien | lle 510 5.0 4.3 1.0 0.9y(methyl) 1.2,1.1y 1.0d(methyl)
e ak " H His eu 8.0 4.4 1.7,1.6f 1.6y 1.05,0.9
. G Gly e 80 44 1.6,1.78  1.5,1.4y 1.7,1.60 3.0,3.1¢ NH3:6.9
E Gl arg 8.0 4.4 1.6,1.7  1.5,1.4y 31,329 NH:7.1
h_ .-_‘.. u
met 8.0 4.5 2.0,2.1f 2.6,2.5y methyl: 2.2
—.-m—-.—-.———*—a-—.—.i Gin ., 4.5 2.2,2.08  2.1,2.0y 3.7,3.6d
ox
Ak ol EEC C Cys phe 8.0 4.5 3.0,2.88 ring: H-C (3) 6.5 to 7.6
|| * D Asp tvr 8.0 4.5 3.0,2.88 ring: H-C (2) 6.6 to 7.4
trp 8.0 4.5  3.1,2.9 ring: H-C (5) 6.5 to 7.9, NH:10.0
aldle day N Asn
his 8.0 4.5 3.2,3.08 ring: H-C (2) 6.5 to 8.5
Arg

Chemical shifts may vary by as much as approximately * 1.5, and
sometimes more, depending on local structure.

ﬁ
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Sometimes OH proton of Thr and Ser may be observed near 5.6 ppm.
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Un autre type d’expérience 3D est une 'H-">N NOESY-HSQC qui combine deux types
d’expériences 2D. Le schéma de base de la séquence d’'impulsions de cette expérience
est illustré dans la figure ci dessous. Schématiquement I'aimantation originelle du spin K;

(*H) est transférée sur le spin l; (HN) pendant le temps de mélange 7 m de la séquence

NOESY. L’expérience HSQC transfére ensuite I'aimantation du spin |, vers le spin S;j ("°N)
via le couplage scalaire 'Jis. Pendant le temps t1 'aimantation évolue sous l'effet du seul
déplacement chimique de S ; enfin on observe le retour de I'aimantation sur le spin [; via le

couplage scalaire "Jis pour la détection (Figure 11B).

NOE 1JIS 1JIS

I
INEPT-Inverse > J

(t1) (t2) (t3)

Figure 11B: Transfert d’aimantation dans une expérience 3D 1H-15N NOESY-HSQC.
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111.2.2.1.2 Attribution des chaines latérales

L’attribution des chaines aliphatiques sont accessibles par deux expériences
tridimensionnelles : la "’N-TOCSY-HSQC et la "*C-HCCH-TOCSY-HSQC.

La premiére corréle par couplage scalaire isotrope dans les conditions de Hartmann-
Hahn®3?°% chaque proton amide avec les hydrogénes de la chaine latérale de chaque
résidu. Le spin-lock est centré sur les carbones aliphatiques, et en suivant les conditions
de Hartmann-Hahn, I'aimantation portée par un carbone va se transmettre sur toute la
chaine latérale. La premiére étape consiste a éditer les hydrogénes de la chaine
aliphatique, transférer I'aimantation par INEPT (Insensitive Nuclei Enhanced by
Polarization Transfer) vers les carbones aliphatiques, puis de repartir cette aimantation sur
toute la chaine latérale. Une INEPT retour fait revenir I'aimantation sur les hydrogénes et
'acquisition est effectuée. Le résultat est un spectre 3D contenant la méme information
quune 2D-'H-'H TOCSY éclatée suivant le déplacement chimique des carbones
aliphatiques. Cette méthode présente I'avantage que le transfert HCCH-TOCSY est bien

plus efficace qu’un transfert par les hydrogenes.

ll.2.2.2 Analyse de la dynamique interne d’une protéine

Outre les mouvements de diffusion rotationnelle et translationnelle, une protéine en
solution posséde des degrés de liberté internes. On distingue donc les mouvements
globaux de la protéine (diffusion d’'un corps rigide) et les mouvements des vecteurs
internes (liaisons atomiques). Etant donné que chaque spin nucléaire agit comme une
sonde extrémement sensible aux modifications temporelles de son environnement, la
RMN est donc un outil puissant et trés fin pour analyser 'ensemble de ces mouvements
sur plusieurs ordres de grandeur et a I'échelle atomique >*+°%,
La dynamique interne des protéines est étudiée essentiellement a partir de la relaxation
des spins nucléaires "°N ou *C qui sont liés a un seul proton. L’analyse des mouvements
internes des protéines de nucléocapside du VIH-1 a été centrée sur I'étude de la
relaxation du noyau N sur un échantillon uniformément marqué en '°N. Ce sont les
mouvements du vecteur '°N-H et par conséquent ceux du squelette peptidique qui ont été
explorés. Dans la suite de ce chapitre, je décrirai brievement les principes théoriques qui
sont sous-jacents a l'étude de la dynamique interne d’une protéine par relaxation

nucléaire.
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111.2.2.2.1Mouvements moléculaires

Une macromolécule en solution présente divers degrés de liberté de mouvements
internes qui sont liés a la forme de I'énergie potentielle du systeme. Il peut exister
plusieurs conformations de basse énergie avec des barrieres d'énergie suffisamment
faibles pour qu'une molécule passe d'une forme a l'autre facilement (par exemple, la
rotation d’un cycle aromatique), certains noyaux peuvent alors passer d'un site a un autre
et d'un déplacement chimique a un autre avec une vitesse donnée : c’est I'échange
chimique. L’échange chimique met en jeu en général des mouvements de l'ordre de us -
ms. Sur une échelle de temps plus petite (ps — ns), les liaisons atomiques disposent d’'une
liberté de mouvement autour de leurs orientations moyennes. Les motifs structuraux tels
que les boucles ont souvent une dynamique plus importante que les structures en hélice a
et en feuillet B. La figure (12B) rassemble les différents types de mouvements et leur
échelle de temps observable par RMN. En effet, La cinétique de ces mouvements
moléculaires s’étale sur une large gamme de temps allant de la femtoseconde a la minute.
Les mouvements de faible amplitude nécessitant peu d’énergie sont extrémement rapides
alors qu’inversement, ceux de grandes amplitudes sont plus lents et plus colteux en
énergie. Ce sont les mouvements rapides (de la pico a la nanoseconde) qui peuvent étre
sondé par I'étude de la relaxation nucléaire. De nombreuses études portent sur I'analyse

des corrélations entre la dynamique de la protéine et sa fonction.

[
_E’ Repliement conformationnel/ dé-repliement
2 Allostérie
@ Rotation des chaines latérales

——
@ Catalyse
3
a_c.’ Vibration Liaison a un ligand

temps en (s)

z ps ns us ms s ks
f T1, T2, NOE PRE CPMG H-D exchange
(%]
_§ R1p ZZ exchange
‘@
=3 RDC
LLi

Figure 12B: Schéma représentatif de I’échelle des temps des mouvements accessibles par
RMN.

111.2.2.2.2 La fonction de densité spectrale

Les mouvements atomiques induisent des fluctuations locales du champ

magnétique. La distribution des mouvements d’une protéine se réorientant en solution se
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traduit ainsi par une distribution du champ magnétique fluctuant a différentes fréquences.
Cette répartition est exprimée en terme de densité spectrale J(w) disponible a chaque
fréequence (Figure 13B). La fonction de densité spectrale peut s’exprimer pour une

molécule sphérique rigide en rotation globale isotrope et aléatoire (mouvement brownien) :

J(w) = —=— (26)

1+w?Te?

Le temps de corrélation T c est défini comme la durée que met un vecteur fixe X-H (X=

"N ou "3C) par rapport & la sphére pour balayer un angle de 1 radian.
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Figure 13B: Fonction de densité spectrale d’'une molécule en diffusion rotationnelle
isotrope sans mouvement interne. A un champ magnétique donné, plus la protéine étudiée a
une masse moléculaire faible, plus le temps de corrélation associé est court et plus la courbe de
densité spectrale est étalée. Les deux courbes rouge et verte représentent les temps de
corrélations a 5 ns et a 10 ns respectivement.

111.2.2.2.3 Relaxation des spins et mouvements moléculaires

La RMN est un phénoméne qui se produit quand les noyaux de certains atomes
sont immergés dans un champ magnétique statique (By), ils se répartissent sur différents
niveaux d’énergie, le systéme est alors a I'équilibre thermodynamique (Figure 14B). Apres
une excitation provoquée par un second champ magnétique oscillant (B1), le systéme est
déplacé hors de sa position d’équilibre. C’est le retour a cette position qui illustre le
phénoméne de relaxation et dépend de la fréquence a laquelle les champs magnétiques
localement ressentis par les spins fluctuent en magnitude et en direction.

De nombreux mécanismes sont a 'origine de la relaxation nucléaire, les deux plus
importants étant d’une part I'interaction dipdle-dipble (DD) qui sont significatives pour des
spins proches dans l'espace et d’autre part I'anisotropie de déplacement chimique (CSA
pour Chemical Shift Anisotropy) associée aux modulations de l'orientation des noyaux par
rapport au champ magnétique statique (*°N et *C possédent des anisotropies de valeur
importante). Les deux phénoménes se traduisent par I'existence de champs magnétiques
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locaux autour des noyaux de la protéine. La fluctuation des champs magnétiques
localement induits dépend du mouvement global de la molécule ainsi que des
mouvements, plus rapides, associés a sa dynamique interne. Les mesures des
parametres de relaxation constituent donc des données trés puissantes pour sonder la

dynamique interne des macromolécules, protéines et acides nucléiques.

Uiigant

Au repos Pulse rf B1 Retour des noyaux Détection de
Vecteur d’aimantation appliqué a I'equilibre I’émission des
aligner sur B0 Basculement du noyaux dans I'axe
vecteur dans le oxy

plan oxy

Figure 14B: Représentation schématique du principe d’une expérience RMN.

Sur le plan phénoménologique, le retour a I'équilibre peut étre décrit avec une loi
mono-exponentionnelle avec des temps caractéristiques T1 et T2 %3723,
Mz(t) = M_y.e VT (27)
Mxy(t) =M ,.e 7" (28)
La magnétisation M est décomposée en deux vecteurs Mz(t) et Mxy(t) qui sont les
composantes longitudinale et transversale de I'aimantation au temps t, My et Myyo sont
ces composantes au temps t=0 (Figure 15B).

Z z

x &

Figure 15B: Représentation schématique de la relaxation longitudinale (a4 gauche) et
transversale (a droite).

La relaxation longitudinale T1, liée aux échanges d'énergie entre les spins et leur
environnement (appelé réseau : on parle parfois de relaxation spin/réseau), elle décrit le
retour a I'équilibre de I'aimantation Mz le long de I'axe z, associé au passage des spins de
'état B a I'état a (et réciproquement). La vitesse de relaxation sera notée RX(Xz) ou Xz

désigne I'aimantation longitudinale du noyau X.
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Cette relaxation est favorisée par des fluctuations de champ magnétique a haute
fréquence (w = w0). Seules celles qui fluctuent a des fréquences de l'ordre de w0 sont
notables dans le repére tournant. Le temps de relaxation longitudinal T7 est donc
minimum pour 7 ¢ = 1/w0 (Figure 16B).

On définit aussi la vitesse de la relaxation longitudinale exprimée en s™:

_ 1
R1=21 (29)

10-2 -

10-3 -
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Figure 16B: Relation entre les temps de relaxations T1, T2 et le temps de corrélation 7 c.
Pour des valeurs élevées du temps de corrélation 7 c (faibles mobilité), la relaxation transversale
est trés efficace, alors que la relaxation longitudinale est peu efficace. Cette situation est
caractéristique de I'état solide. Pour des valeurs faibles de t c (forte mobilité moléculaire), les
deux composantes de la relaxation sont peu efficaces et identiques. Cette situation est
caractéristique de I'état liquide. Lorsque 7 ¢ w0 est proche de 1, on observe un minimum pour T1.
La valeur de 7 c correspondant a ce minimum dépend donc de BO.

La relaxation transversale T2, provient d'un échange d’énergie des contacts spin-spin.
Elle décrit le retour a zéro de I'aimantation transversale Mxy(t) située dans le plan xy
perpendiculairement au champ magnétique BO. Le T2 correspond au déphasage des
aimantations nucléaires sous l'effet des fluctuations du champ local a toutes les
fréquences : les mouvements « lents » (devant les fréquences de transition RMN) vy
contribuent cette fois aussi bien que les mouvements haute fréquence. T2 est inférieur a
T1 puisqu’un plus grand nombre de phénoménes contribuent au T2. La courbe décrivant

les variations de T2 en fonction de 7 c est décroissante, indiquant que la relaxation est

d’autant plus efficace que les mouvements sont lents (figure 16B).

On définit aussi la vitesse de la relaxation transversale par R2 et exprimée ens™ :

_ 1
R2=21 (30)

114



111.2.2.2.4 L’effet nOe (Nuclear Overhauser Effect)

Initialement prévu par Overhauser en 1953, l'effet nOe (ou NOE) a été mis en
évidence expérimentalement par Solomon en 1955, qui I'a aussi décrit de maniere
théorique et en a posé I'équation fondamentale. De maniére générale, l'interaction
impliquée est un couplage dipdle-dipble entre deux noyaux suffisamment proches dans
I'espace (5 a 6 A) et dont la perturbation de I'un influe sur I'évolution de l'autre (effet nOe).
Le nOe implique donc une distance intermoléculaire dans l'espace ainsi que des
mouvements moléculaires rapides. Lintensité du nOe est proportionnelle a r® ou r
représente la distance entre les deux spins (Figure 17B).

(a) (b)

X
X A A

I

v‘\. I
o] A\ L Ju
5 5 5 5,

Figure 17B: Effet nOe. (a) spectre d’'un systéme de deux spins %2 non équivalents, non couplés
mais suffisamment proches pour étre en interaction dipdlaire. (b) Spectre du méme systéme aprés
une irradiation continue et longue du spin A ; le noyau A est saturé et son signal disparait,
l'intensité du signal du noyau X est modifiée.

Le processus physique du nOe implique une relaxation nucléaire via une saturation
de certains signaux (élimination de la difféerence de populations, a travers certaines
transitions en les irradiant avec un pulse rf faible) tout en observant les signaux de I'autre.
Le nOe est donc une tentative du systéme pour rester a I'équilibre.

Dans le cas des protéines, la mesure de l'effet nOe consiste a comparer l'intensité
du signal issu du spin S en présence et en absence d’irradiation du spin I. L’irradiation a
pour effet d’équilibrer les populations du spin. La mesure du paramétre nOe 'H-""N
correspondant a la liaison amide. L’analyse de I'effet nOe le long de la chaine peptidique
donne alors une estimation qualitative de la dynamique interne de la protéine. Plus les
vecteurs 'H-">N sont rigides (ne montrent pas de dynamique interne), plus le paramétre
nOe sera proche de 1 et inversement une valeur de I'effet nOe plus faible indique que ce

vecteur est plus mobile.
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111.2.2.2.5 La relation entre les parametres de relaxation et les densités spectrales

Dans notre étude, nous avons mesuré pour le spin nucléaire "°N les paramétres de
relaxation suivants : la relaxation longitudinale (R7), la relaxation transversale (R2) et le
NOE hétéronucléaire (HetNOE) a I'état stationnaire. Ces trois paramétres dépendent des

fonctions de densité spectrale J(w) de la fagon suivante ** :

R, =1 d*(3](wy) + 7] (wx} + P (wy) (31)

R, = -d*{4](0) + 3] (wy) + 13] (w,)} + £ 2 {4J(0) + 3] (wy)} (32)

&

NOE =1+ T,d* (™) x (5] (wy)) (33)

J(0) = 575 (6R, — Ry (3+ 3 () (WOE — 1)) (34)

Les constantes d? et ¢? sont définies de la fagon suivante :

@ = (&) (222)" (35)

2aryy-

¢ == wi(o,—0.)* (36)

Le terme d” représente la constante d’interaction dipdlaire et ¢? la constante d’anisotropie
de déplacement chimique.

Les fréquences wy, wy représentent respectivement les fréquences de résonances des
noyaux 'H et N, yy et yn sont leurs rapports gyromagnétiques, h est la constante de
Planck dont la valeur est 6.626x103* J.s, ry4 est la distance interatomique de 1,02 A entre
'H et "N, enfin o// et ol sont les composantes paralléles et perpendiculaires du tenseur
de déplacement chimique de 'N. La quantit¢ o// - oL qui constitue I'anisotropie de
déplacement chimique de "N est proche de -170 ppm.

Il faut noter que les paramétres de relaxations (R1, R2, NOE) sont divisé en
composantes DD et CSA mais que chacune dépend d’une conbinaison linéaire de la
fonction de densité spectrale evaluée a cinqg fréquences J(0), J(wn), J(wrH), J(wutwy) et
J(wH-wn). Le terme J(0), représente le déphasage de la magnétisation transversale par un
champ magnétique local non homogéne. Les termes J(wn) représente la relaxation vers

I'état fondamental qui détruit egalement la magnétisation transversale. La présence du
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terme J(wnh) indique que la transition du proton couplé affecte la cohérence de la

magnétisation transversale de 'azote.
111.2.2.2.6 Mouvement lent des protéines et relaxation de dispersion CPMG

Les protéines peuvent adopter une grande multiplicité de conformations
tridimensionnelles. Cependant, les techniques structurales permettent de détecter
majoritairement I'état le plus peuplé, néanmoins il est important de souligner que d'autres
éléments peuplant le paysage énergétique (méme moins peuplés) peuvent aussi avoir une
importance biologique (Figure 18B). La présence de tels conforméres peut étre identifiée
s’il y a un échange conformatonnel avec la conformation principale dans certains régimes
d'échange. L'échange conformationnel entre deux ou plusieurs environnements entraine
des effets importants sur les vitesses de relaxation et module la forme et la position des
résonances des noyaux en échange. |l est possible d'obtenir par la mesure de ces effets,
des informations sur les paramétres thermodynamiques, cinétiques et structuraux

associées aux états en échange conformationnel.

Etat ) .
excité W)  Etat a haute énergie

s

fondamental Processus impliqués : l

4

conformation -_/\_—/L

Figure 18B: lllustration de I’échange conformationnel d’une protéine en deux sites. A
gauche : L’'état de haute énergie (excité) est plus rare que celui de basse énergie mais peut
présenter des fonctions biologiques importantes. A droite : L’état de faible population n’est pas
directement observable en RMN ; (A) En absence d’échange les pics sont non élargis ce qui
signifie que la magnétisation est en phase, (B) en présence d’échange de l'ordre de la
milliseconde, méne au déphasage du signal ce qui fait que les pics sont élargis.

-Recognition/Binding
-Enzymes catalytiques
-Folding B

énergie

Lorsqu'un spin s’échange entre deux environnements, son déplacement chimique et sa

vitesse de relaxation peuvent différer dans chaque environnement.
K

1

A —t
. (37)

La cinétique de I'échange est définie par les constantes de vitesse d'échange, qui sont les

constantes de vitesse d'échange de I'état A vers I'état B (k) et la réaction inverse (k2).
Les fractions du systéme dans chaque conformation sont définies par pA et pB
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respectivement :

k2

pA = (38)
k1

pB - kl‘:kg (39)

Dans les études RMN des échanges conformationnels, on considére la vitesse
d'échange ; kex = k1 + k2 (40) et la différence des fréquences de précession des deux

états en échange wAetwB ; 4, = w, —wg (41).

e
h kBA ' "

Etat fondamental

& = “H

Population majoritaire Population minoritaire
PA PB

Etat excité

Figure 19B: Schématisation de I’échange conformationnel, entre deux conformations A et
B, dont les populations sont pA et pB, les fréquences de précession du spin | sont QA et
OB.

La RMN s’avere étre la technique la plus adaptée aux études dynamiques car les

fréquences de résonance des spins sont extrémement sensibles a I'environnement
électronique (Figure 19B). Une modification de structure peut donc provoquer un
changement des spectres. En effet, la dispersion de relaxation CPMG est une technique
qui permet la caractérisation des mouvements moléculaires de I'ordre de la milliseconde.
Ainsi, elle permet d’extraire les paramétres physico-chimiques et structuraux associés aux
processus d’échange confomationnel, notamment dans le cas d’'un échange entre un état
majoritairement peuplé et ceux faiblement peuplés (population supérieure a 0,5%) >*°.
La séquence impulsionnelle des expériences de dispersion de relaxation est une HSQC
ou TROSY a laquelle est incorporée une période de relaxation Carr-Purcell-Meiboom-Gill
(CPMG) **"*2 Elle peut se décomposer en plusieurs étapes : excitation du proton,
transfert de la polarisation sur l'azote, relaxation en présence de séquence CPMG,
marquage des déplacements chimiques de I'azote, transfert de la polarisation sur le proton
et acquisition. Pendant la relaxation CPMG, I'’échange provoque une non-refocalisation de
la polarisation semblable a une perte de d’aimantation transversale (Figure 20B).

118



180 180 O O

: \ " State A, », State B, o,
/\/> k)

@'| @Low-intensity peak -
poor refocusing

HnghWeak .
180 180 180 180 180 180 i improved refocusing

time

CF;MG fréquengy —»

Figure 20B: Schéma simplifié d’'une expérience CPMG. A gauche est représenté un train
d’'impulsions CPMG, les pulses rf a 180° inverse la direction effective de la précession et
augmentant le taux de répétitions des pulses (Vcpuc); on diminue le déphase du signal et la perte
de celui-ci. A droite, est représenté le profil de dispersion de relaxation a partir duquel les
paramétres d’échange peuvent étre extraits **°.

La vitesse de relaxation transversale observée Ry est composée de la perte
d’aimantation intrinséque a la protéine Ry ainsi que d’'une composante due a I'échange
Rex. Cette derniére dépend de la différence de fréquence de précession des spins dans
les deux conformations AwAB, de la vitesse d’échange entre les conformations kex
(fréequence des changements de vitesse de précession), des populations relatives des
deux conformations pA et pB (probabilité d’évoluer sous chaque déplacement chimique)
ainsi que du délai T des échos de spin du CPMG :
Ry.;s =R, +R,, (T, Kkpur g, AwAB) (42)

Lors d’une expérience de dispersion de relaxation, plusieurs spectres sont enregistrés en
faisant varier le nombre d’échos de spin pendant un délai de relaxation Trelax fixe (40 ms
par exemple). Plus la fréquence des échos de spin est grande, plus la probabilité d’avoir
un échange pendant I'écho diminue et plus I'aimantation est refocalisée.

Les facteurs Raer SONt obtenus pour chaque pic de 'HSQC, en comparant pour chaque
délai 1 lintensité du pic de I'expérience avec celle d'une mesure de référence (sans

CPMG). Les courbes de dispersion de relaxations sont obtenues en reportant pour chaque

pic la valeur du Raeff €n fonction de la fréquence des échos de spin v pye = % (43).

L’ajustement des courbes obtenues pour chaque pic est réalisé avec les modéles
théoriques qui permettent d’obtenir les paramétres physico-chimiques de I'échange :

i) La fonction de Meiboom *** pour un échange rapide (kex > AwaAB),
On obtient ainsi pour le modéle de Meiboom les paramétres (pApBAw2, Tex, R2) pour

chaque résidu :
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ApB Aw’® 4v ke:
R, =R +”—w[1 - Mtanh( = )] (44)
kex 4vepMe

i) La fonction de Carver **° pour un échange intermédiaire (kex = AwAB) et (pB, Tex,
|AD|, R2) ou Ad est la difféerence de déplacement chimique du noyau considéré

dans les deux conformations :

R,(—) =§ Ry, + Ry, + kex — Lcosh_l[D_; cosh(n, ) — D_ cos(n_))) (45)
Tep Tep S

D. = i[i”n-« ] (46)

ne="Z[xy+ @2+ )" (a7)
Y= (R}, — RYp — Pakex + Ppker)? — A% + 4pappkZ, (48)
'

=2Aw(RY, — RYg — pake. + Ppke.) (49)

iii) La fonction de Tolliger **¢ pour un échange lent (kex < AwAB):

R, = RY + kAB(1— —‘”_‘f‘;:f" (50)

Le calcul des Ryes correspondant a chaque pic et a chaque délai a partir des intensités
grace a la relation :

RZeff lll (51)

T elax
Dont le calcul d’erreur se fait suivant la relation :

Ag, = (52)

’cp TcP
Ou 0Oe représente la valeur du bruit rms mesuré sur une boite vide du spectre de

référence, Icp l'intensité du pic mesure, Tcp le temps de relaxation mesuré.

11.2.2.3 Mise en ceuvre expérimentale
111.2.2.3.1 Mesure de R1 et R2

Les séquences d’impulsions utilisées pour mesurer les vitesses de relaxation
longitudinale R17 et transversale R2 sont basées sur la séquence d’'impulsions HSQC.
Celle-ci commence par une séquence INEPT pour transférer 'aimantation du proton vers
le noyau N. Ensuite une série d'impulsions améne le systtme hors de son état
d’équilibre, dans I'un des états dont on veut mesurer la relaxation. Suit un délai tr de
relaxation, avec une série d’'impulsions qui permettent de conserver le simple processus

de relaxation en supprimant les effets de relaxation croisée dipdle-dipble et d’anisotropie
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de déplacement chimique. Enfin 'aimantation du noyau ®N est traitée afin de transférer sa
polarisation vers le proton a travers une séquence rétro- INEPT. Une série d’expériences
est enregistrée en faisant varier le délai tr afin d’échantillonner au mieux la courbe de
relaxation. On obtient donc une série de spectres de type 'H-'"N HSQC pour les
différentes valeurs de f{r. L’intensité des pics croisés décroit de maniére mono-
exponentielle et tend vers zéro quand les temps de relaxation tendent vers l'infini. Les
valeurs de R71 et R2 sont déterminées en réalisant un ajustement de l'intensité des pics
croisés a 'aide d’'une fonction monoexponentielle décroissante :
I(tr) = i,. e (53)

Ou [(tr) est l'intensité du pic croisé au délai de relaxation tr, Iy I'intensité au temps fr= 0 et
R correspond a la constante de vitesse de relaxation R1 ou R2.

L’optimisation des valeurs de Iy et R est obtenue en minimisant la fonction cible x 2 dont

I'expression est la suivante :

2

s Tt pnte—T 1) oy |
2 _ vN MfRicale £X
x° =Xz i £— (54)

Ou I(tr)caic et I(tr)exp soONt respectivement les intensités des pics calculées et mesurées

expérimentalement et o, correspond a I'incertitude de mesure sur l'intensité du pic.
Plus la valeur du x 2 est faible plus la correspondance entre le modéle et les valeurs

expérimentales est correcte.
Les incertitudes sur les valeurs des parametres de relaxation R7 et R2 sont

évaluées par la méthode de Monte Carlo®’

en utilisant curvefit (Palmer). Les intensités
calculées grace a l'équation (52) sont perturbées aléatoirement selon une distribution
normale avec un écart type correspondant a celui de I'erreur sur la mesure. Cette derniére

a été évaluée en dupliquant plusieurs points de la courbe de relaxation.
111.2.2.3.2 Mesure de I'effet nOe

Le paragraphe (I11.2.2.2.4) introduisant I'effet nOe, laisse clairement entendre que
cette mesure impose deux expériences : une expérience de référence et une expérience
pendant laquelle les protons amides sont préalablement saturés (irradiation des 'H). Cette
irradiation est assurée par un train d'impulsions qui permet de saturer les protons. Lorsque
les protons sont saturés, le systeme se trouve a I'état stationnaire. Il relaxe alors vers
I'équilibre thermique aux transitions zéro quantum et double quanta avec un transfert de
polarisation du proton vers le noyau "°N. On obtient deux spectres de type 'H-">N HSQC
correspondant aux deux expériences avec et sans irradiation. Il faut noter que la
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sensibilité de mesure de l'effet NOE est moins importante que celle des paramétres de
relaxation R1 et R2 car on ne peut bénéficier du premier transfert de polarisation du 'H
vers "N réalisé par la premiére série INEPT. Les valeurs du NOE hétéronucléaire 'H —'°N

sont déterminées par le rapport suivant :
i(s) = L
ni(s) = N (55)

Ou | et lp représentent lintensité des pics de corrélation avec et sans saturation
respectivement. ni(s) indique que c’est le nOe du noyau i quand le noyau s est saturé.

Une fois qu’on dispose des expériences saturée et non saturée, on extrait les intensités de
chaque pic et on applique le rapport (55).

L’incertitude sur I'effet nOe est calculée sur la base du bruit déterminé dans une région
vide du spectre (commande rms) et en appliquant '’équation suivante :

7voe = () x (=) + (=) (e9)

’nonsm ’Sﬂf nonsat

En combinant les valeurs de R1, R2 et NOE, on procéde au calcul de la valeur de J(0) en

548

appliquant I'équation (34) En utilisant les déviations standards (SD) obtenus sur les

trois parameétres, 500 simulations de Monte Carlo ont été effectuées pour évaluer

l'incertitude sur les J(0) >*

en utilisant des scripts R et python. Les valeurs de J(0) obtenus
nous fournissent une quantification plus précise des mouvements moléculaires de la

protéine, a la frequence J(0).
111.2.2.3.3 Mesure de la relaxation CPMG

La séquence impulsionnelle des expériences de dispersion de relaxation est une HSQC a
laquelle est incorporée une période de relaxation Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG) >41-542
(Figure 21B le CPMG est encadré en rouge). Elle peut se décomposer en plusieurs
étapes: excitation du proton, transfert de la polarisation sur I'azote, relaxation CPMG,
marquage des déplacements chimiques de I'azote, transfert de la polarisation sur le proton

et acquisition.
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Figure 21B: Représentation schématique de la séquence de dispersion de relaxation.

Pendant la relaxation, I'échange provoque une non-refocalisation de la polarisation
semblable a une perte de I'aimantation transversale. La vitesse de relaxation transversale
observée Rae est composée de la perte d’aimantation intrinséque a la protéine, ainsi que
d’'une composante due a I'échange Rex. Cette derniére dépend de la différence de
fréquence de précession des spins dans les deux conformations AwAB, de la vitesse
d’échange entre les conformations kex (fréquence des changements de vitesse de
précession), des populations relatives des deux conformations pA et pB (probabilité
d’évoluer sous chaque déplacement chimique) ainsi que du délai T des échos de spin du
CPMG : R2eff = R2+Rex (1, kex, pB,AwAB).

La figure 22B présente un extrait de la séquence compléte, correspondant a la relaxation
dans la séquence compenseée. Il est précédé par la polarisation du proton et un transfert
INEPT vers I'azote. |l présente la relocalisation des cohérences (jusqu’a (b)), la relaxation
entre (c)-(d). Pendant les deux CPMG, le découplage proton empéche un couplage
scalaire proton-azote et permet I'observation d’'une relaxation de la cohérence NX seule. I
est suivi par le marquage des déplacements chimiques, le retour INEPT et I'acquisition.
Les séquences (b)-(c) et (d)-(e) sont utilisées pour préserver I'aimantation de I'eau des
effets de I'offset lors du découplage en I'alignant sur son champ magnétique effectif >*°.
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Figure 22B: Extrait de la séquence de dispersion de relaxation découplée **°, présentant
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I’équivalent de la relaxation de la séquence compensée.

Comme décrit au paragraphe (111.2.2.2.6), nous avons enregistré une série de spectres en
faisant varier le nombre d’échos de spin pendant un délai de relaxation Trelax fixe (40 ms).
Les facteurs Ryesr sont obtenus pour chaque pic de 'HSQC, en comparant pour chaque
délai 1 lintensité du pic de I'expérience avec celle d'une mesure de référence (sans
CPMG). Nous procédant par la suite au traitement des courbes de dispersion en
appliquant I'équation de Meiboom (44) ou de Carver Richards (45), qui correspondent a
notre cas (échange rapide ou intermédiaire).

11.2.2.4 L’étude des complexes protéines acides nucléiques par RMN

Les complexes nucléoprotéiques jouent des rdles fondamentaux chez tous les
organismes vivants, ce qui souligne I'importance de leur étude. La RMN permet d'obtenir
des informations structurales et dynamiques sur ces complexes. Principalement, la
procédure d’investigation de ce type d’interaction consiste a déterminer la surface de
contact entre les deux biomolécules (CSP ou chemical shift perturbation), de déterminer
I'orientation précise des deux espéces au sein du complexe et d’obtenir les contacts
intermoléculaires nOe. En général, quand on étudie des complexes macromoléculaires de
grande taille, différentes stratégies de marquage sont employées. Dans la majorité des
cas, un seul partenaire est marqué ce qui permet de sélectionner un nombre de signaux
RMN limités.

Deux types de préparations sont possibles : un premier, qui est le plus fréquent, ou

la protéine est marquée en "N et ou en *C alors que I'acide nucléique n’est pas marqué ;
un second, ot c’est I'acide nucléique qui est marqué en "N et/ou en C alors que la
protéine ne sera pas marquée. Cette technique fournit un moyen pratique de suivre les
résonances pendant les expériences de titrage ainsi que d'utiliser des expériences filtrées
pour sélectionner ou filtrer I'aimantation des noyaux spécifiques.
Afin de mélanger les deux biomolécules en quantités équimolaires, il est plus facile
d'ajouter progressivement un des deux partenaires (protéine) a une solution de l'autre
partenaire (acide nucléique), et les spectres RMN sont alors enregistrés aprés chaque
étape d'addition. Les principaux problemes de préparation des échantillons restent la
solubilité et la stabilité du complexe, car, pour identifier les nOe intermoléculaires,
I'échantillon doit étre fortement concentré et stable a une température raisonnable (entre
25° C et 40° C).
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111.2.2.4.1 Les variations de déplacements chimiques

Afin d’étudier les complexes protéines-acides nucléiques, une méthode RMN assez simple
consiste a analyser les variations de déplacements chimiques ou CSP “chemical shift
perturbations” entre les formes libre et liée de la protéine. Celle-ci se base sur I'analyse
des déplacements chimiques du squelette peptidique de la protéine (libre et liee) en
enregistrant un spectre hétéronucléaire HSQC ou TROSY afin d’établir la variation des
déplacements chimiques de I'azote N et du proton amide HN de chaque acide aminé. La
variation des déplacements chimiques peut alors étre normalisée en utilisant la relation

suivante :

4,=/(44)*+(0,16x 4,)* (57)

(&)

Ou Ay et Aun représentent les variations des déplacements chimiques en ppm et la valeur
0,16 est basée sur le rapport des gammes spectrales protons amide/azote peptidique.
Cette technique nous permet de détecter les résidus impliqués dans linteraction avec

551-552

I'acide nucléique sachant que les déplacements chimiques sont trés sensibles aux

perturbations de I'environnement chimique.
111.2.2.4.2 La saturation croisée des protons iminos

Cette méthode est basée sur la saturation sélective des protons d'un partenaire
moléculaire qui conduit @ une diminution de l'aimantation dans la molécule, qui est
principalement contrélée par la diffusion de spin. La saturation est transférée a l'autre
partenaire, entrainant une diminution de l'intensité RMN. Dans le cas des complexes ADN-
protéines, les résonances des protons iminos de 'ADN (H3 de la thymine et H1 de la
guanine) sont sélectivement saturées en utilisant une impulsion d'inversion sélective
centrée sur la gamme de fréquence de résonances des protons iminos (5'H, 12-15 ppm).
Pendant la saturation de I'ADN, la relaxation des protons iminos perturbe I'équilibre
thermodynamique des spins voisins, ce qui entraine le transfert de saturation a la protéine.
En introduisant la période de saturation avant une séquence d'impulsions classique HSQC
N, les expériences de saturation croisée des iminos sont enregistrées en utilisant
plusieurs temps de saturation (allant de 0,1 a 2 s). Ensuite, l'intensité normalisée des pics
HSQC est tracée en fonction du temps de saturation.
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111.2.2.4.3 Contraintes de distances intermoléculaires courtes (nOe)

La proximité spatiale des résidus proche de linterface de contact entre la protéine et
l'acide nucléique, peut mener a une interaction intermoléculaire dipéle-dipdle
suffisamment large pour créer des nOe mesurables, ce qui crée une évidence directe de
leur proximité spatiale. Il est nécessaire d’attribuer les résonances des deux partenaires
afin de pouvoir identifier les nOe intermoléculaire, cependant, de forte superposition de
résonances ainsi qu’'un élargissement des raies peuvent apparaitre associés a la taille du
complexe et ou a I'échange chimique, ce qui complique I'attribution des nOe. Les progrés
récents en RMN ont largement contribué a résoudre ce probleme. Dans la plupart des
études de complexes protéines acides nucléiques, la protéine est marquée uniformément
en C/"™N alors que I'acide nucléique reste non marqué. La protéine dans le complexe est
alors attribué en utilisant une combinaison classique d’expériences tridimensionnelles
(HNCA et HN(CO)CA, HNCO et HN(CA)CO, HNCACB et HN(CO)CACB), TOCSY et des
expériences NOESY (3D: "N HSQC-NOESY, N HSQC-TOCSY, HCCH-TOCSY, "*C
HSQC-NOESY). De plus, le développement d’expériences filtrées et éditées pour un
isotope particulier a particulierement facilité I'attribution de I'acide nucléique impliqué dans
l'interaction. En particulier, il est possible de sélectionner les protons qui sont ou pas
impliqués dans une liaison scalaire a un hétéroatome spécifique, °N ou '*C. La
détermination des contraintes de distance intermoléculaires demeure une tache difficile et
nécessite beaucoup de temps, mais elles permettent de définir l'interface des complexes
protéine-ADN avec une précision élevées pour permettre des calculs de structure. Le
rassemblement d'un nombre significatif de NOE intermoléculaires est certainement le

moyen le plus efficace de définir I'interface avec une grande précision.

111.2.2.4.4 Contraintes de distances intermoléculaires longues (Paramagnetic
Relaxation Enhancement ou PRE)

Lorsqu'une molécule comporte un (ou plusieurs) électrons non appariés, ces
électrons vont interagir par couplage dipolaire avec les noyaux proches dans l'espace.
Ces interactions dipolaires magnétiques causent I'effet PRE (Paramagnetic Relaxation
Enhancement). Les espéces comportant des électrons non appariés sont en effet
paramagnétiques, c’est a dire qu'elles possedent une susceptibilité magnétique et qu'elles
sont capables de s'orienter préférentiellement dans un champ magnétique proche dans
I'espace. L'effet PRE méne a une augmentation importante de la relaxation du fait de la

valeur importante du g-facteur, I'équivalent pour I'électron du rapport gyromagnétique %53,
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Du fait du moment magnétique de I'électron (lié a son g-facteur), I'effet PRE est détectable
pour des distances (entre la paire électron et noyau impliqué dans le couplage) tres

importantes : jusqu'a 34 A pour Mn** °*

. La RMN paramagnétique représente une source
précieuse de longues distances qui peuvent compléter les contraintes NOE pour un
complexe situé dans un régime d'échange lent. En effet, plus un noyau se trouve proche
des électrons non appariés plus il revient vite a I'équilibre ce qui signifie que le
phénomeéne de relaxation est alors accéléré. Cependant, quand la molécule d'intérét ne
contient pas de centre paramagnétique intrinséque, des marqueurs extrinséques doivent
étre incorporées a la molécule, généralement en utilisant des sondes paramagnétiques ou
en générant des mutations ponctuelles de cystéines. Deux classes de sondes
paramagnétiques sont utilisées pour la RMN PRE: (i) les radicaux nitroxides (stables); (ii)
les chélateurs de métaux (tels que 'EDTA, le DTPA et les peptides se liant aux métaux)
qui se lie aux ions paramagnétiques (Mn*") avec une trés forte affinité. Ces deux classes
de sondes paramagnétiques peuvent étre associées de maniere covalente aux protéines
ainsi qu’aux acides nucléiques utilisés pour I'observation de I'effet PRE intramoléculaire ou

553, 555

intermoléculaire Cependant, on peut classer la RMN PRE en trois types:

intramoléculaire, intermoléculaire ou provenant du solvant (Figure 23B).

. {,H PRE
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Figure 23B: Types de RMN PRE. (A) Intramoléculaire ou L’effet PRE vient du groupe
paramagnétique situé sur la méme molécule ; (B) Intermoléculaire ou I'effet PRE vient du groupe

paramagnétique situé sur le partenaire d’interaction ; (C) Du solvant ou l'effet PRE vient des

collisions aléatoires entre une macromolécule et les molécules cosolutes paramagnétiques °*.

Dans le cas des complexes protéine-ADN, un agent paramagnétique est
communément conjugué a I'ADN. Par exemple, I'utilisation de désoxythymidine dérivée
d'EDTA contenant de I'ADN chélatée @ Mn*" dans le complexe SRY / ADN a permis de
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mesurer les effets PRE intermoléculaires et la polarité de la liaison SRY sur I'ADN a définir
6 Plus récemment, lincorporation de désoxy-4-thiouracile a [lextrémité de
I'oligonucléotide qui réagit avec la sonde 3-(2-iodoacétamido)-proxyl a permis de marquer
I'extrémités de 'ADN en 5' avec un agent paramagnétique >°’. L’effet PRE induit par le
marquage paramagnétique meéne a un élargissement des pics, dont la magnitude dépend
de la distance entre le noyau et la sonde paramagnétique. En combinant différents sites
de marquage, les données PRE peuvent étre extraites de différentes positions du centre
paramagnétique, ce qui permet I'extraction de contraintes & longues distances °*®. Enfin,
plusieurs méthodes sont possibles pour analyser I'effet PRE : Pour détecter la relaxation
électron-proton, on observe le changement d’intensité et la forme des lignes de
résonances de la protéine dans le spectre heteronucleaire ; on peut mesurer le temps de
relaxation T, des formes para- et diamagnétiques, la différence entre les deux représente

la seule relaxation provenant de l'interaction entre les électrons et les noyaux.

r2 = RZ.pm‘a - Rz,dia (58)
Une autre méthode quantitative consiste a mesurer le ratio :

I ara
*ZT (59)

Cependant, ce dernier n’est pas significatif physiquement car il ne dépend pas seulement
du T2 mais également du T4, des délais de transfert de cohérences aingi sue du type de

traitement de données °%°.

ll.2.3 Techniques de Biochimie et de Biologie moléculaire

111.2.3.1 Purification des oligonucléotides

Cette partie concerne les oligonucléotides déstinés a I'étude par gel retard.

25 pmol d’oligonucléotides sont repris dans un volume équivalent du tampon de charge
bleu urée (B/U) (7 M urée ; 0.05% bleu bromophénol ; 0.05% xyléne cyanol), a volume
égal. lls ont été purifiés par électrophorése sur gel dénaturant 15 % polyacrylamide/7.2 M
urée, 1X TBE (90 mM Tris-Borate, 2 mM d’EDTA). A la fin de la migration, les
oligonucléotides ont été révélés par UV-shadowing, les bandes du gel les contenant ont
été découpées, puis l'extraction a été effectuée par élution passive (processus de
diffusion), pendant la nuit a température ambiante, dans une solution contenant 0.3 M
d’acétate de sodium, 0.1 % de SDS et 1 mM d’EDTA. Au jour J+1, I'éluat est récupéré
puis centrifugé sur colonne spinX a 10000 rpm pendant 2 min dans la mini-centrifugeuse
de paillasse BECKMAN MicrofugeR Lite. Par la suite, il y a une étape de précipitation avec

2.5 volumes d’éthanol absolu et une centrifugation a 14000 rpm pendant 1 h a 4°C dans la
128



mini-centrifugeuse de paillasse. Le surnageant est ensuite retiré et un lavage du culot
avec 200 pl d’éthanol 70% est effectué pendant 5 min. Les oligonucléotides purifiés ont
ensuite été séchés 5 min au speedvac et remis en solution dans 20 yl d’eau milli-QTM. La
concentration de chaque oligonucléotide a été déterminée par spectrophotométrie

d’absorption a 260 nm.

111.2.3.2 Marquage des oligonucléotides en isotope radioactif

Cette partie concerne les ARNs déstinés a I'étude par gel retard.

Les oligonucléotides ont été marqués en 5’ au *?P en utilisant la T4 polynucléotide kinase
(New England Biolabs) et le [y-*?P] ATP (Perkin Elmer). La réaction a été effectuée dans
un volume final de 8 pl. Vingt-cinqg pmol d’oligonucléotide dans 3.7 ul d’eau milli-QTM, 0.8
pl de tampon réactionnel (10X) (concentrations finales : 70 mM Tris-HCI pH 7.6 ; 10 mM
MgCI2 et 5 mM DTT), 2.5 pl de [y-**P] ATP (25 uCi, 16.7 pmol) et 1 pl de T4
polynucléotide kinase (10 U/ul) constituent le mélange réactionnel. Aprés une incubation a
37°C pendant 45 min, l'oligodésoxyribonucléotide marqué a été purifié sur gel de
polyacrylamide (19:1)/7.2 M urée (15%). Pour vérifier la pureté de I'oligonucléotide marqué
en 5, une aliquote correspondant a [I'équivalent de 20000 cpm a été analysée par
électrophorése sur gel dénaturant 8% polyacrylamide (19:1)/7.2 M urée dans le tampon
d’électrophorése 1X TBE (90 mM Tris-Borate, 2 mM d’EDTA). Les oligonucléotides ont été
révélés par autoradiographie, les bandes du gel les contenant ont été découpées, puis
I'extraction a été effectuée par élution passive (processus de diffusion), pendant la nuit a
température ambiante, dans une solution contenant 0.3 M d’acétate de sodium, 0.1 % de
SDS et 1 mM d’EDTA. Au jour J+1, I'éluat est récupéré puis centrifugé sur colonne spinX
a 10000 rpm pendant 2 min dans la mini-centrifugeuse de paillasse. S’en suit une étape
de précipitation avec 2.5 volumes d’éthanol absolu et une centrifugation a 14000 rpm
pendant 1h a 4°C dans la mini-centrifugeuse de paillasse. Le surnageant est ensuite retiré
et un lavage du culot avec 200 pl d’éthanol 70% est effectué pendant 5 min. Les
oligonucléotides purifiés ont ensuite été séchés 5 min au speed-vac et remis en solution
dans 20 pl d’eau milli-QTM.

111.2.3.3 Marquage des oligonucléotides par des agents paramagnétiques
Cette partie concerne les oligonucléotides déstinés a I'étude par RMN PRE.
Le choix du site de marquage est crucial vu qu’il doit étre en dehors du site de fixation de
la protéine afin de ne pas géner linteraction. On a donc choisi de marquer nos

oligonucléotides sur la derniere base a son extrémité 5 ou 3’. Dans le cas des ADNs il
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contenait en 5’ ou 3’ une 4-thio-dT (ou S4dT), alors que pour les ARNs, c’est une 4-thio-U
(ou S4U), c’est a dire une base qui contient un atome de soufre en position 4 a la place de
'oxygene, c'est par l'intermédiaire de cet atome de soufre que va se lier l'agent
paramagnétique. Le couplage se fait donc par réaction chimique d’'une sonde Proxyl sur
I'oligonucléotide ADN ou ARN modifié. Le protocole du marquage se déroule comme tel :
On réalise un mélange pour obtenir au final 0.1 mM d’acide nucléique marqué. On ajoute
100 ul I’ADN ou d’ARN a 1 mM, 200 pl de tampon KPO4 a 500 mM et a pH 8, 100 pl de
proxyl a 100 mM resuspendu a 100% dans du MeTOH, et on compléte avec 600 pl d’'H,O
pour obtenir un volume final de 1 mL. Cette préparation est protoger de la lumiére avec de
I'aluminium ou un tube opaque car le proxyl est photosensible et on laisse sous agitation
horizontale pendant 24 h a 25°C. Le lendemain du marquage on suit la réaction par
dosage UV, si le pic a 335 nm de la base d_thio disparait cela signifie qu’il y a un transfert
total du proxyl sur I'oligonucléotide. S’ensuit une étape de purification des oligonucléotides
sur colonne d’exclusion NAP-10 en deux fois. La quantité récupérée sera lyophilisée puis
resuspendu dans le tempon RMN, avec une mesure de la DO avant de l'utiliser.

111.2.3.4 Test d’hybridation par gel retard

L’hybridation des acides nucléiques est un principe fondamental en biologie moléculaire, il
est fondé sur les propriétés d’appariement des bases complémentaires des acides
nucléiques. Deux couples ADN/ARN ont été testés pour I'hybridation. Quatres protocoles
d’hybridation entre 'ARN marqué au **P en 5 et IADN ont été testés en absence et en
présence de NC(1-55) de lisolat NL4.3, dans un volume final de 10 ul. Dans chaque
protocole, 1 pmol d’ADN a été incubée avec 0.1 pmol d’ARN marquée au *’P en 5’ (20000
cpm). Les échantillons ont été analysés par électrophorése sur gel polyacrylamide natif
14% (37.5:1) dans le tampon TBE (1X) thermostaté a 20°C. Le premier protocole
d’hybridation a été réalisé sans NC, le deuxieme et le troisiéme en présence de la protéine
avec une concentration de 1.5 pmol, 3.3 pmol et 6.6 pmol respectivement.

1°" étape : Dénaturation/Renaturation : L'ADN et 'ARN dans 3.6 pl H.O et dans deux
tubes distincts ont été dénaturés pendant 2 min a 90°C et placés ensuite 2 min dans la
glace avant d’ajouter 0.9 yl du tampon d’hybridation 5X (concentrations finales : 25 mM
Tris HCI pH 7.5 ; 30 mM NaCl ; 0.2 mM MgCl,). Ensuite, les échantillons ont été incubés
pendant 10 min a 20°C pour permettre la renaturation.

2°™e étape : Hybridation des ADN et ARN renaturés : L’ADN et 'ARN renaturés ont été
rassemblés dans un méme tube et 1 yl du tampon 1X ou 1 pl de NC a été ajouté pour

avoir en final 10 yl. Ensuite I'essai a été placé a 20°C pendant 5 min, 15 min, 30 min, 1 h,

130



2 h, 3 ou 4 h. La réaction a été arrétée en ajoutant 1 pyl de SDS a 2.5% et 1 yl de
protéinase K a 3 mg/ml. Apres 30 min d’incubation a 20°C, 4 uyl du tampon de charge bleu
glycérol (BG) (50% glyceérol ; 0.05% bleu de bromophénol ; 0.05% xyléne cyanol) ont été

ajoutés.

11.2.3.5 Production et purification de la protéine de nucléocapside du VIH-1

mature NCp7 marqué en '°N
111.2.3.5.1Surexpression de la protéine NCp7

Des souches d’expression bactérienne d’E. coli (BL21(DE3)pLysE) ont été transformées
par la technique d’électroporation avec un vecteur pET3a (Novagen) portant le géne
d’'intérét NCp7. L’expression protéique est sous contréle du promoteur T7 qui est induit par
I'IPTG. Les cellules sont ensuite étalées sur boite d’agarose. La sélection des cellules se
fait par I'ajout d’antibiotique : le chloramphénicol (34 ug/ml) dont le géne de résistance est
porté par le plasmide pLysE et 'ampicilline (50 ug/ml) dont le géne de résistance est porté
par le plasmide pET3a. Les cellules provenant du clone sélectionné sont cultivées 20 h a
37°C en milieu minimum M9 enrichi par I'isotope azote 15 ("°N) en rajoutant du "*NH,4CL,
supplémenté de 35 pg/ml chloramphénicol et de 50 pg/ml 'ampicilline. Cette préculture
servira & ensemencer 1 litre de milieu minimum M9 enrichi en "N en présence de
chloramphénicol (35 ug/ml) et d'ampiciline (50 pg/ml).

La culture s’effectue a 37°C sous agitation jusqu’a ce qu’elle atteigne une absorbance a
600 nm de 0.5 U.A. L’expression de la protéine est alors induite par ajout d’'IPTG a une
concentration finale de 0.5 mM. Aprés 20 h d’induction a 30°C, la culture est centrifugée a
7000 rpm pendant 30 minutes (rotor JLA 8-1000, centrifugeuse Beckman-Coulter Aventi J-
26 XP). Les culots bactériens sont repris dans un tampon de lyse (Tris-HCI 50 mM pH 8,
glycérol 10%, NaCl 0.1 M, ZnCI2 0.1 mM, DTT 5 mM, EDTA 2 mM, PMSF 10 mM,
pepstatine A 5 yg/ml). Les cellules sont ensuite lysées a 4°C par sonication pendant 10
minutes a 40 watts (cycles de 20 secondes (sec) entrecoupées de 30 sec de pause). Le
lysat bactérien obtenu est ensuite centrifugé a 45000 rpm pendant 25 minutes (min) a 4°C
(rotor JA20). Le surnageant est récupéré et les acides nucléiques sont précipités par
I'ajout du polyéthyléne imine (PEI) a 1% final, goutte a goutte et sous agitation pendant 1
h. Les acides nucléiques précipités et le restant des débris cellulaires sont éliminés par
centrifugation a 45000 rpm (rotor JA20) pendant 25 min a 4°C. Le surnageant est filtré sur

une membrane de 0.2 ym.
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111.2.3.5.2 Purification de la protéine d’intéerét NCp7

Chromatographie échangeuses d’ions

Cette premiére étape de purification est effectuée a I'aide de deux colonnes montées en
série, une Q sépharose (HiLoad 26-40, High Performance HP, GE Healthcare) et une SP
sépharose (HiLoad 26-10 (HP), GE Healthcare) a 4°C, sur une FPLC AKTApurifier.

La colonne est préalablement équilibrée avec le tampon A (Tris HCI pH 8 50 mM, glycérol
10%, NaCl 0.1 M, ZnCl; 0.1 mM, B-mercaptoéthanol 10 mM), puis avec le tampon B a
100% (Tris HCI pH 8 50 mM, glycérol 10%, NaCl 1 M, ZnCl, 0.1 mM, B-mercaptoéthanol
10 mM). La colonne est replacée dans du tampon A puis le surnageant est injecté sur les
colonnes.

Le Pl de la NCp7 est de 9.9 et nous travaillons ici a pH 8, la protéine est chargée
globalement positivement, la protéine se fixe donc sur la colonne SP sepharose. Aprés le
passage de 200 ml de tampon A, la colonne Q-sépharose est détachée puis un gradient
de 400 ml entre 20 et 80% de tampon B est effectué sur la SP-sépharose. La protéine
NCp7 est éluée a 25% de tampon B.

Tamis moléculaire :

La deuxiéme étape de purification est effectuée sur un tamis moléculaire (HiLoad 26-60,
Superdex 75, Prep Grade, GE Healthcare) préalablement équilibrée avec 300 mL de
tampon C (Tris HCI pH 7 50 mM, glycérol 10%, NaCl 0.1 mM, ZnCI2 0.1 mM, B-
mercaptoéthanol 10 mM), puis I'échantillon récolté de la précédente étape est injecté. La
protéine est éluée a 210 ml de tampon C.

Les fractions sont récoltées, concentrées puis dialysées contre le tampon RMN (acétate
de sodium deutéré pH 6, 25 mM, NaCl 25 mM, ZnCI2 0.1 mM, B-mercaptoéthanol 0.1
mM). La concentration de la protéine est mesurée par son absorbance a 280 nm (¢ = 6410

L.mol”.cm™).
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IV Résultats
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IV.1 Etude du mécanisme d’hybridation des séquences TAR et
cTAR impliquées dans le premier transfert de brin du VIH-1 en

présence de la NCp7

IV.1.1 Contexte

La protéine de nucléocapside du VIH-1 (NCp7) est impliquée dans le premier et le
second transfert de brin, qui se produisent au cours de la transcription inverse, cela, grace
a son activité de protéine chaperon. Le premier transfert de brin consiste sur le plan
moléculaire en I'hybridation de séquences complémentaires ARN et ADN. Dans le détail,
ce processus passe par deux étapes qui ne sont pas successives mais probablement trés
imbriquées. La premiére est la déstabilisation des séquences d’acides nucléiques et la
deuxiéme, I'hybridation des deux partenaires complémentaires. Grace a son activité de
protéine chaperon des acides nucléiques, la NCp7 posséde la capacité de faciliter ces
deux étapes. Il a été montré que les séquences nucléotidiques impliquées
correspondaient aux régions R situées sur '’ADNss (Accepteur) ainsi que sur 'ARNv
(Donneur) et que la NCp7 accélérait leur cinétique d’hybridation 378 3% 417. 423 Cependant,
il apparait que les structures qui sont les plus importantes pour le transfert dans la région
R sont les séquences TAR ARN et cTAR ADN, cela explique pourquoi la synthése de la
totalité de 'ADNss est nécessaire pour que le transfert de brin se produise, indiquant que
les séquences polyA paraissent moins importantes '’°>. TAR et cTAR forment des tiges
boucles hautement structurées dont la déstabilisation constitue une étape limitante pour
permettre leur hybridation *°. De plus la relation entre la structure et la stabilité des acides
nucléique est importante pour I'activité de protéine chaperon de la NCp?7.

Des études antérieures, conduites avec la NC(12-55), donc dépourvue de sa partie
N-Terminale, ont démontré que la NCp7 déstabilise mieux la séquence ADN cTAR que
TAR ARN “%_ |Is ont démontré que la protéine active permettait 'ouverture transitoire des
paires de bases situées sur les extrémités stables de la tige, avec un taux de
déstabilisation de 7 a 8 pb par oligonucléotide pour cTAR ADN et 1 pb par oligonucléotide
pour TAR ARN, avec un ratio NC/nt de 7.5. Ces résultats ont souligné que TAR ARN
posséde une plus grande stabilité structurale que cTAR ADN et que ce sont les deux
doigts de zincs qui sont responsables de I'activité déstabilisatrice de la NC *%*.

Cependant, il a également été supposé que la conservation d’'une structuration suffisante
de TAR ARN, c’est a dire partiellement déstabilisée, était importante pour un transfert de
brin efficace ??°. D’autres études laissent apparaitre que c’est la stabilité thermodynamique
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locale et non globale des oligonucléotides qui est la plus importante et que celle-ci
constitue le déterminant principal pour I'activité de protéine chaperon de la NCp7 40%4%,
Plusieurs études ont également analysé les cinétiques d’hybridation de TAR et cTAR, en
présence et en absence de la NCp7, dans le but de déceler les voies d’hybridation
empruntées “%® 44 428 | es études avec la forme tronquée de la protéine, NC(12-55) ont
démontré que le processus d'hybridation se produit avec une cinétique de second ordre a
deux composantes, le processus est plus rapide d'au moins deux ordres de grandeurs en
présence de la protéine *°°. Les deux composantes cinétiques ont été assignées a deux
voies différentes : (i) une phase rapide qui ne permet pas la formation d’'un duplex étendu
(ED) mais qui est associée a une hybridation partielle des bases terminales de cTAR et
TAR. (ii) une phase plus lente qui permet la formation du ED, mais qui est limitée
cinétiquement par la nucléation des résidus situés majoritairement sur les segments
centraux double-brin de TAR et cTAR. Pour ces deux phases, le mécanisme de formation
du complexe passerait par un intermédiaire de type "zipper" dans lequel les extrémités
des molécules ADN et ARN s'hybrideraient *?**?® °°°  Un mécanisme alternatif a été
proposé en présence de la NC(12-55) qui constitue une voie d’hybridation par les boucles
« kissing complex », mais qui reste mineur dans les conditions expérimentales choisies
406 Ce schéma est conservé en présence de la NC(1-55), c’est-a-dire que I'hybridation de
TAR et cTAR avec la NCp7 dans des conditions non agrégative, suit une voie de type
"zipper", néanmoins ce chemin n'est majoritaire que quand une forte concentration de
protéine est utilisée (NC:nt 1:5) 397420, 424425

Par ailleurs, des expériences avec des sequences tronquées de TAR et cTAR (27
nt), ont montré des différences comparées aux séquences complétes (59 nt) *?°. En
absence de NCp7, les mini TAR et cTAR s’hybrident via un mécanisme "kissing complex"
et les molécules TAR et cTAR entiéres sont 10 fois plus lentes a s'hybrider que les
séquences courtes en absence de NCp7, avec la formation rapide d’un complexe
intermédiaire peu stable, qui interagit par les boucles apicales, suivie par une conversion
lente vers le complexe étendu *?**?°. En présence de NCp7, celle-ci facilite I'hybridation
de TAR et cTAR entiéres d'un facteur 10° fois plus important qu’en absence de la protéine,
stabilisant l'intermédiaire bimoléculaire (104 fois plus) et en promouvant I'apparition du
duplex étendu (10 fois plus). En résumé, I'hybridation de TAR et cTAR en absence de
NCp7 semble se faire par une nucléation a travers les boucles. En présence de NCp7,
celle-ci accélére fortement leur cinétique d’hybridation et permet la stabilisation du
complexe intermédiaire tout en accélérant I'apparition du complexe étendu *?*. Ce schéma

réactionnel n’a pas été observé avec la NC(12-55) “*, ce qui impliquerait un réle de la
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partie agrégative dans cette étape. Dans les conditions de forte concentration de NCp7,
les travaux de Vo et al., 2006 montrent un basculement du mécanisme d’hybridation vers
un mécanisme "zipper", ce qui suggere qu’une plus forte déstabilisation permet I'apparition
de ce mécanisme.

Dans notre travail, nous avons voulu tester I'impact du positionnement des boucles
internes dans TAR et cTAR; comme il est expliqué dans l'introduction (Figure 20A), le fait
que la NC pourrait s'orienter préférentiellement le long des chaines d'acides nucléiques et
le fait que I'un des deux doigt de zinc (le ZF1) est plus important pour la déstabilisation
des structures secondaires (Figure 24A) suggérent un mécanisme dans lequel la position
des boucles internes (supposées étres importantes pour la fixation des molécules de NC)
déterminerait les séquences double brin qui seraient déstabilisées en priorité. Dans un tel
modeéle l'inversion de la position des boucles internes devrait modifier les cinétiques
d'hybridation. Pour réaliser ce travail, nous avons utilisé la technique de FRET a l'aide
d'oligonucléotides synthétiques, ou 'ADN cTAR est doublement marqué a ces extrémités
5 et 3 par un couple de sonde fluorescentes (Tetramethylrhodamine (TMR) et
Fluorescéine (F) respectivement). Nous avons utilisé des séquences sauvages tronquées
(cTARO-TARO de 29 nt) ainsi que des couples mutants (cTAR1-TAR1 de 29 nt) ou la
position des boucles internes a été inversée (Figure 2B). A partir de ces deux couples,
d’autres mutants ont été réalisés (loop et stem) dans lesquels les modifications sont les
suivantes : (i) deux bases au niveau de la boucle apicale ou (ii) deux bases au niveau des
extrémités 53’ afin d’empécher [I'hybridation par la voie "kissing" et "zipper"
respectivement (Figure 2B). Nous avons également étudié I'hybridation de TAR et cTAR
en absence et en présence de NCp7 par gels retard. En outre, par des expériences de
RMN, nous avons étudié la déstabilisation de la structure secondaire de TAR ARN par la
NCp7, a faible ratio de protéine par nucléotides (1:59 nt), afin de déterminer quels sont les
premiers sites de nucléation de la déstabilisation.

IV.1.2 Résultats

IV.1.2.1 Analyse de I’hybridation des séquences TAR et cTAR par FRET

L’hybridation est suivie en utilisant un oligonucléotide cTAR doublement marqué par
un couple (TMR-F). Dans nos conditions expérimentales (20°C, tampon Acétate 1=0.05,
pH=7.5), cTAR ADN forme une tige boucle. Les deux chromophores situés aux extrémités
5 et 3’ sont alors proches I'un de 'autre et induisent un transfert d’énergie de F vers TMR.
Dans le cas du couple TMR, F que nous utilisons, il a été de plus montré qu'un couplage

de type excitonique (couplage fort) existe entre les deux chromophores, lorsque ces
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derniers sont trés proches I'un de l'autre “** °*°. Ce couplage est différent du couplage de
type FRET, qui est un couplage faible et qui ne peut se produire que quand le couplage
fort est perdu, du a l'ouverture de la tige basse des oligonucléotides. Suite a I’hybridation
de l'oligonucléotide cTAR ADN avec TAR ARN, les deux chromophores vont se trouver
éloignés l'un de l'autre, le couplage FRET est perdu, ce qui va se traduire par un
accroissement important de I'émission de la fluorescence de F.

Nos expériences ont été réalisées avec une concentration d’ADN fixe de 10 ou 50
nM, une concentration d’ARN de 600 nM et différents ratios de protéines (1/5, 1/8 et 1/10
nt). Finalement, nous avons choisi de poursuivre nos travaux avec une concentration fixe
d’ADN de 50 nM, vu que les complexes s’avéraient étre plus stables et les expériences
plus reproductibles dans de telles conditions. Nous avons travaillé dans des conditions de
pseudo-premier ordre dans lesquelles I'un des composants est en large exceés, ici 'ARN
(600 nM). Ces conditions simplifient I'extraction des vitesses d’hybridation du complexe,
qui a été effectuée avec le logiciel GraphPrism en utilisant I'équation « non-linear
regression (curve fit) two-phase association », ce qui signifie que deux exponentielles sont
utilisées pour effectuer les ajustements des courbes expérimentales. Le profil des courbes
cinétiques obtenues et les ajustements utilisant des profils a doubles exponentielles
("fits"), montrent que [I'hybridation des séquences se déroule en deux phases qui
possédent des constantes de temps significativement différentes. La premiére phase est
rapide, au cours de celle-ci, il se forme un complexe initial partiellement hybridé,
cependant la deuxiéme phase est plus lente, au cours de laquelle le complexe est converti
en un duplex étendu parfaitement hybridé (Figure 6C).
Les constantes de vitesses k et k.1 sont liées a la formation du complexe initial, alors que
la constante k, est associée a l'apparition du duplex étendu, si I'on suit le schéma
réactionnel proposé par Vo et al. 2006, 2009. En comparant les valeurs de la vitesse (k2)
entre les différents complexes, on détermine si I'hybridation se fait de maniére plus rapide.

IV.1.2.1.1 Spectre d’émission de '’ADN

Les courbes obtenues montrent que I'émission de TMR (second pic) est plus
intense que celle de F (premier pic) (en cas d'excitation de la fluorescéine a 480 nm), ce
qui suggere que le couplage excitonique n'est pas présent car la présence de celui-ci se
manifeste par une fluorescence de méme niveau pour les deux partenaires F et TMR.
On peut suggérer que la paire de base terminale de type AT est largement ouverte dans
nos conditions, empéchant le couplage excitonique. Par contre il semble que le transfert
d’énergie de type FRET (par couplage faible) lorsque l'excitation a lieu a 580 nm
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(Fluoresceéine) entre F et TMR a bien lieu. L'ADN est bien sous une forme repliée en tige-
boucle avec ses deux extrémités marquées par F et TMR, proches spatialement, méme si
la derniére paire de base AT est probablement ouverte. Cependant, en comparant les
spectres d’émissions de cTARO a différentes températures, on observe que plus la
température augmente, plus I'émission de la TMR s’affaiblit. Cela indique que sous I'effet
de la température, la structure secondaire est déstabilisée, les fluorochromes s'éloignent
de plus en plus I'un de l'autre, ce qui diminue le transfert d’énergie, avec comme résultat
une augmentation de l'intensité de la fluorescéine (Figure 1C). Par ailleurs, on remarque
un déplacement de la courbe de TMR, cette caractéristique est en fait liée a I'effet de la
température sur la sonde fluorescente.

Par la suite, nous avons décidé de travailler a une température de 20°C afin de s'assurer
de la conformation en tige boucle de cTARO. Nous avons également vérifié I'influence de
la température sur les spectres d’émissions des autres ADN et nous obtenons le méme
résultat qu'avec cTARO (résultats non présentés). Cependant, dans les mémes conditions
de pH, de température et de concentration, les profils d’émission de fluorescence des
différents oligonucléotides ne sont pas identiques. Cela est probablement lié a de légéres
différences conformationnelles. D’aprés le logiciel de prédiction de structure secondaire
mFold, chaque oligonucléotide présente une structure secondaire spécifique.
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§ = cTar0 10°C
g s — cTar0 15°C
s — cTar0 20°C
§ =~ cTar0 25°C
S  2.0x10%4 cTar0 30°C
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@
[~
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Figure 1C: Spectre d’émission de cTARO a différentes températures dans du tampon
Acétate 1=0.05 et pH=7.5 avec Aex=480.

IV.1.2.1.2 Cinétique d’hybridation TAR et cTAR sauvages en présence de NCp7 a
différentes températures

Nous avons tout d’abord, étudié I'hybridation TARO et cTARO avec un ratio 1/5 de NCp7 a

différentes températures (10°C, 15°C, 20°C, 25°C, 30°C, 35°C, 40°C et 45°C) (Figure 2C)

et on constate que lorsque la température augmente, la constante de vitesse associée a
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'apparition du duplex étendu k; augmente également, ce qui traduit une vitesse
d’hybridation des séquences TAR et cTAR plus rapide (Tableau 1C).

Tableau 1C. Constantes cinétiques de I’hybridation du complexe sauvage (TARO0-cTARO) a
différentes températures et un ratio de 1/5 de NC/nt.

T 10°C 20°C 25°C 30°C 35°C 40°C 45°C

ky(M's™ | 25x10° | 1.9x10° 26x10° | 3.9x10° | 25x10° | 24x10° 3.1x10°
ki(s™) 6.7x10% | 1.2x107? 1.7x10% | 47x10? | 3.7x10? | 2.9x10? 1.9 x 10?2
ka (s) 6.1x10° | 6.3x10° 9.5x10* | 1.8x10° | 7x10° | 2.6x10? 4.8x107?
Kd (M) 2.7x107 | 59x10° 6.7x10° [ 1.2x107 | 1.4x107 | 1.3x 107 6.4x10°

Cette vitesse d’hybridation plus rapide, due a l'augmentation de la température, peut
s’expliquer par la facilitation de la rupture des liaisons hydrogéne entre les bases
nucléiques, ce qui permet a la protéine de déstabiliser plus facilement les structures

secondaires des acides nucléiques.
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Figure 2C: Influence de la température sur I’hybridation TARO-cTARO. Courbes cinétiques
normalisées de I'hybridation de cTARO (50 nM) et TARO (600 nM) en présence de NCp7 (ratio
1/5), dans du tampon Acétate (I1=0.05 et pH=7.5) et a différentes températures, avec Aex=480 nm
et Aem=516 nm.

IV.1.2.1.3 Cinétique d’hybridation TAR et cTAR sauvages et mutantes en présence
de différentes concentrations de NCp7 a 20°C
Afin de déterminer l'influence de la concentration en protéine sur [l'efficacité de
I'hybridation, nous avons réalisé des cinétiques en modifiant le rapport de NCp7 par
nucléotide (1/5, 1/8, 1/10).
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Tableau 2C. Constantes cinétiques de I’hybridation des complexes sauvage (TAR0-cTARO)

et mutant TAR1-cTAR1) a différents ratios de NC/nt et a 20°C.

Oligonucléotide cTARO/TARO cTAR1/TAR1

Ratio 1/5 1/8 1/10 1/5 1/8 1/10
ki(M"s™) 1.9 x 10° 1.2x10° | 1.2x10° [ 27x10° | 1.9x10° | 9.4x10°
ka(s™) 1.2x10% | 1.6x10% | 1.7x10% | 1.7x10? [ 1.1x10% | 1x10?
ka (s) 6.3x10° | 53x10° | 26x10° | 3.9x10° | 29x10° | 3.4x10°
Kd (M) 59x10° | 1.4x107 | 1.4x107 | 63x10° | 59x10° | 1.1x107

D’aprés le profil cinétique et les constantes du tableau ci-dessus (Tableau 2C), on
constate que lorsque la concentration en NCp7 augmente, ko la constante de vitesse
associée a I'apparition du duplex étendu augmente également, ce qui se traduit par une
vitesse d’hybridation des séquences TAR et cTAR plus importante. On en déduit que dans
des conditions saturantes de NCp7, I'hybridation se fait de plus en plus rapidement ce qui
indique une action déstabilisatrice plus efficace.En comparant les deux couples sauvages
et mutants (Figure 3C), on observe que I'hybridation du couple sauvage s’avéere étre plus

rapide.
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Figure 3C: Influence de la concentration en NCp7 et de la position des boucles internes des
acides nucléiques sur I’hybridation TAR-cTAR. Courbes cinétiques normalisées de I'hybridation
du couple sauvage (a gauche) et mutant (a droite) en présence de NCp7 (a un ratio de 1/5 (noir),
1/8 (rouge) et 1/10 (vert)) dans du tampon Acétate (1=0.05 et pH=7.5) et a 20°C, avec Aex=480 nm
et Aem=516 nm. L’insert dans la figure de gauche inclut les courbes cinétiques du couple sauvage
jusqu’a t= 30 minutes, on arrive a un plateau dés 600 secondes pour tous les complexes.

IV.1.2.1.4 Cinétique d’hybridation des séquences sauvages ‘loop0” et “stem0” en
présence de NCp7

D’aprés le profil cinétique et les constantes du tableau (3C), on observe que I'’hybridation

du couple “loop0” s’avere étre plus rapide. Rappelons qu'avec ces mutants, I'hybridation
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par les boucles est défavorisée, alors que le couple “stem(Q” s’avére posséder des

cinétiques plus lentes par rapport au couple TARO-cTARO. Les courbes cinétiques de ces

deux couples sont représentées Figure (4C).

Tableau 3C. Constantes cinétiques de I’hybridation des complexes sauvages (TAR0-cTARO
loop) et mutant TAR0-cTARO stem) a différents ratios de NC/nt et a 20°C.

Oligonucléotide | cTARO/TAROloop cTARO/TAROstem

Ratio 1/5 1/8 1/10 1/5 1/8 1/10
ki(M"s™) 1.8x10° | 1.3x10° | 1.3x10° | 1.7x10° | 1.4x10° | 1.9x10°
kq(s™) 12x10%? | 1.1x10% | 1.4x10? | 6.4x10° | 7.9x10° | 1.7x10?
ks (s) 72x10° | 45x10° | 35x10° | 43x10° | 26x10° [ 2.2x10°
Kd (M) 6.4x10° | 86x10° | 1.2x107 | 3.7x10° [ 57x10° [ 9.3x10°

Le fait que le ko de cTARO est plus grand que pour stemO, suggére que I'hybridation pour
le couple sauvage se fait par la voie "zipper" et que l'inhibition de cette voie d’hybridation
ralentit la vitesse de formation du duplex étendu, ceci méme a forte concentration de
protéine. Par contre la modification des boucles apicales entraine une accélération de
I'nybridation. Ces résultats pourraient s'expliquer par le fait que les deux chemins
d'hybridation possibles sont présents avec les séquences sauvages, mais que le chemin
"zipper" est majoritaire. Lorsque les mutations precédentes défavorisent le passage par la
voie "kissing complex" (c’est a dire les mutants "loop"), de ce fait la voie "zipper" se trouve
favorisée ce qui mene a une hybdridation plus rapide. Par contre avec les mutants "stem"
qui dévaforisent la formation d'intermédiaires "zipper", le chemin majoritaire devient donc
probablement le chemin "kissing", dont la conversion vers le duplex étendu se révéle plus

lente avec ces molécules.
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Figure 4C: Influence de la mutation de la boucle apicale ou des extrémités 5’ ou 3’ de ’ADN
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sur I’hybridation TARO-cTARO loop et stem en présence de NCp7. Courbes cinétiques
normalisées de I'hybridation des couples sauvages loop0 (a gauche) et stemO (a droite) en
présence de NCp7 (a différents ratios), dans du tampon Acétate (1=0.05 et pH=7.5) et a 20°C,
avec Aex=480 nm et Aem=516 nm.

1V.1.2.1.5 Cinétique d’hybridation des séquences mutantes ‘loop1” et “stem1” en
présence de NCp7

Contrairement aux couples sauvages, on observe que I'hybridation du couple “stem1”
s’avere étre plus rapide, rappelons que dans ces molécules I'hybridation par les extrémités
5" et 3’ est défavorisée due aux mutations. Par contre, la constante de vitesse k, du couple
mutant TAR1-cTAR1 est plus grande que pour le couple mutant “loop1” (Tableau 4C).
Cette situation est donc exactement l'inverse de celle du couple précédent cTARO-TARO.
Les courbes cinétiques de ces deux couples sont représentées Figure (5C).

Tableau 4C. Constantes cinétiques de I’hybridation des complexes mutants (TAR1-cTAR1

loop) et mutant TAR1-cTAR1 stem) a différents ratios de NC/nt et a 20°C.
Oligonucleotide cTAR1/TAR1loop cTAR1/TAR1stem
Ratio 1/5 1/8 1/10 1/5 1/8 1/10
ki(M's™) 121x10° | 1x10° 11x10° | 1.6x10° | 1.4x10° [ 1.5x10°
ka(s™) 46x10% | 76x10° | 88x10° | 84x10° | 6.7x10° | 1.4x10?
ka2 (s) 22x10° [ 21x10° | 1.9x10° | 54x10° | 28x10° | 25x10°
Kd (M) 3.8x10° [ 74x10° | 8.4x10° | 54x10° | 49x10® | 9x10°

Ces résultats suggérent que I'hybridation majoritaire pour le couple mutant (TAR1-cTAR1
dans lequel les boucles internes ont été inversées), se fait par une voie de type 'kissing
complex", méme si comme pour le couple précédent, les deux chemins "zipper" et
"kissing" sont probablement simultanément présents, la perturbation de cette voie avec les
mutants “loop1” et I'nybridation favorisée quand on a les mutants “stem1” sont cohérentes
avec cette hypothése et indiquent donc que les chemins d'hybridations sont fortement

perturbés avec l'inversion de la position des boucles internes.
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Figure 5C: Influence de la mutation de la boucle apicale ou des extrémités 5’ ou 3’ de ’ADN
sur I’hybridation TAR1-cTAR1 loop et stem en presence de NCp7. Courbes cinétiques
normalisées de I'hybridation des couples mutants loop1 (a gauche) et stem1 (a droite) en présence
de NCp7 (a un ratio de 1/5 (noir), 1/8 (rouge) et 1/10 (vert)), dans du tampon Acétate (1=0.05 et
pH=7.5) et a 20°C, avec Aex=480 nm et Aem=516 nm.

En conclusion de ces expériences nous proposons sous forme schématique une
explication possible des résultats obtenus. Cette explication est basée sur les
observations sur les différences de polarité de fixation de la NCp7 aux ADNs et aux ARNs

exposées en Introduction % 34 Puisqu'un certain nombre de données 3°°

indique que
ZF1 est davantage impliqué dans l'activité de déstabilisation que ZF2, ces différences de
fixation peuvent entrainer des préférences dans les zones simple brin qui vont étre
déstabilisées. Dans le cas des séquences sauvages (a gauche dans la figure 6C), du fait
des modes de fixation proposés, ce sont les zones double brin "supérieures" qui vont étre
déstabilisées, a la fois dans le cas de I'ADN et de I'ARN. Par contre, avec les séquences
mutées, ce seront les zones double brin "inférieures" situées aux extrémités qui seront
déstabilisées. Ce schéma peut également expliquer les voies d’hybridation différentes
empruntées dans le cas du couple sauvage (mécanisme zipper) et mutant (mécanisme
kissing). Notons que nous tentons aussi d'analyser ces données avec d'autres schémas
réactionnels, incluant le fait que le mécanisme réactionnel comporte deux étapes avec des
cinétiques assez dissemblables. Des schémas réactionnels a plusieurs branches peuvent

406 " Quelque soit le

ainsi étre possibles comme montré dans des études récentes
mécanisme exact, ces études soulignent l'influence importante de la position des boucle

internes sur le chemin d'hybridation emprunte.
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Figure 6C: Schéma hypothétique du mécanisme de fixation, de déstabilisation et
d’hybridation des couples cTARO-TARO sauvages (a gauche) et cTAR1-TAR1 mutées (a
droite) par la NCp7. La protéine est représentée avec ses deux doigts de zinc ZF1 (orange) et
ZF2 (violet). A) Le mode de fixation sur les ADNs et les ARNs est celui décrit dans Introduction
(Figure 20A). ZF1 est le doigt spécialisé dans la déstabilisation des structures secondaires. La
fleche noire indique la déstabilisation des zones double-brin. B) La formation du complexe initial
(partiellement hybridé) se fait via une voie « zipper mechanism » pour le couple sauvage TARO-
cTARO. C) La formation du complexe initial (partiellement hybridé) se fait via une voie « kissing
mechanism » pour le couple mutant TAR1-cTAR1. D) La formation du complexe étendu résulte en
un hybride ADN:ARN parfaitement hybridé.
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IV.1.2.2 Analyse de I'hybridation de TAR et cTAR en absence et en présence
de NCp7 par gel retard
Les résultats que j'ai obtenus avec ces expériences ont donné lieu a une publication dans
le journal RNA. Les principaux résultats obtenus sont résumeés ci-dessous.

Afin d’analyser I'efficacité d’hybridation des séquences TAR et cTAR complétes (59
nt) en absence et en présence de NCp7, nous avons eu recours a des tests d’hybridation
par gels retard. Pour effectuer ces expériences, '’ARN a été marqué au **P en 5 dont le
protocole de marquage est décrit dans matériels et méthodes. Par rapport aux travaux
précédents effectués par d'autres groupes, la particularité de ces expériences est de
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travailler en se mettant dans des conditions proches de celles des expériences RMN (voir
plus loin) : c'est a dire avec des rapports NC:nt trés faibles et des rapports relatifs ARN et
ADN équivalents. Cette derniere condition signifie que I'on n'est plus dans des conditions
de pseudo-premier ordre. En utilisant de telles conditions nous avons pu étudier le
fonctionnement de la NC a de trés bas rapports NC:nt pour I'hybridation TAR-cTAR.

IV.1.2.2.1 Hybridation en absence de NCp7
Les premiers tests ont été réalisés sans NCp7 (Article1, Figure 2.A gel du haut, piste 3 a
7). L’hybridation a été étudiée en fonction du temps : 10 min, 1 h, 3 h, 6 h et 24 h. La piste
(1) de 'ARN dénaturé permet d’identifier la bande qui correspond a '’ARN sous forme de
monomere. La piste (2) correspond au contréle ARN incubé seul pendant 10 min, afin de
vérifier que 'ARN ne se dégrade pas au cours du temps et qu’il ne forme pas de duplex
qui pourrait entrer en compétition avec la formation de I'hnybride ADN-ARN. Quant aux
essais d’hybridation, ’hybride TAR-cTAR correspond a la bande qui apparait dés 1 h mais
qui n'augmente que faiblement au cours du temps. Par conséquent, I'’hybridation des tige-

boucles en absence de la NCp7 n’est pas efficace.

IV.1.2.2.2 Hybridation en présence de NCp7

Aprés avoir évalué I'hybridation des tige-boucles complémentaires en absence de NCp7,
nous avons voulu comprendre le réle de la protéine dans l'appariement de ces tige-
boucles. Les expériences ont été réalisées avec différentes concentrations de NCp7 : 1.5
MM ; 3.3 uM et 6 uM de NCp7 soit I'équivalent de ratios 1 NC/59 nt ; 1 NC/29 nt et 1 NC/14
nt respectivement. Avec un ratio faible 1 NC/59 nt (Figure 2A gel du bas, piste 3 a 7), on
observe que I'hybridation se produit des 10 min d’incubation et qu’elle augmente a partir
de 3h. Il est intéressant de noter que I'hybridation TAR-cTAR en présence de ce faible
ratio de protéine par nucléotide est plus efficace que I'hybridation sans NCp7.

Par ailleurs en augmentant la concentration de la protéine a 3.3 pM soit 1 NC/29 nt (Figure
2A gel du bas, piste 8 a 12), on observe que I'hybridation est de plus en plus efficace et
qu’elle augmente significativement en fonction du temps. Cependant, afin d’accélérer
encore plus le processus d’hybridation, nous avons augmenté la concentration de la
protéine pour avoir un ratio de 1 NC/14 nt (Figure 2A gel du haut, piste 8 a 12),
I'hybridation est significativement importante dés 10 min d’incubation et augmente

significativement en fonction du temps.
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IV.1.2.2.3 Analyse de la cinétique d’hybridation

A partir des expériences de gels retard, nous avons réalisé des courbes cinétiques
pour les différents complexes qui nous permettent de déterminer le pourcentage de
séquences TAR ARN hybridées en fonction du temps (Figure 2B). Selon les modéles de
Vo et al., 2009, la cinétique d’hybridation se déroule en deux phases, lente et rapide qui
correspondent a la formation d’'un duplex partiellement hybridé et étendu respectivement :

ky ka
TAR + cTAR k.: TARCTAR —_ TARCTAR

Duplex initial * Duplex étendu

Comme nos conditions ne sont pas des conditions de pseudo-premier ordre, puisque les
concentrations d'ADN et d'’ARN sont du méme ordre (rapport ADN:ARN, 1:1), un certain
nombre de simplifications qui sont adoptées dans de telles conditions, ne peuvent étre
faites ici, il est nécessaire d'analyser la premiére réaction (celle de la formation du
complexe initial) dans le cadre d’'une réaction biomoléculaire et réversible. La description
de l'analyse des données est présentée dans le Matériels et Méthodes de l'article RNA.
Les données cinétiques obtenues sont présentées dans le tableau 1 de l'article 1.

La constante de vitesse k4 affiche une variation importante quand on compare I'’hybridation
sans NCp7 et en présence de protéine (ki augmente d’'un facteur 30), on voit donc ici
I'effet important de la protéine sur la phase d'hybridation proprement dite du complexe. On
remarque que méme a des rapports NC:nt trés faibles (1 NC/59 nt), I'effet sur la premiére
phase (k1) est significatif. La présence de NC permet une augmentation de ki d'un facteur
5 (comparer les colonnes NC(0:59) et NC(1:59)). Cela signifie donc que dans les
conditions ou les expériences de RMN ont été effectuées, I'effet de la NC sur I'hybridation
est important. En revanche, dans les mémes conditions, la constante de dissociation k_
n’affiche pas de variation. La constante k, augmente d’'un facteur 10 entre NC(0:59) et
NC(1:14). Nous montrons donc ici clairement le réle important de la présence de la
nucléocapside sur la transition vers le complexe étendu. Il est intéressant de noter que
dans le travail précedent de Vo et al, 2009 par le groupe de Musier-Forsyth, les conditions
utilisées n'avaient pas permis a ces auteurs de mesurer I'impact de la NC sur la vitesse k»
dans le cas de I'hybridation TAR-cTAR (molécules entieres) (Voir Figure 9(d) de Vo et al,
2009). Dans le Matériels et Méthodes du RNA, au chapitre "Choice of nucleic acids
concentrations", il est expliqué qu'une correcte détermination de k, dépend de fagon
essentielle de la fraction f (la fraction du composant rapide), il est important que celle-ci ne
soit pas trop grande, car une fraction f trop peuplée, rend la phase lente qui nous intéresse
pour étudier kz trop peu peuplée. Aux faibles rapports en NC utilisées, il faut utiliser des
concentrations en ADN et en ARN importantes (ici 750 micromolaires pour pouvoir
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déterminer correctement les vitesses kz. On peut alors montrer que, comme on pouvait s'y
attendre intuitivement, la quantité de NC est trés importante pour favoriser la transition
vers le duplex étendu. Encore une fois, il faut noter que ce dernier point n'avait pas pu étre
mis en evidence par le groupe de Musier-Forsyth *?**?® du fait du choix de leurs conditions
expérimentales.

Ce travail souligne le réle important de l'activité déstabilisatrice de la NCp7 pour
permettre la transition du complexe initial vers le complexe final. On doit noter toutefois
qu’aux rapports NC:nt tres faibles (1:29) et (1:59), si I'effet sur la formation du complexe
initial est bien perceptible, I'effet sur la conversion vers le duplex étendu (qui implique sans
doute I'activité déstabilisation des acides nucléiques) est trés faible, ce qui signifie que des
quantités plus importantes de protéine sont nécessaires pour cette derniére activité.

IV.1.2.3 Analyse de la déstabilisation de la structure secondaire de TAR ARN
par la NCp7
Les résultats que j'ai obtenus avec ces expériences ont donné lieu a une publication dans
le journal RNA et qui est présentée a la fin de ce mémoire. Les résultats obtenus sont
résumes ci-apres.

Nous avons étudié I'interaction entre la séquence TAR ARN (59 nt), enrichie en °N
et "°C, avec la NCp7 (non enrichie), & un faible ratio (1 NC:59 nt) par RMN. L’attribution
des résonances iminos de TAR a été réalisée en enregistrant des spectres 2D 'H-"°N
TROSY et SOFAST-HMQC. Le fait que seul un des deux partenaires soit marqué nous
permet d’'observer sélectivement les résonances de celui-ci. Par ailleurs, le choix de ce
faible ratio de protéine par nt, nous permet de prévenir les problémes d’agrégations et
I'élargissement excessif des résonances, qui mene rapidement a la perte d’'une quantité
importante d’informations. La formation du complexe TAR:NCp7 induit un élargissement
trés significatif des résonances des protons iminos (Figure 3 et 4 de [larticle 1).
Cependant, nous avons pu remarquer que certaines résonances étaient peu affectées
alors que d’autres disparaissaient completement.

Afin d'analyser ces effets différentiels, les résonances des protons iminos ont été classées
en trois catégories : (i) celles dont I'élargissement ne permettait plus leur observation
(G26, G28 et U38); (ii) celles qui se sont élargies de fagon importantes mais qui restent
observables (G16, G21, U42, and G43); (iii) celles qui ont montré, de facon relative, un
élargissement modéré (G3, U10, G11, U13, U14, U46, G52, G53, and G54) (Figure 3 et 4
de l'article 1). Les protons iminos qui n'ont pas été mentionnés ci-dessus, dans aucune

des trois catégories, n'ont pas pu étre attribués. Il apparait immédiatement que les trois
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différentes classes de protons iminos décrites plus haut sont localisées dans des parties
différentes de la molécule TAR ARN (Figure 1A, de l'article 1). On remarque que le
premier groupe, le plus touché, implique les 4 pb de la tige haute et qui vont de G26-C39 a
C29-G36 (Figure 3 et 4 de l'article 1). Le deuxiéme groupe appartient a la courte tige
située au centre de la molécule (bp C18-G44 a G21-C41) tandis que les résonances du
troisieme groupe correspondent a des pb C7-G54 a G16—C45 de la grande tige centrale
ainsi qu’au deux paires de bases situées a I'extrémité finale de TAR. Cet élargissement
spécifique des résonances nous permet de conclure que les paires de bases les plus
touchées appartiennent a un site préférentiel de déstabilisation de TAR ARN. |l apparait
que la NCp7 déstabilise préférentiellement la boucle apicale de la tige boucle TAR. On
observe également, qu’il y a un effet de déstabilisation assez faible sur la tige longue
centrale. Par ailleurs, la courte tige située aux extrémités 5’3’ n’a été que légérement
affectée par la déstabilisation de la NCp7. Finalement, nous concluons a partir de ces
données RMN qu’il existe une déstabilisation sélective de TAR ARN par la NCp7 et que la
région initiatrice est située au-dessus du bulge UCU avec le résidu G26 comme point
possible de nucléation.

IV.1.3 Discussion

En conclusion, les expériences de FRET ont démontré que les cinétiques
d'hybridation du couple sauvage cTARO-TARO s’avere étre plus rapide que celles du
couple mutant cTAR1-TAR1. Au-dela de ces différences quantitatives, ce qui nous
apparait le plus intéressant est que l'inversion de la position des boucles entraine un
changement dans la voie d'hybridation majoritaire. Pour les deux couples de molécules (le
couple sauvage et le couple mutant), les hybridations se produisent par les deux chemins
(c'est ce que montrent les expériences avec les mutants du type "loop" et "stem").
Pour le couple sauvage le chemin d'hybridation par les extrémités ("zipper") apparait étre
le chemin majoritaire tandis que pour le couple mutant, c'est le chemin d'hybridation initié
par les complexes boucle-boucle ("kissing complex") qui est majoritaire.
L'utilisation pour chaque couple des molécules appelées "stem" et "loop" permet
d'identifier les chemins majoritaires utilisés dans chaque cas. De telles conclusions ne
peuvent étre tirées, évidemment, que si les résultats des expériences réalisées sur chacun
des couples sont bien cohérents entre eux. Par exemple pour le couple sauvage, on
constate que l'altération de la tige (molécule "stem" avec laquelle on perturbe I'association
par les extrémités sans perturber la formation des complexes boucles-boucles) ralentit les
cinétiques d'hybridation (ou plus précisément les valeurs k;), tandis que l'altération de la

boucle (molécule "loop0", cette modification de deux paires de bases dans les boucles
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apicales perturbe l'association boucle-boucle sans modifier les possibilités d'association
par les extrémités) augmente les cinétiques d'hybridation. Ce dernier comportement est
possible si on considére que du fait de la perturbation du chemin "loop", un plus grand
nombre de molécules (que dans le couple sauvage) emprunte le chemin d'hybridation
"zipper" favorisé thermodynamiquement dans le cas du couple sauvage. L'ensemble de
ces trois expériences (couple sauvage et expériences avec "stemQ" et "loop0") est donc
compatible avec I'nypothése de l'existence de deux chemins coexistants mais avec un
chemin privilégié qui est le chemin "zipper" dans le cas des molécules sauvages.

De facon frappante, les molécules mutantes (c'est a dire TAR1 et cTAR1 avec les boucles
internes inversées) montrent des comportements opposés. Le couple mutant "stem1"
favorise les hybridations par rapport au couple initial TAR1-cTAR1, tandis que le couple
mutant "loop1" montre que I'hybridation avec TAR1-cTAR1 est trés ralentie. L'ensemble
des résultats des trois types d'expériences sur le couple mutant est donc cohérent mais
montre que si, de la méme fagon que pour les molécules sauvages, les deux chemins
d'hybridation sont présents, c'est ici le chemin "kissing complex" qui est majoritaire.

En présence de concentration saturante de NCp7 (a partir de 1:15 NC d'aprés Vo et
al, 2009) avec les molécules TAR-cTAR entieres (59nt), il est connu que TAR-cTAR
emprunte une voie ‘zipper’, ce qui est en accord avec nos résultats pour notre couple
sauvage. Cependant, il apparait que le changement de position des boucles internes fait
basculer le mécanisme d’hybridation vers un mécanisme de type "kissing complex" et cela
méme en présence de concentration saturante de NCp7 (puisque l'on travaille a des
rapports 1:5). De tels résultats sont compatibles avec les hypothéses suivantes : (i) nous
avons remarque, comme mentionné dans l'introduction (Figure 20A), des modes de
fixation difféerents de la NCp7 sur les ADNs et les ARNs (ceci a été établi sur la base de la

comparaison des complexes NC:acides nucléiques existants 32

. (ii) le mode de fixation
précédent induit un positionnement de ZF1 (le domaine de la NCp7 le plus impliqué dans
la déstabilisation des structures secondaires) particulier par rapport aux paires de bases
d'une structure tige-boucle (Figure 5 de I'article 1, diagrammes B et C).

En partant des hypotheses faites ci-dessus, avec les séquences sauvages, la NCp7
déstabilisera d'abord les tiges apicales tandis qu'avec les séquences mutantes ce sont les
tiges basses qui seront déstabilisées en priorité. Les tiges apicales sont bien celles qui
sont majoritairement présentes dans les complexes de type "zipper" tandis que les tiges
basses sont majoritairement présentes dans le cas des complexes de type "kissing
complex".

L’analyse de I'hybridation des séquences complétes TAR et cTAR en absence et en
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présence de la NCp7 par gel retard a confirmé que la protéine est essentielle pour une
hybridation efficace des deux partenaires et qu’en absence de la NCp7, la réaction s’avere
étre tres lente. Cela indique que la déstabilisation des séquences TAR et cTAR est une
étape limitante pour permettre leur hybridation et que la présence d’'une protéine avec une
activité chaperon est nécessaire pour leur permettre d’aboutir a un duplex étendu et
stable. De plus, on observe que la NCp7 améliore I'efficacité de I'’hybridation et ceci méme
a des concentrations aussi faibles de 1 NCp7 par oligonucléotide (1:59), ce qui n’avait pas
été démontré auparavant.

Finalement, nos données soulignent I'importance de l'activité déstabilisatrice de la
NCp7 pour I'hybridation de séquences complémentaires qui requiert leur déstabilisation.
La NCp7 s’avére étre importante pour la formation du duplex partiellement hybridé, ce qui
est cohérent avec les résultats de Vo et al., 2009, qui ont déterminé que la NCp7 stabilise
ce duplex initial, dont la conversion en duplex étendu est également trés dépéndante de la
NCp7, étape qui requiert des concentrations plus importantes de protéine 40°: 420 424-425
Par ailleurs, des études antérieures ont démontré que la déstabilisation de TAR ARN par
la NC(12-55) est moins efficace que pour cTAR ADN 383 494 415 'Nous avons entrepris
I'étude de la déstabilisation de la structure secondaire de TAR ARN a un faible ratio de
protéine par nucléotide (1 NCp7 :59 nt), ces bas rapports étant choisis principalement pour
ne pas avoir des élargissements de résonances trop importants. Dans nos conditions, il en
ressort qu'une déstabilisation efficace sur la tige boucle s'est avérée que pour seulement
trois paires de bases consécutives. En comparant avec les résultats de Bernacchi et al.,
2002, bien que leur ratio fat plus élevé (1 NC :7.5 nt) une seule pb a été déstabilisé sur
TAR ARN, cependant, la NC(1-55) utilisée dans notre étude a une plus grande activité
déstabilisatrice que la NC(12-55) 177424580 En revanche, nos résultats sont trés similaires
a ceux obtenus avec une étude réalisée avec des expériences de "single-molecule
stretching”, ou les auteurs ont analysé la déstabilisation de TAR ARN par la NCp7 *'%.
Cette derniere a démontré, comme nous, que les sites spécifiques ciblés par la NCp7
correspondent aux guanines adjacentes aux régions simple brin de la tige, tel que les
"mésappariements”, les boucles et les "bulges". Tout comme dans notre étude, la base
G26 a éteé identifiece comme un site clé pour l'initiation de la déstabilisation de la tige
boucle TAR ARN. Dans notre étude nous avons choisi d’étudier le complexe a faible ratio
dans le but de détecter le site initial par lequel la déstabilisation commence. Nous avons
vérifié que I'hybridation TAR-cTAR était accélérée par la NCp7 méme dans des conditions
de faible ratio. Bien que ces conditions soient évidemment trés différentes de celles

353

observées in vivo , elles nous ont permis d'identifier les sites "initiaux" de la
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déstabilisation de TAR ARN et de vérifier que méme a faible ratio la NCp7 accélere
I'nybridation des partenaires TAR-cTAR. Enfin ces conditions trés particuliéres nous ont
permis de mesurer correctement les constantes de vitesses ky ce qui n'était pas possible

ou trés difficile lorsqu'on travaille & des rapports NC:nt trop élevés ***.
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ABSTRACT

The mature HIV-1 nucleocapsid protein NCp7 (NC) plays a key role in reverse transcription facilitating the two obligatory strand
transfers. Several properties contribute to its efficient chaperon activity: preferential binding to single-stranded regions, nucleic
acid aggregation, helix destabilization, and rapid dissociation from nucleic acids. However, little is known about the relationships
between these different properties, which are complicated by the ability of the protein to recognize particular HIV-1 stem-loops,
such as SL1, SL2, and SL3, with high affinity and without destabilizing them. These latter properties are important in the context of
genome packaging, during which NC is part of the Gag precursor. We used NMR to investigate destabilization of the full-length
TAR (trans activating response element) RNA by NC, which is involved in the first strand transfer step of reverse transcription. NC
was used at a low protein:nucleotide (nt) ratio of 1:59 in these experiments. NMR data for the imino protons of TAR identified most
of the base pairs destabilized by NC. These base pairs were adjacent to the loops in the upper part of the TAR hairpin rather than
randomly distributed. Gel retardation assays showed that conversion from the initial TAR-cTAR complex to the fully annealed
form occurred much more slowly at the 1:59 ratio than at the higher ratios classically used. Nevertheless, NC significantly
accelerated the formation of the initial complex at a ratio of 1:59.

Keywords: HIV-1 nucleocapsid protein; nucleic acid dynamics; imino protons; NMR spectroscopy; kinetic model

INTRODUCTION

The mature HIV-1 nucleocapsid protein NCp7 (NC), which
is generated by proteolytic cleavage of the Gag precursor, is a
small retroviral protein consisting of a poorly folded highly
basic N-terminal region and two highly conserved CCHC
zinc finger motifs connected by a basic linker displaying
some flexibility. Several forms of this protein are observed
during the course of the replication cycle. NC exists as a
domain of the Gag precursor protein and the partially ma-
tured products NCpl5 and NCp9, which are generated by
the retroviral protease (Mirambeau et al. 2010). NC is
involved in many steps in the HIV-1 replication cycle, includ-
ing reverse transcription, selective genome packaging, ge-
nome dimerization, genome protection, and integration
(Levin et al. 2005, 2010; Darlix et al. 2007, 2011, 2014;
Sleiman et al. 2012). During reverse transcription, the nucleic
acid chaperone activity of NC facilitates the rearrangement of
nucleic acids into their most thermodynamically stable struc-

tures. This activity results from three different properties of
NC: (i) nucleic acid aggregation; (ii) duplex destabilization;
(iii) rapid on-off kinetics (Cruceanu et al. 2006a,b; Stewart-
Maynard et al. 2008; Godet and Mély 2010; Levin et al.
2010). Nucleic acid aggregation is thought to be dependent
on the N-terminal basic part of NC, whereas duplex destabi-
lization is associated with the zinc fingers (Beltz et al. 2005;
Levin et al. 2005, 2010; Vo et al. 2009a,b; Godet and Mély
2010). However, some studies have suggested a role of zinc
fingers in nucleic acid aggregation (Krishnamoorthy et al.
2003; Levin et al. 2005; Mirambeau et al. 2006; Mitra et al.
2013) and others have implicated basic residues in nucleic
acid destabilization (Wu et al. 2014).

The first-strand transfer occurring during reverse tran-
scription of the HIV-1 genome has been widely studied
(Basu et al. 2008; Godet and Mély 2010; Levin et al. 2010).
After the initiation of reverse transcription at the PBS
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(primer binding site) with tRNAY® (Levin et al. 2010;
Sleiman et al. 2012, 2013), the minus-strand strong-stop
DNA [(—)ssDNA] is synthesized from the 5" terminal part
of the RNA genome. Continuation of the reverse transcrip-
tion process requires the translocation of (—)ssDNA from
the 5'-end to the 3’-end of the RNA genome. This transloca-
tion requires the presence of the R (Repeat) sequence at both
ends of the genome. The R sequence consists of the TAR
(trans activating response element) and poly(A) elements,
both of which can self-fold into stem—loop structures in their
RNA and DNA forms (Berkhout et al. 2001). The upper part
of the TAR stem-loop is required for efficient transcription
of the integrated HIV-1 genome. The lower part of the
TAR stem-loop also plays an important role in HIV-1 repli-
cation (Klaver and Berkhout 1994). NC promotes the an-
nealing of the TAR RNA hairpin with the ¢cTAR DNA
hairpin. This is an essential step in the first strand transfer
process and has thus been the subject of many studies
(Godet et al. 2006; Liu et al. 2007; Vo et al. 2009a,b; Godet
and Mély 2010). The NC-mediated destabilization of the
secondary structures of TAR and cTAR stem-loops is one
of the initial steps in the annealing process. NC destabilizes
the cTAR DNA to a much greater extent than the more
stable TAR RNA (Bernacchi et al. 2002). More generally,
the destabilizing activity of NC has been shown to be inverse-
ly correlated with oligonucleotide stability (Bernacchi et al.
2002; Beltz et al. 2003, 2005). It has been shown, by time-
resolved fluorescence spectroscopy, that there are preferen-
tially destabilized segments in the lower part of the cTAR
DNA molecule (Godet et al. 2013). The TAR RNA hairpin
appears to be only weakly destabilized by NC, but precise
data are lacking. A precise investigation of the destabilization
process is thus required to improve our understanding of the
destabilizing activity of NC and the initial steps of the NC-
promoted annealing of cTAR and TAR.

The ability of NC to destabilize secondary structures in nu-
cleic acids is a key component of its chaperone activity. It has
been shown that this protein significantly accelerates the an-
nealing of complementary sequences only if these sequences
display a significant level of secondary structures (You and
McHenry 1994; Golinelli and Hughes 2003; Heilman-
Miller et al. 2004). However, despite some recent advances
in the field (Bourbigot et al. 2008), the details of the destabi-
lization mechanism and its structural and/or dynamic basis
remain unknown. Globally, NC appears to be a weak duplex
destabilizer able to destabilize only segments of <8 or 11 base
pairs (bp) in length, depending on the study considered
(Beltz et al. 2004; Levin et al. 2005). NC thus destabilizes
low-stability stem—loop structures, such as the cTAR hairpin.
Numerous bulges and internal loops in the TAR and cTAR
hairpins are required to lower the stability of the neighboring
double-stranded segments and permit their destabilization
by NC (Beltz et al. 2004). Phylogenetic comparisons of
TAR RNA structures in different HIV-1 isolates have demon-
strated a conservation of bulges and loops (Berkhout 1992;

Zarudyana et al. 2014). It appears likely that the stabilities
of the TAR and cTAR stem-loops coevolved with the desta-
bilizing activity of NC (Beltz et al. 2004).

The relationship between nucleic acid binding affinity and
nucleic acid secondary structure destabilization is complex.
One previous study suggested that the strong NC-interaction
domains do not correspond to the domains of the HIV-1 ge-
nome destabilized by NC (Wilkinson et al. 2008). Consistent
with this observation, structural studies have shown that NC
binding to the SL2 and SL3 loops does not significantly desta-
bilize the adjacent stems (De Guzman et al. 1998;
Amarasinghe et al. 2000; Johnson et al. 2000). The high affin-
ity of binding may prevent the rapid on—off binding kinetics
of NC required for its chaperone activity (Cruceanu et al.
2006a; Levin et al. 2010). Consistent with this hypothesis,
Gag and NCpl15 proteins have higher affinities than NC for
nucleic acids but their chaperone activity is weaker
(Cruceanu et al. 2006b; Wu et al. 2010; Wang et al. 2014).

In this context, we used NMR spectroscopy to investigate
the NC-induced destabilization of the full-length TAR RNA
stem—loop (59 nt) (Fig. 1A) to improve our understanding
of the mode of action of NC in first-strand transfer. The
TAR RNA has been the subject of many NMR studies, but
these previous investigations focused on the upper part of
the hairpin and the dynamic aspects (Puglisi et al. 1992;
Aboul-ela et al. 1995, 1996; Al-Hashimi et al. 2002; Pitt
et al. 2004; Musselman et al. 2007; Dethoff et al. 2008;
Bailor et al. 2010; Dethoff and Al-Hashimi 2011). We ana-
lyzed the NC-mediated destabilization process by monitoring
imino proton resonance shifts and line broadening after the
addition of NC. We followed the destabilization events as a
function of time using very fast two-dimensional NMR
methods (Schanda and Brutscher 2005; Schanda et al.
2005; Farjon et al. 2009).

RESULTS

NMR analysis of the TAR RNA (59 nt)

The imino region of the "H-'">’N TROSY spectrum of the TAR
RNA obtained at 10°C is shown in Figure 1B. Imino protons
were identified with a combination of "H-'"N TROSY and
NOESY spectra (Fig. 1B,C). Twenty-two imino protons
were assigned, whereas 26 signals were expected on the basis
of secondary structure predictions (taking into account the
expected two signals for each G:U base pair) (Fig. 1A).
No NMR signals were observed for the G1-C59, U4-A56,
U6-A55, and A22-U40 imino groups corresponding to
base pairs that are located at the ends of stems. Some weaker
and broader additional resonances were observed close to
12.7-12.8 ppm in the proton dimension, but could not be as-
signed due to the absence or weakness of associated correla-
tions on 2D NOESY (Fig. 1). With the exception of the
terminal base pair G1-C59, most of the missing imino
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resonances corresponded to A-U base
pairs located near a bulge (Fig. 1A; the
status of the C18—-G44 imino proton is
difficult to assess due to overlap).
Thus, the imino protons were not ob-
served for any of the A-U base pairs
adjacent to a bulge, ie., U4-A56,
U6-A55, and A22-U40 (Fig. 1B,C).

TAR-cTAR annealing at a low NC:
nt ratio

We then added NC to the TAR RNA
at an NC:RNA ratio of 1:1 (1 NC:59
nucleotides [nt]). We chose to use
this low ratio to prevent aggregation
effects and excessive broadening of
resonances leading to the loss of large
amounts of information. It was im-
portant to check that the TAR—cTAR
annealing was accelerated by NC at
this low NC:nt ratio. These conditions
are very different from those observed
in vivo (Darlix et al. 2011), but they
make it possible to investigate the
role of NC chaperone activity in the
various steps of the annealing process.
Gel retardation assays displayed a
striking pattern of biexponential
behavior, with fast and slow compo-
nents (Fig. 2). We analyzed the results
obtained with a kinetic model initially
developed for a similar experimental
system. This model (described in
the “Materials and Methods” section)
involves the rapid formation of a
transient duplex that is gradually
converted to the fully annealed
TAR—cTAR duplex (Vo et al. 2006,
2009b). The first step of the reaction
was analyzed in the framework of
a bimolecular and reversible reac-
tion, because it was not possible to
use pseudo-first order simplification
here (see “Materials and Methods”
section). Indeed, the determination
of rate constants at a low NC:nt ratio
requires the use of high DNA and
RNA concentrations. The rate con-
stants are reported in Table 1. We
can compare the values obtained at
the 1:14 ratio common to our study
and that of Vo and colleagues (Fig. 9
in Vo et al. [2009b]), the values for
ki, k_y, and k, were very similar
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(k, =4.4 % 10% versus 2.5 X 10° M ™" sec™';k_, =4 x 107> ver-
sus 5% 1072 sec b and k, = 3.0 X 10™* versus 5 x 10™* sec™ ).

When the NC:nt ratio decreases from 1:14 to 1:29, 1:59,
and 0:59 (no NC), k, decreases by factors of 2, 5, and 27, re-
spectively, whereas the k_; remains constant. Moreover, the
k, elementary constant decreases by more than an order of
magnitude from 1:14 to 0:29. Our data thus indicate that
the transition from the initial RD* duplex (R and D stand
for RNA and DNA, respectively, and RD* is the intermediate
RNA:DNA complex, see “Materials and Methods” section for
more information) to the extended duplex is extremely slow
at NC:nt ratios below 1:14. Interestingly, the decrease in k;
value as the ratio decreases from 1:59 to 0:59 was significant
(factor of 5). Thus, even at this low ratio (1:59), NC signifi-
cantly increases the rate of formation of the initial RD* du-
plex. Therefore, from the results of this kinetic analysis, we
would expect an NMR study of the interaction of NC with
TAR at a ratio of 1:59 to identify the TAR destabilization
events important for formation of the initial TAR-cTAR
(RD*) duplex.

NMR analysis of NC-induced TAR secondary structure
destabilization

The addition of NC to TAR RNA at a 1:1 ratio (NC:nt ratio of
1:59) induced considerable line broadening for all the imino
proton resonances (Fig. 3). However, some resonances were
affected to a larger degree than others and some even
completely disappeared. Assignments of resonances were
mostly deduced from analysis of 2D "H-'N TROSY and
SOFAST-HMQC experiments (Figs. 3, 4). We classified the
imino proton resonances into three categories: (i) those
broadened to such an extent that they were not observable
(G26, G28, and U38) (Figs. 3, 4); (ii) those broadened but still
observable (G16, G21, U42, and G43), although there was
some ambiguity in the assignment for G21 and G52, which
partly overlap, and (iii) those displaying little broadening
(G3, U10, G11, U13, Ul4, U46, G52, G53, and G54) (Figs.
3, 4). The imino protons not mentioned above were difficult
to assess due to overlapping. In addition, the resonances of the

A TAR*+ cTAR
+

TAR* TAR*+ cTAR NC (6 M)
12 3 45 6 7 8 9 1011 12

TAR*-TAR" =

TAR",

TAR*+ cTAR

+
TAR*  NC (1.5 uM)
1 2 3 45 6 7

TAR*+ cTAR
+
NC (3 uM)
8 9 10 11 12

TAR*-TAR"— -

TAR*-cTAR —

—-.m

% TAR RNA annealed

time (min)

FIGURE 2. (A) Time course of TAR RNA annealing with cTAR DNA in
the presence or absence of various concentrations of NC. Lane I, heat-
denatured TAR **P-RNA. TAR *?P-RNA alone (lanes 2) or mixed with
cTAR DNA (lanes 3—12) was incubated at 20°C for 10 min (lanes 2,3,8),
1 h (lanes 4,9), 3 h (lanes 5,10), 6 h (lanes 6,11), or 24 h (lanes 7,12). The
monomeric form of TAR is indicated by TAR*. The TAR RNA-cTAR
DNA duplex is indicated by TAR*—cTAR. In the absence of ¢cTAR and
NC (lanes 2), the band (TAR*~TAR*) above the monomer probably cor-
responds to the dimeric form of TAR described elsewhere (Andersen
et al. 2004). (B) The graph was derived from the experiments shown
in A. Filled circles, in the absence of NC; filled triangle, NC (1.5 pM);
open triangles, NC (3 uM); open circles, NC (6 uM).

second group (G21, U42, and G43) displayed slight chemical

FIGURE 1. Schematic diagram of TAR with the detected imino protons indicated, together with the
associated NMR spectra. (A) Diagram of the TAR molecule with black marks indicating the base pairs
for which imino protons were successfully detected and assigned in NMR experiments. The obser-
vation of G44 was ambiguous, and therefore no black mark was assigned to this base pair. (B)
"H-""N TROSY spectrum of the imino groups of labeled °N,"*C-labeled TAR at 10°C and 950
MHz. The peaks are labeled with the name of the residue bearing the imino proton. (C) The imino
group part of the 2D NOESY spectrum of °N,"*C-labeled TAR at 10°C and 950 MHz. Imino protons
are labeled with the name of the residue bearing this proton. The NOE connectivities involving the
different parts of TAR are indicated with lines of different types: solid lines for NOE connectivities in
the long stem (base pairs C7-G54 to G16-C45); dotted lines for the upper stem (base pairs G26-C39
to C29-G36). The connectivities of the intermediate stem (base pairs C18-G44 to G21-C39) are not
indicated by lines, because some ambiguity remains for the detection of G44 (with U42) near 13.25
ppm (spectral overlap). A corresponding cross-peak labeled “43-42,44” indicates the possible cross-
peak within this stem. Note that the distance corresponding to the separation of G23 and U42 imino
protons would be expected to exceed 5 A in a standard A-RNA helix.

shift variations, whereas no such vari-
ations were observed for the resonanc-
es of the third group (except G3).
The three different classes of imino
protons described above are located in
different parts of the molecule (Fig.
5A): the most affected resonances
(first group) involved the 4-bp stem
G26-C39 to C29-G36 located be-
tween the apical loop and the three-
pyrimidine bulge (Fig. 5A). Three im-
ino protons in this stem were not ob-
servable in the presence of NC, and
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TABLE 1. Kinetic parameters for the annealing of TAR-cTAR hairpins in the presence and

absence of NC at various protein:nucleotide ratios

molecule. The assignments were similar,
except for the G43 residue, which has a

different sequence context due to the

NC(0:59 NC(1:14 NC(1:29 NC(1:59 . .
a Kk MES) MR truncation of the TAR sequence in the
ki M™'sec™)  0.15+02x10°  41+15x10° 1.5:0.4x10°  0.8+03x10’ previous  studies  (Hennig  and
ki (sec™) 40x3x107  40x1x10°  4.0=x1x10°  4.0=1x10° Williamson 2000; Dethoff et al. 2008).
ky (sec™) 025+02x107% 3.0£1x107* 03+02x10* 04+02x107* . .
SN e 16 5 5 The assigned resonances and the inter-

%*/N is the total x? value divided by the number of measurements.

the signal of the fourth guanine (G36) may be overlapped so
it was therefore difficult to take it into account. The imino
protons of the second group belong to the short stem located
in the middle of the hairpin (base pairs C18-G44 to G21-
C41). Those of the third group belong to the large central
stem extending from base pairs C7-G54 to G16-C45 and
to a2 bp stem at the extreme end of the molecule. Nine imino
protons (of 13 in total) from the long central stem were still
clearly observable. They displayed a weak overlap and no shift
relative to the other resonances of the TAR molecule.

The specific broadening observed for particular imino
protons is consistent with a preferential destabilization of
these base pairs, corresponding to an initial phase of TAR
destabilization by NC. We therefore suggest that NC prefer-
entially destabilizes the apical stem of the TAR hairpin, hav-
ing a much lesser effect on the long stem in the center of this
molecule. The short stem at the 5'/3’ end was only moderate-
ly affected by NC, because the G3 imino proton remained
clearly observable. Overall, the NMR data indicated a selec-
tive destabilization of the apical stem adjacent to the UCU
bulge.

DISCUSSION

We provide here the first description of NMR studies on
the full-length TAR hairpin in the absence and presence
of NC in a 1:1 ratio. TAR is probably the RNA molecule
most widely studied by NMR, but previous studies focused
exclusively on the upper part of the TAR hairpin. More-
over, most previous studies on the upper part of TAR fo-
cused on the relative motion of the two upper helices.
These helices, separated by the UCU bulge, which acts as a
hinge, display independent and collective motions at the
nanosecond timescale (Zhang et al. 2006, 2007; Salmon
et al. 2013). The bottom part of the molecule has also been
shown to have an important biological role (Klaver and
Berkhout 1994). However, destabilization of the full-length
TAR stem-loop by NC has never been investigated by
NMR spectroscopy.

We assigned the imino protons of the TAR RNA and,
therefore, determined base-pairing status for the whole mol-
ecule. The assignments of the imino protons of the upper
part of the TAR hairpin were carefully compared with those
obtained in previous studies dealing with this portion of the

510  RNA, Vol. 22, No. 4

base pair NOE networks were consistent
with the self-folding of TAR proposed in
Figure 1A. Interestingly, the imino pro-
tons of 3 bp were not observable. All
these base pairs were U.A base pairs adjacent to a bulge (in
Fig. 1A, no imino protons are indicated for C18-G44 due
to overlap, resulting in ambiguity, and G1-C59 in the termi-
nal base pair). The A22-U40 imino proton which was not
observed here, was also unobservable in previous studies
dealing with the upper half of the TAR hairpin (Puglisi
et al. 1992; Aboul-ela et al. 1996; Zhang et al. 2006).
Overall, our experimental data are consistent with the
structure predicted by mfold (Zuker 2003), but the imino
protons of several A—U base pairs adjacent to a bulge were
not observed, revealing significant fraying at these locations
(Fig. 1A). Two of these A-U base pairs are located in the
U4-U6 region, resulting in an unpaired U4C5U6 motif sim-
ilar to the U23C24U25 bulge. These findings are consistent
with chemical probing data showing some reactivity for the
residues of the U4C5U6 motif, but less than for the
U23C24U25 bulge and the apical loop (Kanevsky et al.
2005). Significant motions, like those already described for
the U23C24U25 bulge (Zhang et al. 2006, 2007) probably

T . .
14.0 .5 W 13.0 12.5 12.0 11.5 11.0 10.5
'H, ppm

FIGURE 3. Imino proton region of '°N labeled TAR at 10°C. (Bottom)
Free TAR, (top) TAR with NC in a 1:1 ratio (1:59 NC:nt). The resonanc-
es that disappear totally are indicated by rectangles in spectrum at the
bottom; the resonances showing significant broadening and/or chemical
shifts are indicated by circles in the top spectrum.
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F140 stem. The short stem at the TAR end was
only mildly affected by NC, because the
G3 imino proton was detected in the
NC:TAR complex.

Several studies have reported data for
NC binding sites within the TAR stem—
loop. Isothermal calorimetry titrations
showed that TAR contained one high af-
finity site (110 nM), possibly with a sec-
ond site of intermediate affinity (Heng
et al. 2012). Kanevsky et al. (2005)
160 showed that the apical loop G32 and
G33 residue constitute a binding site for
NG, this is probably not the case for
G34, which has been shown to be in-
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FIGURE 4. 2D '"H-""N SOFAST-HMQC spectra at 10°C and 950 MHz of free TAR (black) and
TAR-NC in a 1:1 ratio (1:59 NC:nt) (red) at 10°C and 950 MHz. The imino groups are labeled
with the name of the residue. The resonances that disappear totally are indicated by red rectangles
and those that display significant broadening and/or chemical shifts are indicated by green circles.
The two spectra have been shifted to facilitate visualization of the sets of resonances.

occur for the U4C5U6 motif, increasing thus the potential
complexity and flexibility of the TAR hairpin.

NC has nucleic acid destabilizing activity associated with
chaperone properties. It is thought to exert this activity by
binding preferentially to single-stranded nucleic acid regions
and destabilizing the adjacent double-stranded regions
(Levin et al. 2005). This activity would be expected to result
in line broadening for imino protons, revealing changes to
the dynamics of the base pair. Other factors may also contrib-
ute to NMR line broadening: (i) the higher correlation time
associated with complex formation; (ii) fast- to intermediate-
regime exchange associated with free and bound forms of the
oligonucleotide, as previously described (Barraud et al.
2008). Many biophysical studies on DNA and RNA oligonu-
cleotides have demonstrated destabilization of the nucleic
acid secondary structure by NC (Beltz et al. 2005; Levin
et al. 2005; Godet and Mély 2010; Godet et al. 2013) and
some NMR studies described the direct impact on base pair
dynamics (Johnson et al. 2000; Tisné et al. 2001). Line broad-
ening preferentially affected the short stem surrounded by
two single-stranded regions (apical loop and bulge
U23C24U25). There are probably broadening effects linked
to NC binding (chemical exchange), but we suggest that
most of these broadening effects are due to the direct modi-
fication of base pair dynamics in the double-stranded region
following the binding of NC to the adjacent single-stranded
region (Fig. 5A). In contrast, the long central stem (nucleo-
tides 6-16/45-55) was only slightly affected. The imino pro-
tons of the G16-C45 to G21-C41 base pairs displayed
intermediate behavior, with significantly more broadening
than those of the long central stem but less than for the apical

volved in a transient cross-loop base
pair (Huthoff et al. 2004; Lee et al.
2014). This finding was supported by
the results of biophysical studies on the
dynamic properties of the TAR apical
loop demonstrating that G32 was highly
dynamic (Dethoff et al. 2008), constitut-
ing a favorable binding site for NC.
Indeed several studies have shown that
NC binds preferentially to dynamic, accessible guanine resi-
dues (Sun et al. 2007; Bazzi et al. 2012). These data converge
to suggest that there is a moderate- or high-affinity site in the
apical loop. In this study, it was not possible to check for the
presence of this site with '"H-">N NMR data due to the ab-
sence of observable imino protons in the apical loop.
However, the presence of a putative strong binding site in
the apical loop was not necessarily correlated with destabili-
zation of the adjacent stem. Indeed, one key property of the
chaperone activity of NC is the rapid on/off kinetics of nucle-
ic acid binding (Cruceanu et al. 2006a). This property sug-
gests that NC does not need to bind to high-affinity sites to
destabilize DNA/RNA structures. Indeed, its ability to recog-
nize specific high-affinity stem—loops is important for the
selective recognition of the viral RNA genome by the NC
domain of the Gag protein during the packaging process,
but not for reverse transcription. Several structural studies
on NC-nucleic acid complexes (De Guzman et al. 1998;
Amarasinghe et al. 2000; Johnson et al. 2000; Bourbigot
et al. 2008) have provided support for this assertion, by show-
ing that the strong binding of NC to the apical loops of
the SL2 and SL3 elements does not destabilize the adjacent
stems. In contrast, NC binding to stem—loops with lower
affinities than SL2 and SL3 induces destabilization of the
adjacent stems (Johnson et al. 2000; Bourbigot et al. 2008).
Consistent with these findings, the sequential processing of
Gag by protease enhances the nucleic acid chaperone activity
of the resulting polypeptides (NCp15, NCp9, NCp7), and
this improvement is associated with a lower affinity and faster
binding/dissociation kinetics with nucleic acids (Cruceanu
et al. 2006b; Rein 2010; Wu et al. 2013; Wang et al. 2014).
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FIGURE 5. Hypothetical diagrams of RNA-DNA binding and destabi-
lization by NC. (A) View of the TAR hairpin with a report of the observed
imino protons (red) observed in the NC-TAR complex and those ob-
servable in the free RNA but not in the NC-RNA complex (dashed
blue lines). NC is depicted with its two zinc fingers (ZF1: orange ellipse;
ZF2:violet ellipse), the linker between the two zinc fingers and the N-ter-
minal basic region are indicated by solid lines. We show also an expanded
view of the destabilized region highlighting the hypothetical binding site
at the G26 base for the ZF2 domain, whereas the ZF1 domain is more in-
volved in the destabilization process. This image is consistent with both
the data presented here and the work of McCauley et al. (2015). (B)
Diagram of the destabilization of RNA secondary structure mediated
by NC. The example shows a double-stranded RNA interrupted by a
bulge. The binding polarity of the zinc fingers along the 5-3" nucleic
acid chain is as observed in the three solved structures of RNA-NC com-
plexes, with the N- to C-terminal polarity of the peptide chain antipar-
allel to the 5'-3" direction of the nucleic acid chain (Bazzi et al. 2011).
The NC is thought to bind preferentially to the strand containing sin-
gle-stranded regions, and a staggered arrow indicates the preferentially
destabilized region. This orientation of the destabilization process results
from the ordering of the two domains of NC along the nucleic acid chain,
with ZF1 responsible for stem destabilization (see “Discussion” section).
(C) Diagram of the destabilization of DNA secondary structure mediated
by NC. This example is similar to that shown in B, but with an opposite
binding polarity deduced from that of known DNA-NC complexes
(Bazzi et al. 2011). The position of the bulge is reversed relative to B as
it is the case for the cTAR hairpin. The mechanisms involved in RNA
and DNA destabilization converge to destabilize the same region of the
two molecules, to the right of the bulge.

The destabilized stems are probably adjacent to binding
sites of low or moderate affinity for NC. There should be
a balance between the preferential binding of NC to exposed

512  RNA, Vol. 22, No. 4

guanines residues and the need for rapid on/off kinetics.
Consistent with this, a SHAPE (selective 2'-hydroxyl acyla-
tion analyzed by primer extension) study of the HIV-1
NL4-3 RNA genome suggested that the strong NC interac-
tion domains and the domains destabilized by NC are not
located in the same regions (Wilkinson et al. 2008).
Indeed, Wilkinson and colleagues showed that the strong
NC interaction domains in the SL1, SL2, and SL3 stem—
loops were characterized by single-stranded regions contain-
ing unpaired G residues, whereas the destabilized domains
contained single-stranded A/U-rich motifs adjacent to a du-
plex in which the first base pair included a guanosine nucle-
otide. The UCU bulge followed by the G26—-C39 pair of the
TAR hairpin is one of the six destabilized sites identified in
the HIV-1 genome (Wilkinson et al. 2008). SHAPE analysis
detected no strong NC binding sites within the TAR
element.

Previous studies have shown that the destabilization of the
TAR RNA hairpin by NC(12-55) is weaker than that of the
cTAR DNA hairpin by the same peptide (Bernacchi et al.
2002; Azoulay et al. 2003; Beltz et al. 2005). Bernacchi et al.
(2002) showed that destabilization of the TAR RNA hairpin
by NC(12-55) involved only 1 bp at a peptide to nucleotide
molar ratio of 1:7.5. TAR destabilization in our conditions
was limited because NC destabilizes only three consecutive
base pairs with high efficiency. However, the NC:nt ratio
was significantly different in the two studies (1:7.5 versus
1:59) (Bernacchi et al. 2002) and NC(1-55) has a greater
destabilization capacity that NC(12-55) (Levin et al. 2005;
Vo et al. 2009b; Mitra et al. 2013). Finally, the extensive
broadening of imino proton resonance does not necessarily
indicate a loss of the corresponding base pair. It may, instead,
indicate an increase in the proton exchange rate of the ob-
served base pair.

One interesting finding of this study was the difference in
behavior of the two stems adjacent to the internal UCU bulge,
the upper stem (nucleotides 26—29/36-39) being significantly
more destabilized by NC than the lower stem (nucleotides
18-22, 40-44). The SHAPE data (Wilkinson et al. 2008) in-
dicated that the UCU bulge was less reactive after the removal
of NG, suggesting a partial destabilization of one or both ad-
jacent stems by the protein. We suggest that there may be an
initial binding event at the G26 position adjacent to the inter-
nal loop, as the structure of this site is close to the consensus
site already identified by SHAPE with a guanine located in a
double-stranded segment (Fig. 11 in Wilkinson et al. 2008).
The breathing of the G26—-C39 base pair adjacent to a bulge
might facilitate an interaction of NC with G26, thereby in-
ducing destabilization of the four base pairs of this stem
from G26 to C29 (Fig. 5A). This mechanism is very similar
to that described for RNA helicases, in which a first binding
event allows the adjacent base pairs to be destabilized, thereby
increasing their fraying (Woodson 2010; Jankowsky 2011;
Mustoe et al. 2014). We suggest that the UCU bulge and
the apical loop constitute binding sites of moderate or low
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affinity for NC, allowing fast dissociation kinetics, with the
protein sliding toward the double-stranded segments.
According to this hypothesis, the upper stem would be pref-
erentially destabilized because it is located between two sin-
gle-stranded regions, whereas the lower stem is close to
only one single-stranded region (bulge UCU). Alternatively,
the upper stem may be preferentially destabilized because
the NC functions with a definite polarity. The ability of NC
to bind nucleic acids with a defined polarity has been suggest-
ed in a number of studies (Fig. 5B,C; Vuilleumier et al. 1999;
Bourbigot et al. 2008; Bazzi et al. 2011; Darlix et al. 2011). In
the three RNA-NC complexes for which high-resolution
structures have been obtained (De Guzman et al. 1998;
Amarasinghe et al. 2000; Spriggs et al. 2008), the protein is
oriented anti-parallel to the 5-3" direction of the nucleic
acid chain. As a result, the N-terminal zinc finger (ZF1) binds
aresidue 3’ to the residue binding to the C-terminal zinc fin-
ger (ZF2) (Fig. 5B). This binding polarity may be responsible
for the polarity of destabilization observed for the adjacent
stems (Fig. 5B). This hypothesis is consistent with the
SHAPE data for the 5" UTR region of the HIV-1 genome, sug-
gesting that the destabilized stems are located on the 3'-side of
single-stranded regions (Wilkinson et al. 2008). The relation-
ship between binding polarity and the polarized destabiliza-
tion of stem—loops may result from the lack of equivalence
of the two zinc fingers, ZF1 and ZF2, with ZF1 more involved
in the destabilization than ZF2. In contrast, ZF2 is involved in
the specific recognition of guanine residues (Guo et al. 2002;
Heath et al. 2003; Beltz et al. 2005; Narayanan et al. 2006;
Hergott et al. 2013; Mitra et al. 2013). Binding polarity may
therefore be responsible for the localization of ZF1 close to
a double-stranded region. The binding of NC to G26 may po-
sition the ZF1 toward the upper stem (Fig. 5A) triggering the
destabilization of this stem (Fig. 5B).

Our results are very similar to those of a recent single-mol-
ecule stretching paper investigating TAR destabilization by
NC (McCauley et al. 2015). This recent study, like ours, iden-
tified specific targeted sites corresponding to guanines adja-
cent to unstable stem regions, such as mismatches, loops,
and bulges. G26 was identified as a key site for the initiation
of destabilization in both studies. The two studies differed in
the NC:nt ratio used, with a ratio of 1:4 in the single-molecule
study and 1:59 here. We used a low ratio to detect the initial
destabilizing event preceding the binding of NC to other sites
as its concentration increases (Darlix et al. 2011; McCauley
et al. 2015).

At the low NC:nt ratio (1:59) used in our NMR study,
destabilization was limited to the upper part of TAR. Thus,
the long stem involving nucleotides 6-16/45-55 and the
short terminal stem (nucleotides 1-4/56-59) displayed no
significant destabilization. Additional NC molecules are
probably required to destabilize these stems. Our results pro-
vide an opportunity to compare rate constants from the dif-
ferent parts of the reactional scheme (see Equation 2). The
formation of the initial TAR-cTAR binary complex appears

to be the first event after the addition of NC, because the as-
sociated bimolecular rate k; displays considerable variation,
by a factor of almost 30 when the NC:nt ratio is increased
from 0 to 1:14 (Table 1). In contrast, under the same condi-
tions, the dissociation rate k_; displayed no variation. The
strand-exchange rate k, increased by a factor of 10 when
the NC:nt ratio is increased from 0 to 1:14. Finally, our
data are consistent with the destabilizing activity of NC being
important only for the steps of the annealing reaction requir-
ing duplex disruption. Indeed, the formation of the initial bi-
nary complex, involving the melting of the upper 4-bp stem,
is highly dependent on the destabilizing activity of NC,
whereas the reciprocal reaction does not require any structure
melting. The final conversion into the extended duplex is also
highly dependent on NC, but to a lesser extent than binary
complex formation, and this step requires higher NC concen-
trations. In conclusion, our results are consistent with the
formation of an extended kissing loop complex TAR-cTAR
as suggested, in previous studies performed at low NC:nt ra-
tios. However, they do not exclude the possibility that the
“zipper” pathway is preferred at high NC:nt ratios (Godet
et al. 2006; Liu et al. 2007; Vo et al. 2009b).

MATERIALS AND METHODS
Samples

The "*N/*C labeled TAR RNA sequence was obtained from Silantes
GmbH (Germany). The TAR sequence used was that of the NL4-3
isolate. The NC(1-55) sequence (NL4-3 isolate) was overexpressed
and the product was purified, as previously described (Barraud et al.
2007).

Samples were dissolved in 20 mM sodium phosphate buffer, pH
6.5, supplemented 50 mM NaCl and 0.1 mM EDTA in a 300 pL
Shigemi tube. The RNA strand concentration in the tube was
340 pM, TAR RNA, and NC(1-55) were mixed in a 1:1 molar ratio
(NC:nt 1:59).

NMR

NMR spectra were recorded on a Bruker Avance 950 MHz (TGIR,
Gif sur Yvette, France) equipped with a triple-resonance cryoprobe
with z-axis field gradient. All experiments were performed in 90%
H,0 and 10% *H,0, at 283 K. For NOESY experiments, two mixing
times of 150 and 200 msec were used, and the spectral widths were
20 833 Hz in both dimensions. 512 t1 experiments were recorded in
the States-TPPI mode, each with 4029 data points per experiment.
"H-">N TROSY sensitivity enhanced gradient (Pervushin et al.
1997; Nietlispach 2005) experiments were carried out with 256
points in t1 and 1024 data points per experiment. 'H-">N 2D
SOFAST-HMQC experiments were recorded with a PC9 and
REBURP pulses for the band selective excitation and refocusing of
imino protons (Schanda and Brutscher 2005; Farjon et al. 2009)
and for recording the changes in the complexes over time. The re-
laxation delay was set to 200 msec and 200 experiments were re-
corded in the "N dimension; the total experiment time per 2D
was 295 sec.
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Gel retardation assays

A heat-denatured TAR (7.5 pmol of TAR ¥2p_RNA at 3x10°
cpm/pmol in 10 pL of double-distilled water) was used as a control.
It was prepared by heating at 90°C for 2 min and chilling for 2 min
on ice, and mixing with 4 uL of loading buffer (50% w/v glycerol,
0.05% w/v bromophenol blue, 0.05% w/v xylene cyanol). The an-
nealing assays were carried out in a final volume of 10 puL. TAR
*?P-RNA (7.5 pmol at 3 x 10° cpm/pmol) in 3.6 L of water was
heated at 90°C for 2 min and chilled for 2 min on ice. We then added
0.9 pL of annealing buffer (final concentrations: 30 mM NaCl,
0.2 mM MgCl,, and 25 mM Tris—=HCI pH 7.5) and the sample
was incubated at 20°C for 30 min. Unlabeled DNA (7.5 pmol)
was subjected to the same renaturation treatment and was then add-
ed to refolded TAR **P-RNA. The reaction mixture was incubated at
20°C in the absence or presence of NC (1.5, 3, or 6 uM) for various
periods of time. Reactions were stopped by adding SDS (at a final
concentration of 0.5%) and by proteinase K digestion (2 pg) at
20°C for 30 min. At the end of the incubation period, we added
4 uL of loading buffer to the reaction mixture. The samples were
analyzed by electrophoresis on a 12% polyacrylamide gel (37.5:1
[w/w], acrylamide/bisacrylamide) at 25°C in 1x TBE buffer
(90 mM Tris—borate [pH 8.3], 2 mM EDTA). After electrophoresis,
the gel was fixed, dried and autoradiographed. Unannealed and an-
nealed TAR RNAs were quantified with a Typhoon TRIO (GE
Healthcare) and ImageQuant software. The percent annealed TAR
RNA was determined as 100 X [annealed/(annealed + unannealed)].

Kinetic analysis of the gel-retardation assays

We performed gel retardation assays to follow the extended duplex
formation over time. Extended duplex formation at various NC:nt
ratios appeared to follow biexponential kinetics with two processes
occurring at very different rates. This behavior could be described by
Equation 1, where P(t) is the percentage of annealed molecules (Vo
etal. 2009b). The kinetic phases could therefore be described by two
components with rate constants k¢ for the fast component and k
for the slow component, where fis the fraction of the fast compo-
nent and corresponds to the probability of intermediate complex
RD* formation:

P(t) = Paeau(f - (1 =)+ (1= f) - (A=) (1)
This analysis is similar to those used in previous studies (Vo et al.
2006, 2009b). We used this approach because it was developed for
the same experimental system (analysis by gel-retardation assays
of TAR-cTAR annealing in the presence of NC). The TAR and
cTAR hairpins were assumed to anneal via a two-step pathway:

k1 k2
R +Dk= RD* f RD. 2)
-1

This reaction scheme describes a first rapid step in which a produc-
tive and transient complex is formed. This complex is slowly con-
verted to the extended duplex corresponding to the fully annealed
state. The RD* and RD complexes (R and D indicate RNA and
DNA strands, respectively) cannot be distinguished on the basis of
gel electrophoresis data.

Unlike Vo et al. (2009b), we were unable to make use of an ap-
proximation to pseudo-first-order conditions because [D], and
[R]y concentrations were identical. The reasons for the choice of
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these concentrations are explained below. The first step of the re-
action (2) corresponds to a second-order bimolecular reversible
reaction. Some simplifications can be used to describe this reac-
tion: [D] =[R] and [RD*]=[D]o—[D] due to our initial condi-
tions, [D]y=[R]y and the stoichiometry of the reaction. In these
conditions

[RD*]  [D] _ *
and
- % = ki[D]* + k_1[D] — k_[D];. <

After integration [of the form dx/(a+ bx + ex?)], the time depen-
dence of the concentration of free cTAR was obtained as follows
(Baker and Weng 1992):

(ko Kby ) Ce™ N — kg ks
- 2k (1 — Cekonst)

(D] ®)

where
kobs = (4klk71[D]0 + kil)l/zv

and

_ Zkl[D](J + k*l — kobs
Zkl[D]O + k*l + kobs '

Using the expression of [D] and [RD*] = [D],—[D] as a function of
the time, we can then deduce the fractions of the fast (f) compo-
nent throughout the reaction, this fraction corresponding to the
probability of intermediate formation:

[RD"]
(D],

Equation 1 can be therefore written for all values of time, using k,
= kops, According to which the fast component assigned to the first
step of the reaction is related to the rate constant k,,, described in
Equation 5 and the slow component rate constant corresponding
to the second and slower component of Equation 2 is proportional
to the fraction of the preannealed intermediate RD* such that k;=
f.ks (Vo et al. 2009b). We simulated the values of Equation 1 using
Equations 5 and 6 and numerical values for k;, k_;, and k, (k_,
was not taken into account as its value was very low) and retained
the values giving the lowest x> value. Statistical procedures were
used to estimate the uncertainty on the various rate constants.
Using the uncertainty of the various experimental measurements,
we generated files of synthetic experimental data, using a Gaussian
distribution and the Box—Muller method (Bevington and
Robinson 2003). The global x* calculations were used to identify
the best values for the rate constants. The criterion for selecting
uncertainty was a doubling of the x* values.

i = (©)

Choice of nucleic acid concentrations

In the gel-retardation experiments described above, the kinetic
analysis was carried out with a second-order bimolecular and re-
versible mechanism. The associated equations are much more com-
plex than those used when pseudo-first order conditions can be
assumed (i.e., one of the components [DNA] is in large excess
over the other [RNA]). We chose to work with equal DNA and
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RNA concentrations and with an NC:RNA ratio (1:59) similar to
those of the NMR studies. These conditions are probably also
more similar to those in vivo with similar DNA and RNA con-
centrations. These conditions necessitated the use of an analysis
method appropriate for a bimolecular association mechanism.
In addition to the choice concerning stoichiometry, we also worked
at higher DNA concentrations than in previous studies. This point
was discussed by Vo et al. (2006, 2009b) when they described the
limitations of the experimental conditions associated with pseu-
do-first order conditions and the concentrations used. Indeed,
the elementary rates k; and k_; could be determined only for
NC:nt > 1:16, because these rates can be determined only if there
is a large fast component (f). However, at the concentrations
used by these authors ([D], =150 nM), the f fraction, the fraction
corresponding to the fast component, could be deduced from pseu-
do-first order conditions as follows:

f=rp Dle )

D+ k-

From Equation 7 it is clear that in the conditions used, k;D < k_;.
The f fraction is small, at ~5%. However, using the same NC:nt ra-
tio and therefore the same k; and k_, rate values but with a larger
DNA concentration (a larger D term), k; D is larger and the relation-
ship k;D < k_; no longer holds; this implies the existence of a sig-
nificant ffraction, as calculated below. A second limitation is that, at
a high NC:nt ratio (>1:7), the fast component is dominant and the
elementary rate constant associated with the second step (k) can-
not be determined. Indeed, under the conditions used by Vo
et al. (2006, 2009b), k, could be only determined at ratios of 1:16
to 1:8, a rather limited range.

These limitations can be overcome and rate constants determined
correctly even at low NC:nt ratios in the case of a high DNA concen-
tration ([D], =750 nM) is used, indeed in these conditions, k;D
became close from k_;. In such conditions, the fraction fis 30%,
18%, 9%, and 2% at the 1:14, 1:29, 1:59 and 0:59 ratios, respectively.
The fast component is therefore clearly observable (except at
the 0:59 ratio) as shown by the experimental data (Fig. 4).
Furthermore, as the fast component is never present in a large ex-
cess, it was also possible to determine k.
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IV.2 Etude des propriétés d’interaction de la NCp7 avec des acides

nucléiques

IV.2.1 Contexte

Lors du cycle de réplication, l'affinité de la NCp7 pour ses acides nucléiques
substrats varie considérablement, tout comme les rapports NC/nt. Bien que le mode de
fixation prédominant soit un mode électrostatique non spécifique et de faible affinite 3°43%°
du au caractere basique de la protéine (fixation trés dépendante de la force ionique), il
existe une composante de l'interaction, d’origine principalement hydrophobe, qui est plus
spécifique. Parmi ces spécificités de liaison, Il est connu que la NCp7 a une préférence

pour les acides nucléiques simple-brin 3°7-3%8: 561

avec une préférence marquée pour les
séquences contenant des guanines et en particulier les séquences TG, TXG, GXG (avec
X représentant une base variable) "> 177: 357.362.364 ‘Gag propriétés de spécificité de liaison
sont principalement associées a la reconnaissance sélective du génome lors de I'étape de
I'encapsidation de 'ARNg ®* ?’®. Cependant, les modalités de liaisons de la NCp7 aux
acides nucléiques restent encore peu claires.

Nos objectifs dans ce travail, sont d’obtenir des complexes NC:Acide nucléique
(ADN et ARN de séquences homologues), comprenant des motif de fixation préférentiels
de la NCp7 avec une forte affinité de liaison, conférant aux complexes une haute stabilité.
Ces derniéres conditions permettant leur étude et comparaison par RMN. En particulier,
nous souhaitons établir I'orientation des deux domaines structurés en doigt de zinc (ZF1 et
ZF2) le long de la chaine d’acide nucléique et ceci selon la nature du substrat acide
nucléique (ADN ou ARN). Les techniques de résonance magnétique nucléaire (RMN)
peuvent nous permettre de réaliser ces objectifs. Néanmoins, afin d’obtenir des spectres
de trés bonne qualité, il est préférable de travailler avec des complexes de haute affinité.
Dans un premier temps, nous mesurerons donc la stabilité de ces complexes a I'aide des
méthodes d’anisotropie de fluorescence, puis nous entreprendrons I'étude des complexes
par RMN.
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IV.2.2 Résultats

IV.2.2.1 Etude de I'affinité des complexes par anisotropie de fluorescence

Pour les expériences d’anisotropie de fluorescence, nous avons étudié l'interaction
de la forme tronquée NC(11-55) de la protéine, afin d’éviter les problémes d’agrégation,
avec les différents oligonucléotides marqués en 5 par une sonde fluorescente (F). Par la
suite nous avons également utilisé la NC(1-55) pour vérifier I'interaction avec certains
acides nucléiques. Nous avons fixé la concentration de I'oligonucléotide a 20 nM et on a
réalisé une titration avec la protéine, ce qui nous permet d’obtenir des courbes dont on
peut extraire les constantes d’affinité. Nous avons pu déterminer les constantes de
dissociation (Kg) qui nous informent sur l'affinité entre les deux partenaires. Les résultats
des expériences effectuées avec les différentes séquences sont indiqués dans les
Tableaux (5C, 6C 7C, 8C et 9C). Les courbes de saturations des oligonucléotides
fluorescéinés avec des concentrations croissantes de la protéine sont représentées dans
les Figures (6C, 7C, 8C et 9C).

IV.2.2.1.1 Etude des complexes NC-acides nucléiques avec des séquences en
tiges boucles

Dans la premiéere partie nous avons étudié cTAR ADN tronquée (cTAR: 26 résidus).
La NC(11-55) a une assez bonne affinité avec cTar26 (Ks= 210 nM) qui correspond
presque exactement a la valeur obtenue dans une étude précédente 2 qui utilisait des
méthodes de calorimétrie (ITC, Isothermal Titration Calorimetry) pour mesurer les affinités.
Ces données valident l'utilisation de la méthode d’anisotropie pour déterminer I'affinité de
la NC(11-55) pour ses oligonucléotides substrats. Afin d'examiner [l'impact de
I'allongement de I'ADN cTAR26 sur la fixation par la NC, nous avons étudié l'interaction
entre la NC(11-55) et cTAR33 (33 résidus, une version "allongée" de cTAR26). Nos
résultats (Tableau 5C) ont montré qu’il y avait une moins bonne affinité entre la NC(11-55)
et cTar33 (Kg= 1.9 uM).
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Tableau 5C. Valeurs des constantes de dissociation (K,;) des complexes NC(11-55)-acide
nucléique, étudiés par anisotropie de fluorescence, avec des séquences en tige boucles, a
température de 5°C et dans du tampon NaH,PO4/Na,HPO, (pH=6.5, 1=0.04).

Oligonucléotide Kd (nM) avec NC(11-55)
SL3 ADN 1100

SL3 ARN 66

SL3 ADN20G 13

cTAR26 210

cTAR33 1900

Dans un second temps nous avons étudié les propriétés de fixation de la protéine de
nucléocapside et de la séquence SL3 ARN (20 nt). Il est connu que la NCp7 présente une
forte affinité (Kq ~ 100 nM) pour la tige boucle SL3 % 32 3€0. 562 )i est située dans la
région 5’ non codante de 'ARN génomique et qui posséde le signal d’encapsidation W 264,
%53 Nos résultats (Tableau 5C) confirment la forte affinité de NC(11-55) pour SL3 (K4= 66
nM) ce qui est cohérent avec les résultats publiés précédemment par Athavale et al.,
2010. Par la suite nous avons étudié l'affinité de la NCp7 pour 'lhomologue ADN de SL3
(20 nt), nous avons voulu évaluer I'impact de la substitution ARN/ADN pour une méme
séquence (SL3). Les données (Tableau 5C) indiquent que l'affinité de NC(11-55) pour la
séquence SL3-ADN est trés faible (Kq= 1.1 uM) comparée avec la séquence de SL3 ARN
(Kg= 66 nM). Nous avons également réalisé une étude avec un mutant de SL3 ADN20G
qui comporte un G supplémentaire dans la boucle apicale, qui contient donc 21 résidus
(SL3 ADN20G) et qui montre, lui, une trés forte affinité pour la NC(11-55).

Le complexe NC(11-55):SL3 ADN, est de faible affinité (K4q= 1.1 yM), on observe donc un
fort contraste entre les versions ADN et ARN de SL3, il apparait donc que SL3 ADN n'est
pas une séquence favorable pour former un complexe de forte affinité et donc pour
entreprendre une étude de RMN avec cette séquence. Afin d'interpréter correctement ces
résultats, nous avons considéré les données structurales qui existent sur les complexes

NC:Acides nucléiques et en analysant I'interaction avec ’TADN20G par RMN.

Les courbes de titration de SL3 ARN, SL3 ADN et cTAR26 avec la NC(11-55) sont

représentées sur la figure ci-dessous :
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Figure 7C: Analyse quantitative de [Iinteraction de la NC(11-55) avec différents
oligonucleotides en tige boucle. Titration d’anisotropie de fluorescence de SL3 ARN (rouge),
SL3 ADN (bleu) et cTAR26 (noir) & 20 nM et avec des concentrations croissantes de protéine (de
10°a10° M). Les échantillons sont dans tampon NaH,PO,/Na,HPO,, force ionique 1=0.04, pH=6.5
eta 5°C.

IV.2.2.1.2 Etude des complexes NC-acides nucléiques avec des séquences ADN
courtes et simple brin

Aprés l'obtention de ces résultats, nous avons recherché si nous pouvions obtenir
des complexes de meilleure affinité avec des séquences linéaires, courtes et dépourvues
de la capacité de se replier. Certaines contiennent la séquence GXG (avec X un résidu
variable), TXG, et TG, ceci afin d’évaluer la spécificité de la NCp7 et la stabilité des
complexes. La longueur de la séquence (7 nucléotides) est un compromis entre une
longueur suffisante pour avoir une bonne affinité (d'aprés les données de la littérature) et
la nécessité de n'obtenir qu'un seul site par molécule afin d'empécher les réactions
d'équilibre dynamique entre plusieurs sites. Néanmoins, nous avons aussi testé deux
séquences plus longues de 11 et 13 nt respectivement. Les valeurs des constantes de
dissociation des ces oligonucléotides avec la NC(11-55) sont représentées sur le Tableau
ci-dessous :
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Tableau 6C. Valeurs des constantes de dissociation (Ky) des complexes NC(11-55)-acide
nucléique étudiés par anisotropie de fluorescence avec des séquences ADN courtes, a
température de 5°C et dans du tampon NaH,PO,/Na,HPO, (pH=6.5, 1=0.04). Voir Tableau 1B
pour lire l'intégralité des séquences.

Oligonucléotide Kd (nM) avec NC(11-55)
GCG 148
GCG11 63
GCG13 38
GGC 85
TCG 250
AGC 1150
TGC 170
TAC 994
ACG 1800
CCG 1800
GAG 160
atGAG 90
caGAG 1950
caGCT 143
caGGC 440
caTCG 52
caGTC 130
caTGC 14

Les oligonucléotides ADN contenant GAG, GCG, TCG et TGC ont tous montré de
bonnes affinités d’ordre similaire (Kg ~ 200 nM), ils contiennent les séquences GXG, TG
ou TXG ; 'ADN avec la séquence GGC a demontré une affinité encore supérieure pour la
protéine avec un Kd de 85 nM, ce qui n’était pas connu auparavant, puisque deux
guanines sont présentes, mais ne sont pas séparées par un autre résidu, comme dans les
séquences GXG précédemment identifiées dans la littérature. Par contre, les séquences
TAC, AGC et ACG forment des complexes de trés faible affinité avec des constantes de
dissociations de l'ordre du pM. Ces derniéres séquences ne contenaient pas les
séquences préférées mentionnées plus haut. La forte affinité de la NCp7 pour les
séquences TG et TXG est un résultat cohérent avec les études antérieures "7 384 564 pgr
contre, il n’avait jamais encore été reporté une préférence de la NCp7 pour des séquences
avec deux guanines consécutives (voir la trés forte affinité pour GGC). On peut faire
I'nypothése qu'un G serait inséré dans le deuxiéme doigt de zinc et que l'autre G établirait
un réseau de liaisons hydrogéne, des interactions hydrophobes ainsi qu’électrostatiques.
Pour avoir plus d’informations et confirmer ces hypothéses, nous envisageons dans le
futur 'étude RMN de ce complexe de forte affinité. Par ailleurs, en analysant I'affinité des
oligonucléotides contenant GCG mais de longueur supérieure a 7 nt (11 et 13 nt) nous
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avons observé que l'affinité de liaison de la NCp7 augmente pour ces derniers. Cela
pourrait s'expliquer par le fait que d’autres molécules de NCp7 arrivent a se lier, vu que
c’est un ADN simple brin contrairement au résultat obtenu avec cTAR33.

Quant aux oligonucléotides contenant les séquences TAC, AGC et ACG, il s’avérent étre
de trés mauvais substrats pour la NC(11-55). Ces observations confirment que les
séquences de type GXG, TXG, TG et GGC sont nécessaires pour I'obtention d’'une forte
affinité. Les courbes de titration de GGC, GAG et ACG avec la NC(11-55) sont

représentées sur la figure ci-dessous :
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Figure 8C: Analyse quantitative de I'interaction de la NC (11-55) avec des ADNs courts et
simple brin. Titration d’anisotropie de fluorescence des quatre oligonucléotides GGC (bleu), GAG
(rouge), TGC (vert) et ACG (noir), a 20 nM et par des concentrations croissantes de protéine (de
10° & 10® M). Les échantillons sont dans du tampon NaH,PO,/Na,HPO, (force ionique 1=0.04,
pH=6.5) et a 5°C.

Par la suite, nous avons étudié les séquences caTGC et caGTC afin de comparer
I'affinité de la NC selon le la polarité 5'-3' de la séquence (TG ou GT). Avec cette
expérience, on reléve un Ky beaucoup plus faible pour la séquence comportant TG (14
nM) par rapport a GT (130 nM). Ceci reflete donc une meilleure affinité de la NC(11-55)
pour TG plutdét que GT (Tableau 6C et Figure 9C). La polarité de la séquence de I'ADN
influerait sur I'interaction de la NC aux acides nucléiques, ces résultats sont similaires a

ceux obtenus dans une étude antérieure .
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Figure 9C: Analyse quantitative de I'interaction de la NC (11-55) avec les ADNs courts et
simple brin: caGTC et caTGC. Titration d’anisotropie de fluorescence des oligonucléotides,
caTGC (rouge) et caGTC (noir), @ 20 nM et par des concentrations croissantes de protéine (de 10
a 10 M). Les échantillons sont dans tampon NaH,PO./Na,HPO, (force ionique 1=0.04, pH=6.5) et
a5°C.

IV.2.2.1.3 Etude des complexes NC-acides nucléiques avec des séquences ARN
courtes et simple brin

Tous les oligonucléotides ARN courts ont montré de bonnes affinités d'ordre
similaire. Cependant, en comparant avec leurs homologues ADN, on remarque que pour
les oligonucléotides contenant les séquences GCT et GCU, il n'y a pas différence
significative du Ky, et donc de I'affinité. De méme pour les oligonucléotides contenant les
séquences TGC et UGC (Tableau 7C). On en conclut que pour ces séquences courtes
d’oligonucléotides, I'affinité de la NC ne varie pas considérablement selon la nature de
I'acide nucléique (ADN ou ARN).

Tableau 7C. Valeurs des constantes de dissociation (K;) des complexes NC(11-55)-acide
nucléique étudiés par anisotropie de fluorescence avec des séquences ARN courtes et
leurs homologues ADN, a température de 5°C et dans du tampon NaH,PO,/Na,HPO, pH=6.5,
1=0.04. Voir Tableau 1B pour lire I'intégralité des séquences.

ARN | Kd (nM) avec NC(11-55) | ADN Kd (nM) avec NC(11-55)
caGCU 120 caGCT 440
caUGC 24 caTGC 14
caGUC 48 caGTC 130
caUCG 25 caTCG 52
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IV.2.2.1.4 Etude des complexes NC-acides nucléiques a difféerentes
concentrations de sels

Une des particularités de la NC est qu’elle est capable de se lier aux acides
nucléiques via des interactions spécifigues ou non spécifiques. Les interactions
spécifiques dépendent des motifs contenus dans la séquence de I'oligonucléotide, alors
que les interactions non spécifiques, sont de types électrostatiques et sont donc souvent
insensibles a la séquence, a la structure de I'acide nucléique et ont une forte dépendance
aux sels. Nous avons donc réalisé des expériences d’anisotropie de fluorescence a
différentes concentrations de sels ainsi qu’avec différentes séquences d’oligonucléotides.
Le but de ces expériences est d’évaluer a la fois I'affinité et la spécificité de I'interaction
entre les deux partenaires (NC:AN). En effet selon la concentration de NaCl dans le

384

tampon, les affinités peuvent varier de fagon significative Les résultats sont

représentés sur le Tableau ci dessous :

Tableau 8C. Valeurs des constantes de dissociation (K;) des complexes NC(1-55)-acide
nucléique étudiés par anisotropie de fluorescence a différentes concentrations de sels, a
température de 5°C et dans du tampon NaH,PO,/Na,HPO, (pH=6.5). VVoir Tableau 1B pour lire
l'intégralité des séquences.

Oligonucléotide [NaCl] (mM) Kd (nM)
caTGC 25 32
75 58
125 11
caGTC 25 22
75 54
125 55
caGAG 25 120
75 160
125 170

Les K4 ainsi obtenus ne fluctuent pas énormément pour caGAG et caTGC, ce qui implique
que leur mode de reconnaissance est probablement trés spécifique. Cependant, I'affinité
de liaison pour caGTC a diminué de facon notable en présence de concentration élevée
de sels, ce qui signifie que ces hautes concentrations en sels ont supprimé ou diminué la

force des interactions de type ionique.

172



IV.2.2.1.5 Etude des complexes NC-acides nucléiques avec les deux formes de

protéines (complete et tronquée)

Pour pouvoir mesurer 'anisotropie de fluorescence de la NC entiére en présence
d’oligonucléotide, nous n’avons pas pu continuer les expériences avec le tampon
phosphate, a cause des problémes de précipitations, dus a la partie N-terminale fortement
basique. C’est pourquoi, dans la suite de nos expériences, nous avons utilisé le tampon
acétate de sodium plus communément utilisé avec cette protéine dans la littérature. Les
résultats obtenus (Tableau 9C) démontrent une plus haute affinité de liaison pour la forme
compléte NC(1-55) comparée a la forme tronquée NC(11-55), particulierement pour la
séquence caGAG et SL3 ADN. Cependant, pour les autres séquences testées, les
différences ne sont pas trés significatives.

Tableau 9C. Valeurs des constantes de dissociation (K;) des complexes NC-acide
nucléique, avec la protéine tronquée ou compléte, étudiés par anisotropie de fluorescence a
température de 5°C et dans du tampon Acétate (pH=6.5, 1=0.04). Voir Tableau 1B pour lire
l'intégralité des séquences.

Oligonucléotide Kd (nM) avec NC(11-55) Kd (nM) avec NC(1-55)
SL3 ADN 1100 140
SL3 ARN 66 180
SL3 ADN20G 13 41
cTAR26 210 100
caGTC 130 58
caTGC 14 32
caGAG 1950 120

En conclusion, ces études par anisotropie de fluorescence, nous ont permis de
connaitre I'affinité de la protéine, sous ses différentes formes (tronquée et entiére), avec
différentes séquences d’acides nucléiques. L’ensemble des données disponibles dans la
littérature et les résultats obtenus dans cette étude montre que la NCp7 peut montrer des
affinités élevées pour des oligonucléotides ADN. En fait ce qui parait déterminant pour
I'obtention d’'une forte affinité entre la NCp7 et des séquences ADN ou ARN, c’est non
seulement la présence de certaines séquences (GXG, TXG, etc..), mais aussi la
disponibilité des bases pour intéragir avec la protéine. Une étude RMN effectuée dans le
laboratoire a démontré que les guanines de la boucle apicale de SL3 ADN ne sont pas
correctement accessibles, du fait d'interactions entre ces guanines et d'autres résidus de
la boucle, alors que ce n'est pas le cas dans SL3 ARN. Pour cette derniére molécule, les
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comparaisons entre la tige-boucle seule et complexée a I'ARN, montrent de fagon trés
nette que les deux guanines de la boucle apicale, qui sont liées a la protéine dans le
complexe, sont trés accessibles et probablement trés mobiles dans la structure de la tige-
boucle seule *° °%°_ Signalons aussi, pour appuyer ces hypothéses, que I'affinité de la
NCp7 pour la structure tige-boucle SL4 ARN (qui possede également la séquence GAG
dans la boucle apicale) est trés faible (Kd = 14 yM) et qu'il a été montré que la boucle

seule (sans NCp7) était trés structurée et qu'aucune guanine n’était disponible >*2.

A lissue de ces expériences d’anisotropie de fluorescence, nous avons donc
décidé de poursuivre I'étude par RMN du complexe NC(11-55) :d(TAGAGAT), car celui-Ci
possede une assez forte affinité. Bien que cette derniére fit du méme ordre que GCG,
mais comme des séquences ARN contenant la séquence GAG ont déja été obtenus %,
cela nous permettra d’effectuer des comparaisons. Par ailleurs, nous avons également
procédé a I'étude de ce complexe avec son homologue ARN (UAGAGAU), avec comme
objectif d’obtenir deux complexes réalisés dans les mémes conditions pour pouvoir les

comparer.

IV.2.2.2 Analyse par RMN des complexes

1V.2.2.2.1 Attribution de I'acide nucléique d(TAGAGAT)

Les attributions des résonances 'H de 'ADN libre et complexé ont pu étre réalisées

en utilisant les spectres 2D TOCSY et NOESY ainsi que des spectres 'H-"*C de type
HSQC. L'absence de résonance de protons échangeables pour I'oligonucléotide libre
indique que celui-ci n’est pas replié, ce qui rend a priori relativement accessibles les
différents résidus qui le compose. Néanmoins, il est possible d’observer quelques
connectivités inter-résiduelles dans [I'oligonucléotide libre, ce qui indique quelques
éléments de structuration. Ces connectivités sont peu nombreuses, elles indiquent une
structuration significative de la partie terminale G5A6T7 de [Ioligonucléotide. Les
résonances de d(TAGAGAT) dans le complexe ont été attribuées a partir des spectres
NOESY en déduisant les signaux liés a la protéine.
Nous avons egalement eu recours au TOCSY pour confirmer les attributions des méthyles
des Thymines T1 et T7. Aussi le concours des HSQC (Figure 10C, a droite), était
nécessaire pour distinguer les protons H6 et H8 des bases, en effet le déplacement
chimique des carbones aromatiques est fortement dépendant de la nature chimique de la
base.
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Figure 10C: Spectres 1D (a gauche) et 2D HSQC (a droite) de d(TAGAGAT) sous forme libre
(noir) et dans le complexe (rouge), désignant la régions des protons aromatiques, a pH 6.5,
dans H,0, a 20°C et a 500 MHz.

La Figure 10 présente les spectres comparés du d(TAGAGAT) libre et du mélange
equimolaire NC(11-55):d(TAGAGAT) avec les attributions réalisés avec les spectres 2D.
Les observations effectuées sur I'ensemble des spectres sont :

-les résidus T1 et T7 montrent peu de variations (surtout T1), I'ensemble des
caractéristiques spectrales concernant ces deux résidus montre qu’ils sont peu affectés
par l'interaction et ne sont donc probablement pas directement contactés. Les différences
d’intensité importantes des protons aromatiques T1 et T7 sont associées a des différences
de dynamiques des deux résidus a l'intérieur du complexe ;

-Les résonances de G3 et G5 sont significativement élargis dans notre température
d’étude (20°C) et sont de plus superposés ce qui n’était pas le cas dans I'oligonucléotide
libre, ce qui empéche a I'heure actuelle leurs attributions respectives. Celle-ci devra étre
effectuée en travaillant a d’autres températures et en utilisant un champ magnétique plus
elevé afin d’augmenter la séparation des signaux. La similitude des déplacements

chimiques suggere des environnements similaires pour les deux guanines ;

- La situation est similaire pour A2 et A4 dont I'attribution nécessitera également d’autres
conditions. Le résidu A6 est Iégérement décalé dans le complexe.

Globalement les données sont compatibles avec I'implication des résidus A2, G3, A4 et
G5 dans des interactions avec la protéine, les résidus T1, A6, T7 sont moins affectés. Ceci
est compatible avec I'existence d’'un site de fixation unique constitué par la séquence

AGAG, la bonne qualité des spectres est compatible avec cette hypothése.
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1V.2.2.2.2 Attribution de la protéine NC(11-55) non marquée

Les études des signaux de ’ADN suggerent une complexation spécifique avec la
protéine, 'analyse des résonances de la protéine doit nous confirmer cette interaction. Les
attributions ont été faites dans la protéine libre et dans le complexe, ce qui nous permet
d'observer les variations de déplacements chimiques subis par la protéine lorsqu’elle est
complexée. Les régions NH-CaH qui sont parmi les plus caractéristiques et les plus
informatives sont présentées (Figure 11C).
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Figure 11C : Région des corrélations NH-CaH du spectre RMN 2D NOESY du complexe
NC(11-55):d(TAGAGAT) dans H,0 a 20°C.

L’addition de la protéine a l'oligonucléotide d(TAGAGAT) a induit des changements
conformationels pour les deux partenaires. Pour la protéine, les modifications les plus
importantes dans la protéine se produisent pour les résidus : Arg32, Lys33, Lys34, Gly35,
Cys36, Trp37, Lys38, Cys39, Gly40, Gly43, His44, Met46 et Lys47. On peut donc identifier
ces acides aminés comme constituant le site d'interaction de la NC(11-55) avec
I'oligonucleotide. Nous avons comparé nos résultats avec ceux d’'une étude effectué entre
un pentanucléotide d(ACGCC) et la NC(12-53) par Morellet et al., 1998. Les changements
de déplacements chimiques les plus importants suite a la formation du complexe sont
observés pour Val13, Phe16, Thr24, Ala35, Asn17, Arg32, Trp37, GIn45 et Met46. La
comparaisons des déplacement chimiques de la NC(11-55) et la NC(12-53) sont illustrés
dans I'histogramme (Figure 12C). De fagon remarquable les variations de déplacement
chimique sont presque identiques dans les deux complexes. Ces données montrent sans

ambiguité, que la NC(11-55) s'est liée a notre oligonucléotide, en utilisant majoritairement
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ses doigts de zinc. Les détails additionnels sur ce complexe seront obtenus dans les
phases ultérieures de I'étude.

NH
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Figure 12C: Histogramme des différences de déplacements chimiques des protons de
NC(11-55)-d(TAGAGAT) (rouge) et NC(12-55)-d(ACGCC) (Morellet et al., 1998) (noir) entre la
forme libre et la forme complexée. Les étoiles en vert indiquent les données manquantes.

Les résultats RMN ont permis de montrer que c’est bien la séquence GAG qui
interagit avec la protéine. Nos données sur le complexe indiquent que les résidus T1, A6
et T7 sont peu ou pas affectés lors de l'interaction, les résidus G3, G5, A2 et A4 sont les
résidus principalement affectés. Les acides aminés du ZF2 ont subi des modifications
importantes, tout particulierement le Trp37, ce qui suggére I'empilement des bases avec le
noyau indole de cette acide aminé. Les changements de déplacement chimique sont
presque identiques avec ceux obtenus dans d'autres complexes, ce qui permet de
confirmer la bonne interaction des deux partenaires. Cependant, Il reste encore a
différencier les deux guanines et d'identifier les contacts intermoléculaires qui nous
permettront de déterminer l'orientation de la NCp7 sur cet oligonucléotide. Nous avons
donc pousuivi I'étude de ce complexe a champs magnétique plus fort (950 MHz) sauf que
nous avions eu des problémes de précipitations. C’est pour cela que nous avons décidé
de poursuivre notre étude directement avec la méthode de RMN PRE, ou I'oligonucléotide
(ADN et son homologue ARN) sera marqué une fois a son extrémité 5’ et une autre fois en
3’ dans le but de voir I'effet paramagnétique sur la protéine et donc de déterminer dans
quelle position chaque doigt de zinc est le plus touché.
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IV.2.2.3 Analyse par RMN PRE

Les expériences ont été réalisées avec la NCp7 (1-55), marquée en N, & 25°C,
dans un tampon Acétate (pH 6.5), en utilisant un spectrométre 500 MHz et 600 MHz
(équipé d’'une cryosonde). Comme décrits dans la partie Matériels et Méthodes, les
oligonucléotides sont modifiés a I'une des positions (5’ ou 3’) par une dThio_T(ADN) ou
une Thio_U (ARN), qui par la suite sera couplé a I'agent paramagnétique (Proxyl).

Dans un premier temps, nous avons réalisé I'attribution de 'ADN 5'S4-TAGAGAT
en réalisant des 2D NOESY et TOCSY, afin de vérifier que celui-ci n'a pas changé da a la
d_thio T en 5. Dans un second temps, nous avons réalisé des spectres de la protéine
marquée ("°N) seule, afin de procéder & son attribution. Nous avons donc enregistré des
spectres 2D 'H-""N HSQC, TROSY, NOESY découplée et 3D NOESY-HSQC. La figure
14C représente le spectre 'H-">°N TROSY de la NCp7 seule et jai réussi a attribuer la
totalité de la protéine.

Par la suite, nous avons réalisé des spectres des complexes NCp7:ADN ou ARN
modifiés sans proxyl ; pour procéder a I'attribution de la protéine dans le complexe et ainsi
vérifier que le complexe NC :5'S4-TAGAGAT n’a pas changé due a la base modifié. On
observe que les spectres des deux complexes ARN (5'S4U et 3'S4U) sont exactement
pareils. Cependant, les deux complexes ADN (5'S4T et 3'S4T) ont affiché des différences
sur certains résidus avec une disparition de la partie N-terminale de la NCp7 dans le
complexe 5S4T_D (d0 a un échange avec l'eau). L'attribution de ces complexes est

toujours en cours.
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Figure 13C: Spectres 2D 'H-'°N TROSY de la protéine sous forme libre, a une concentration
de 1 mM, dans du tampon Acétate deutéré (pH 6.5), a 25°C et a 600 MHz.

Par la suite, nous avons reéalisé les complexe NCp7:ADN-proxyl, avec un ratio
1:1.2 ou la concentration de la protéine était fixée a 0.2 mM. Pour commencer, on
enregistre des spectres 2D 'H-""N HSQC ou TROSY avec I'agent paramagnétique dans
son état non réduit (paramagnétique) et on observe les acides aminés qui ont disparus ou
dont lintensité a fortement diminué. Ensuite, on réduit 'agent paramagnétique par ajout
d’Acide Ascorbique, avec une concentration dix fois supérieure a celle de [l'acide
nucléique. Les spectres des complexes dans les deux états (paramagnétique et

diamagnétique) sont enregistrés dans les mémes conditions pour pouvoir les comparer.

En résultat, nous observons certains pics qui disparaissent ou dont l'intensité diminue
fortement, due a la proximité spatiale avec la sonde paramagnétique. En principe, apres la
réduction suite a I'ajout de I'acide ascorbique, les pics réapparaissent.
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Figure 14C: Spectres 2D 'H-">°N TROSY de la protéine sous forme complexée a ’ADN 5’ et 3’
Proxyl-D. L’echantillon est & une concentration de 1 mM ratio 1 :1, dans tampon Acétate deutéré,
a pH 6.5, a 25°C et a 600 MHz. A) Complexes sous forme para- et dia- magnétique (en rouge et
bleu respectivement) sont superposés. Les pics encadrés en vert désignent les résidus les plus
affectés par I'agent paramagnétique. B) Séquence de la protéine NCp7, ou la partie N-terminale
est désignée en gris, les doigts de zinc en vert, le linker en orange et la partie C-Terminale en
mauve. Les résidus désignés en rouge sont ceux les plus touché par I'effet paramagnétique dans
le complexe.

Les résidus qui sont touchés dans les deux complexes sont: K14 (N-Terminale),
124 (ZF1), ainsi que K34 et G35 (Linker). Cependant, qualitativement, on voit bien que le
complexe avec '’'ADN 5'Proxyl-D est plus touché par 'agent paramagnétique, avec en plus
des résidus cités précedemment: N17, G19 et E21 (ZF1), K33 (Linker), W37 et K38
(ZF2), Q53 et A54 (C-Terminale) qui sont affectés. Ces résultats indiquent que I'extrémité
5’ est proche spatialement aussi bien du premier que du deuxiéme doigt de zinc et qu’elle
arrive méme a étre en contact avec I'extrémité C-Terminale de la protéine. Globalement,
I'image qui en ressort, c’est que ce heptanucléotide d(TAGAGAT), est orienté de maniére
centrée entre les deux doigts de zinc, de la méme maniére que le pentanucléotide étudié
par Morellet et al, 1998. En s’appuyant sur la structure de ce dernier complexe, on peut
trés bien imaginer que notre oligonucléotide étant plus lent (deux bases en plus), ce qui
renderait 'extrémité 3’ éloignée du deuxiéme doigt de zinc (Figure 15C). En analysant, les
distance entre le H2 de la base en 5 du pentanucléotide d(ACGCC) avec les protons
amides (HN) de tous les résidus de la NC(12-53) dans le complexe (Figure 16C), on
s’apercgoit qu’on retrouve bien de faibles distances avec le doigt de zinc 1 ainsi que le K33
situé sur le Linker, W37 et K38 sur le deuxiéme doigt de zinc.
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Figure 15C: Structure tridimentionnelle de la NCp7 avec le pentanucléotide ADN d(ACGCC)
(code PDB : 1BJ6). Les bases de 'ADN sont indiquées en vert pour I'adénine, marron pour la
cytosine et cyan pour la guanine. Les sphéres en rose et vert (extrémité 3’ et 5’ respectivement)
indiquent I'espace qui pourrait étre affecté par I'effet paramagnétique (12 A).
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Figure 16C: Histogramme des distances entre le H2 de la base en 5 du pentanucléotide
ADN d(ACGCC) avec les HN de chaque acides aminé de la NC(12-53) (code PDB : 1BJ6). Le
code couleur est comme tel : la partie N-terminale est désignée en gris, les doigts de zinc en vert,
le linker en orange et la partie C-Terminale en mauve.

En perspectives, pour poursuivre notre analyse, il nous faudra traiter
quantitativement ces résultats, et analyser les complexes NCp7:Proxyl-ARN. Ce travail est

toujours en cours au laboratoire.

181



IV.3 Etude structurale et dynamique des différentes formes de

protéines de nucléocapsides du VIH-1

Les résultats que nous avons obtenus avec cette étude ont donné lieu a deux
publications. Les travaux ont été effectués en coopération étroite avec le groupe du Dr
Carine Tisné de I'BPC et je suis co-premier auteur de I'une des publications. Je me suis
plus particulierement impliquée dans I'attribution des signaux de la NCp9 et de la NCp15
ainsi que dans l'obtention des paramétres dynamiques par RMN (T1, T2, NOE, dispersion

de relaxation CPMG). Les résultats obtenus sont résumés ci-apreés.

La polyprotéine Pr&5 Gag orchestre 'assemblage et le bourgeonnement des virions
133, 224 grace & ses multidomaines (la matrice (MA), la capside (CA), p2, nucléocapside
(NC), p1 et le domaine p6) ou chacun joue un réle précis au cours de cette étape du cycle
viral.

Le domaine NC de Gag constitue un site majeur d’interaction avec 'ARN, ce qui
permet I'encapsidation de 'ARNg, ceci grace a une fixation spécifique de Gag sur le site
d’encapsidation psi (SL1 a SL4). Par ailleurs, au cours du bourgeonnement des particules
virales, Gag interagit avec des facteurs cellulaires et des protéines impliquées dans
ESCRT 24285 287-29 \ji3 son domaine p6, qui grace a son motif PTAP se lie & la protéine
Tsg101 2°53%  par le biais de son motif LYPLASL a la protéine Alix 2°°°%" et avec la
protéine virale 2%® Vpr via son motif LRSLFG 30230,

D’autre part, la maturation de la protéine de nucléocapside est d’'une importance

I 211, 310-313, 427

majeure au cours du cycle vira , avec des conséquences dramatiques sur les

propriétés de l'activité de protéine chaperon de la NC, qui différent entre les trois formes
de protéines de nucléocapside 23" 3"".
La NCp15 est la protéine qui présente I'activité de protéine chaperon la plus faible. Il a été
proposé que son domaine p6 module les fonctions de son domaine NC, par un
mécanisme de repliement de p6, qui est riche en acides aminés chargés négativement,
sur le domaine NC, qui est riche en acides aminés basique ("fold-back conformation”) *'3.
Il faut noter aussi que la plupart des études précédentes menées sur Gag in vitro ont été
réalisées sans le domaine p6 du fait de la difficulté de produire et de purifier Gag sous sa
forme entiére.

Au cours de nos travaux, nous avons étudié le paysage conformationnel du
domaine NC au sein des formes précurseurs (NCp15 et NCp9) ainsi que sous sa forme

mature (NCp7). Pour cela, les trois formes de protéines de nucléocapside ont été
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surexprimées et doublement marquées en N et *C afin de procéder a leur attribution.
Par la suite nous avons étudié leur dynamique globale et interne en utilisant des
expériences de relaxation "N sous forme de protéine libre ou liée a la séquence SL3 ARN
(contenant le signal d’encapsidation psi).

La protéine a été surexprimée et doublement marquée en "N et "*C pour permettre
d’effectuer des expériences en deux dimensions (2D 'H-""N TROSY, HSQC, 2D 'H-"*C
HSQC, NOESY découplé en °N) et une série d’expériences tridimensionnelles qui
permettent de procéder a l'attribution du squelette peptidique (HNCO, HNCACO, HNCA,
HNCOCA, HNCACB, HNCOCACB) et des chaines Iatérales (HCCH TOCSY,
NOESYHSQC) des protéines. Nos expériences ont été réalisées a 500, 600 et 950 MHz
dans du tampon Acétate deutéré a pH=6.5 et a température de 10°C.

En observant le spectre 2D "°N-'"H TROSY, on remarque une faible dispersion des
résonances des pics des domaines p1-p6, ce qui est caractéristique d’une région
intrinsequement désordonnée (IDD) (Figure 2, article 2). Par ailleurs, en utilisant les
déplacements chimiques du squelette peptidique, nous avons calculé le score SSP
(secondary structure propensity), qui indique que plusieurs régions dans p1-p6 possédent
une propension significative a former des structures en hélices a.

L’analyse de la relaxation de l'azote "N (T1, T2 et HetNOE) nous informe sur la
dynamique conformationnelle globale de la protéine. De fagon trés schématique, on peut
dire, concernant les valeurs de T1 et HetNOE, que plus elles sont élevées plus cela
signifie que la région est structurée et inversement pour les T2. D’aprés les résultats
obtenus on retrouve les zones de structuration déja identifiées par les méthodes SSP.
Globalement, les domaines p1 et p6 apparaissent désordonnées tout en montrant
quelques régions de structuration partielle. La conversion des données T1, T2 et HetNOE
en densité spectrale a la frequence zéro “J(0)” nous permet d’obtenir des informations sur
la structuration de la protéine. Des valeurs maximales ont été observées pour les résidus
L57, 160, W61, N70, F71, E83, E84, S85, F86, L109 et A11. Nos données expérimentales
sont en accord avec les prédictions structurales SSP, la NCp15 est globalement
désordonnée, avec p1-p6 qui présente certains éléments de structurations.

Nous avons également réalisé des expériences de dispersion de relaxation N CMPG
(pour les trois formes de protéines NCp7, NCp9 et NCp15) a 950 MHz et 600 MHz, a une
température de 10°C, avec un délai de relaxation de 40 ms ou durant cette période sont
appliqués les pulses CPMG. 20 expériences ont été acquises, dans chaque expérience, le
délai de relaxation est constant d'une valeur de 40 ms mais la fréquence des pulses
CPMG est modifiée (de 25 a 1000 Hz). Les intensités de pics ont été converties en vitesse
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de relaxation Ryer comme il est décrit dans la partie "matériels et méthodes" de I'article 3.
Les résultats indiquent que la seule forme protéique qui montre des vitesses d’échanges
significatives (Rex > 10 s™') est la forme mature NCp7, particuliérement pour ses résidus
N17, K33, G35, W37, K38, C39, G43 et K47 (Figure 5A et Figure supplémentaire 9-11 de
l'article 3), il s'agit donc une majorité de résidus située sur le ZF2. Ces données
démontraient que la NCp7 présente un échange conformationnel entre un état
fondamental majoritairement peuplé et un état "excité" faiblement peuplé. Les autres
formes NCp9 et NCp15 ne montrent pas de tels échanges.

L’étude de l'interaction des protéines avec la séquences SL3 ARN démontre que les sites
de fixation sont les mémes pour les trois protéines, que l'affinité reste identique mais que
les paramétres thermodynamiques de l'interaction changent de fagon importante.

Pour la premiére fois nous avons réalisé I'étude de la protéine NCp15 compleéte.
Nous avons démontré que p1-p6 au sein de la NCp15 est désordonnée en solution
(faibles dispersion des résonances H-N sur la 2D TROSY ou HSQC, séquence en aa riche
en Prolines et en résidus chargés négativement, analyse des paramétres dynamique
notamment J(0) qui démontre que p6 est globalement désordonnée) et que la protéine
n'‘adopte pas une conformation repliée ("fold-back") sur le domaine NC, cependant, des
hélices a se forment de maniére transitoire suite au contact avec le domaine NC,
impliquant des interactions de nature electrostatique, vu que p6 est chargé négativement
alors que le domaine NC est chargé positivement. Grace aux expériences de dispersion
de relaxation CPMG nous avons identifié les résidus impliqués dans la sélection
conformationnelle de la NCp7 pour se lier aux acides nucléiques, aptitude exclusive a la
forme mature de nucléocapside.

En conclusion, le processus de maturation de la protéine de nucléocapside module
les propriétés de liaison de la NC aux acides nucléiques. Notre travail apporte une
meilleure compréhension des propriétés dynamiques et structurales de la nucléocapside
au cours de I'étape d’assemblage, de bourgeonnement et de maturation des nouveaux

virions (Figure 7 de l'article 3).
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'H, *C and '°N backbone and partial side-chain resonance assignments

of the C-terminal domain of HIV-1 Pr55°* encompassed in NCp15.
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Abstract

During HIV-1 assembly, the Pr55%2¢ polyprotein precursor (Gag) interacts with the
genomic RNA, with lipids of the plasma membrane, with host proteins (ALIX, TSG101)
through the ESCRT complex, with the viral protein Vpr and are involved in intermolecular
interactions with other Pr55%% proteins. This network of interactions is responsible for the
formation of the viral particle, the selection of genomic RNA and the packaging of Vpr. The
C-terminal domain of Gag encompassed in NCp15 is involved in the majority of these
interactions, either by its nucleocapsid or its p6 domains. We study the NCp15 protein as a
model of the C-terminal domain of Gag to better understand the role of this domain in the
assembly and budding of HIV-1. Here, we report the 'H, *C and "°N chemical shift
assignments of NCp15 obtained by heteronuclear multidimensional NMR spectroscopy as
well as the analysis of its secondary structure in solution. These assignments of NCp15

pave the way for interaction studies with its numerous partners.

Keywords: HIV-1, NCp15, NMR, Nucleocapsid, Resonance assignment.

Biological context

Gag polyprotein precursor is composed of the following structural protein domains: the
matrix (MA), the capsid (CA), a spacer peptide p2, the nucleocapsid domain (NCy), a

hydrophobic peptide p1, and an acidic p6 domain. The C-terminal domain of Pr55%%
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containing the NCq4, p1 and p6 are responsible for numerous interactions, either by NCq or
p6 during assembly and budding of virions. The NCq4 within Gag is the major site of
interaction with gRNA, even if MA is also able to interact with nucleic acids 2 °°¢-°%%,
Besides, p6 harbours motifs responsible for the interactions with proteins belonging to the
human ESCRT machinery: the P7sTAPg1 sequence is involved in the binding of TSG101
%59 and the L10sYPLASL112 sequence in the binding of ALIX °°. ALIX also interacts with the
NCg4, however the exact function of this interaction is not clearly understood 2% °"'-*"2_ pg is
also involved via its conserved L112RSLFG117 motif in the binding of the retroviral protein
Vpr 573575

During HIV-1 maturation, three different forms of NC4q appear successively. The first
cleavage by the HIV-1 protease occurs between MA-CA-p2 and NCgy4-p1-p6, thereby
liberating NCp15 (NCd-p1-p6, 123 amino acids). The second cleavage frees NCp9 (NCgy-
p1) whereas the last one releases the NCy itself, which constitutes the final maturation
form of NCg4, also called NCp7. NCp7 and p6 were previously studied separately by NMR.
In the HIV-1 life cycle, the nucleic-acid chaperone activity of the mature NC4 is essential
during viral replication and notably during reverse transcription ** **’. NCp7 is a small
basic protein of 55 residues containing two zinc-knuckles (ZKs) of the consensus
sequence CX,CX4HX4C separated by a small linker of 7 residues. Our aim is to study the
NCp15 protein as a model of the C-terminal domain of Pr55%% to better understand the
role of this domain in the assembly, budding and maturation of HIV-1. We report here the

chemical shift assignments of HIV-1 NCp15 protein and analyze its secondary structure.
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Methods and experiments

Protein expression and purification

N and "C-labeled NCp15 protein was expressed and purified in E. coli as previously
described (Mouhand et al., manuscript in preparation). NMR samples of NCp15 were
prepared at a concentration of ~0.8 mM, "°N-labeled or *N/*C-labeled, in a 25 mM
deuterated acetate buffer pH 6.5 containing 256 mM NaCl, 0.1 mM ZnCl;, 0.1 mM (-

mercaptoethanol and 10% 2H.0.

NMR experiments

All NMR experiments were recorded at 10°C on Bruker AVANCE Ill HD 600 MHz and 950
MHz equipped with a 5 mm TCI cryoprobe with z-gradients. Internal TSP standard was
used for direct referencing of the 'H chemical shifts, and indirect referencing of '°N and "*C
shifts. Backbone assignments were obtained using the standard and/or rapid BEST-
TROSY versions °’® of the following 3D NMR experiments : HNCA, HNCACB, HNCO,
HNCACO and BEST-TROSY HNCANH NMR experiment (Solyom et al., 2013). ['H-">C]
and ['H-"°N] 3D NOESY-HSQC, 3D TOCSY-HSQC and 3D HCCH-TOCSY were recorded
to validate and complete the assignments. NMRpipe *’’ and Sparky °"® softwares were
used to process 2D and 3D experiments. CcpNmr Analysis program
(http://www.ccpn.ac.uk/software/analysis) was used to compare NMR data like Nuclear
Overhauser Effets (NOEs) and secondary chemical shifts of Ha, Ca, C and CO. Dangle
software °’° included in CCPN software °*° was used to predict secondary structure of the

NCp15 protein.
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Resonance assignments and data deposition

NMR assignments were based on 3D heteronuclear NMR experiments performed on
®N/"3C-labeled NCp15. Backbone amide "H-"°N resonance assignment of NCp15 at 10°C
was achieved for 105 over 112 non-proline residues. In addition, 84.5% of Ca, 75.6% of
CB and 80.5% of CO were assigned. Amide groups from residues F6, R7, K11, Q53, S63,
H64, S74 could not be assigned. Side chains 'H and '*C were assigned for which
connections were only observed up to the B position. Partial assignments of side chains
were possible for carbons of the 11 prolines. No assignments could be achieved for Ca,
CB, CO and Ha of the first ten residues. The "H-""’N HSQC spectrum of NCp15 (Fig. 1)
shows a low dispersion for most of the amide groups of the protein (1 ppm) indicating that

one part of the protein could be disordered.
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Fig. 1 'H-"°N HSQC spectrum of HIV-1 NCp15 recorded at 10°C and 950 MHz. Backbone
resonance assignments of amide groups are indicated by one letter amino acid code.

NOEs connectivities d(H"-Ha), d(H"\-HY4r1), d(HY-HB), d(HN,-HMo4/2) and d(Ha-HM412)
were deduced from ['H-"°N] 3D NOESY-HSQC experiment using two mixing time (80ms
and 150ms) (Fig 2). With 343 NOE peaks found, 16% were strong, 56% were medium,
24% were weak and 4% with a very weak intensity. Some NOE cross peaks d(HN,-H",.2)
and d(Ha-H",.2) have been found in the following short regions (F16-G19, E21-G22, K26-
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C28, K38-G40, D48-C49, D103-E105 and E105-Y107) of NCp15 tending to a a-helical

structuration.

%81 and for Ca, CB, CO °%2 were calculated as the

Secondary chemical shifts for Ha
difference between measured chemical shifts for NCp15 and random-coil chemical shifts
%83 for each amino acid and were corrected for next-neighbor effects °®*. The maximum
variation of chemical shift for Ca, C3, CO are +4.5 ppm for positives values and -4.8 ppm
for negatives values while for the Ha proton variation, the maximum values are between
0.5 and -0.9 for positives and negatives values respectively. The results are presented in
the chart table in Fig. 2. Positive values of secondary chemical shifts are indicative of an a-
helical conformation whereas negative values corresponds to a B-strand conformation.
Combining both 'H and "*C chemical shifts allowed to calculate the Chemical Shift Index
(CSI) for each residue (Wishart, et al., 1992) (Fig. 2). Globally, all these data converge to
show that besides the two zinc fingers (residues 13 to 51), p1-p6 (residues 55 t0123) is
globally disordered. This is consistent with the DANGLE prediction (Fig. 2), that confirmed
NCp15, is globally disordered, except for residues involved in the zinc fingers and for a
short parts (E84-F86, D103-E105, S111-L112) of p6 region which could be the beginning
of an helicoidal organisation. Previous NMR studies, when p6 was observed separately, in
various media or in hydrophobic environment, identified helices in same regions of C
terminal domain. (Solbak et al., 2013°"* °%°_ The chemical shift values for 'H, "*C and "N
resonances of NCp15 were deposited in the BioMagResBank (www.bmrb.wisc.edu) under
accession number 26843.
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Fig. 2 : Chart table of NCp15 NOE connectivities d(H"-Ha), d(H™,-H",./.1), d(HN-HB), d(HY-H o),
d(Ha-HY,:.,) and secondary structure from analysis of secondary chemical shifts AS(‘Ha), AS("Car),
AS(*CB) and Ad(CO). Chemical Shift Index (CSI) indicate a global value for the secondary
structure (-1 value for alpha helix and +1 value for beta strand). DANGLE (Dihedral Angles from
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Global Likelihood Estimates) program predict protein backbone angles and secondary structure of
the protein. This chart table has been generated using the CcpNmr Analysis program
(http://www.ccpn.ac.uk/software/analysis).
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ABSTRACT

During HIV-1 assembly and budding, the Gag protein, and in particular its C-terminal
domain composed of the nucleocapsid domain (NCy4), p1 and p6, is the location of
numerous interactions with viral and cellular factors (genomic RNA, Vpr, TSG101, ALIX).
To date, most of the studies regarding Gag have been performed with Gag deleted from its
p6 domain. Using NMR, we show that the p1-p6 domain, within the C-terminal part of Gag
(NCp15), is largely disordered, and transiently interacts with NC4. These interactions
modify the dynamic properties of NCy4 in several timescales. Notably, in the mature form of
NCq, @ minor state pre-organized for the interaction with nucleic acids (NA) is present. This
state does not exist in the precursor forms of NC. Altogether, our study demonstrates that
Gag C-terminus processing by the viral protease finely tunes the dynamic properties of

NCq4 and thus controls its NA binding properties.

INTRODUCTION
In retroviruses, the Pr55%2¢ polyprotein precursor (Gag) is the only protein required for

particle formation. It is composed of the structural protein domains: the matrix (MA), the
capsid (CA), a spacer peptide p2, the nucleocapsid domain (NCy), a hydrophobic-rich
peptide p1, and an acidic p6 domain. As part of Gag, the MA domain targets Gag to the
plasma membrane; CA drives Gag multimerization during assembly; NCgq recruits the viral
RNA genome (gRNA) into virions and facilitates the assembly process; and p6 recruits the
endosomal sorting complex (ESCRT), which catalyses the membrane fission step to
complete the budding process '*. The C-terminal domain of Gag encompassed within
NCp15 (NCq4-p1-p6) is thus responsible for numerous interactions, either by NCq4 or p6
during assembly and budding of virions.

The NC4 within Gag is the major site of interaction with gRNA, even though MA is also
able to interact with nucleic acids * °®°°%_ |t was recently shown that global changes in
the RNA binding specificity of Gag regulate virion synthesis '*'. Prior to, and after virion
assembly and maturation, the NC4 of Gag preferentially binds to W region at the level of
SL3 and to Rev Response elements of the viral genome '°'. The W region of gRNA
contains several stem-loops (SL1 to SL4), SL3 being one of the major determinants of viral
encapsidation 3% 2** 27 Dyring virion genesis, this specificity transiently changes in a
manner that facilitates genome packaging, i.e. the NCq of Gag non-specifically binds to
many sites on the gRNA. Then, the RNA-binding properties of NCq4 in mature virions
resemble that of unassembled Gag in the cytosol '*'. Regarding p6, two major interaction
motifs for proteins belonging to the human ESCRT machinery are present along its
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sequence: P7sTAPgq involved in the binding of TSG101 %9 and L1ggYPLASL 142 involved in
the binding of ALIX 70 ALIX also interacts with the NCg4, however the exact function of this

284, 571-572
d )

interaction is not clearly understoo . p6 is also engaged via its conserved

L112RSLFG147 motif in the binding of the retroviral protein Vpr >3,

During HIV-1 maturation, three different forms of NC4q appear successively. The first
cleavage by the HIV-1 protease occurs between MA-CA-p2 and NCg4-p1-p6, thereby
liberating NCp15 (Fig. 1). The second cleavage frees NCp9 (NCgy-p1) whereas the last one
releases the NC4 itself, which constitutes the final maturation form of NCq, also called
NCp7. NCp15 and NCp9 intermediates appear transiently but their lifetime is specifically
programmed 3% 34 The correct processing of the cleavage site between p1 and p6 is
essential and NCp15-containing virions are non-infectious 3¢ 3% %% The coordination
between protease activation, viral assembly and budding is critical *°*°. The involvement of
TSG101 and ALIX during HIV-1 budding is required for speeding up the closure of budding
virions and the release of fully formed particles before the activation of the HIV-1 protease,
this timing of events ensuring the infectivity of progeny virions 3%.

Nucleocapsid domain (NC )
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Figure 1 Sequence of the HIV-1 C-terminal domain of Gag (NCp15). The first cleavage by
the HIV-1 protease first liberates NCp15 protein, then NCp9 and finally the mature form of the
nucleocapsid domain NCp7. The dashed line represents the two sites of protease cleavage present
in NCp15. Residues are coloured in grey for residues in the N-terminal part of NCd, green for those
in the zinc fingers and orange for residues in the linker between the two zinc knuckles of NCd and
purple for the C-terminal domain of NCd.

In the HIV-1 life cycle, the nucleic-acid chaperone activity of NCp7 is essential during viral
replication and notably during reverse transcription (RT) ** *?”. Previous studies compared
the nucleic-acid binding and chaperone properties of mature NCp7 to those of the
precursor proteins NCp9 and NCp15 3'" 313 427 Even if NCp9 and NCp15 have strong
annealing activities, they are unable to sustain efficient RT-catalyzed DNA elongation **’.
It was proposed that p6 regulates the function of NC through interactions of its positively-

charged residues with negatively-charged residues of NCy. NCp15 would be structured in
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a “fold-back” conformation 313 4?7

NCp7 is a small basic protein of 55 residues containing two zinc-knuckles (ZKs) of the
consensus sequence CX,CX4HX4C (Green and Berg, 1990) separated by a small linker of

7 residues. The structures of NCp7 alone 344 34

, in complex with RNA stem-loops (SL2 %'
and SL3 %) or in complex with DNA oligonucleotides %% 353¢¢ have been solved by NMR.
Overall, these structures show that the folding of each individual ZK is the same in all
complexes. Analysis of these structures revealed that each ZK is specialized in one
function: ZK2 (C-terminal ZK) is responsible for binding of one accessible and flexible
guanine, while ZK1 (N-terminal ZK) either binds a second G or destabilizes the stem
through its hydrophobic residues ®°. The major residues involved in the hydrophobic
contacts with nucleic acids are the aromatic residues present at the second position of
each ZK (i.e. F16 and W37, Fig. 1) together with other hydrophobic residues (i.e. V13, 124,
A25 and M46). The functional versatility of NCp7 relies upon plasticity in the spatial
orientation of the two ZKs. Notably, differential flexibility within the linker results in
asymmetric motion of the ZKs which may explain their functionally distinct roles despite
high sequence identity **® °%". The conformation and dynamics of a large HIV-1 Gag
fragment comprising the MA, the N- and C-terminal domains of CA, p2 and NCq4 was also
studied by NMR °%® In solution, the five structured domains of this Gag construct retain
their fold and reorient semi-independently from one another.

In the present study, we investigated by NMR the conformational landscape of the NCg4 in
its precursor forms (NCp15 and NCp9) as a model of the C-terminal portion of Gag and in
its mature form (NCp7). We examined the dynamics occurring in several timescales using
®N relaxation measurements of the NCq in its precursor and mature forms alone or in
complex with SL3. For the first time, we show that p1-p6 within NCp15 is disordered in
solution and that NCp15 does not exhibit a ground “fold-back” conformation. Short-lived a-
helices are formed in p1-p6 upon long-range and transient contacts with the NCg, likely
promoting the binding of p6 to its partners. We also demonstrate by NMR and
microcalorimetry that this dynamical behavior changes the thermodynamics of the NCq
interaction to SL3. Additional >N relaxation dispersion NMR experiments led to the
identification of residues involved in nucleic-acid conformational selection in NCp7, but not
in NCp9 and NCp15. The maturation process of the C-terminal part of Gag by the protease
thus finely tunes the NCq binding properties to nucleic acid (NA).
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RESULTS

p1-p6 within NCp15 is largely disordered, but presents regions that transiently
adopt a-helical structures.

We first explore the hypothesis of a “fold-back” conformation by a comprehensive NMR
dynamic study of NCq in its different stages of maturation. We expressed, purified and
assigned the NMR backbone resonances of NCp7, NCp9 and NCp15 proteins that
correspond to the three states of maturation of NCq4 by the HIV-1 protease.

The reduced frequency dispersion observed for the peaks originating from p1-p6
(Supplementary Fig. 1A), especially in the "H dimension, is an evidence of a high degree
of conformational flexibility characteristic of an intrinsically disordered domain (IDD) (for

recent reviews 88-58°

)- As expected for IDDs, only very limited structural information for p1-
p6 could be obtained from 'H-'H NOE measurements involving amide groups and
observations of these NOE cross-peaks were mostly limited to correlations within intra-
residue or sequential correlations (Supplementary Fig. 1B). NMR chemical shifts and "°N
backbone relaxation (T1, T2 and heteronuclear 'H-">’N NOE (HetNOE)) were used to
characterize the structural propensities and the conformational dynamics of p1-p6 within

NCp15 (Fig. 2 and supplementary Fig. 2).

199



A 1.0 1 2 3 4
o | | i |
= | | | |
8 o5 | i | | 8
" i | | |
o : | : |
(/)] 0.0 . I '™ M T
» llli 1 1 1
0.5+ ‘ : | d | : i i
B 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120
1.0
0.8-
8 o6 r
4
K
2 0.4
o.z-ﬂ
0.0+ T H
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120
1.2%108
1.0%10-8
— 8.0%109-
'
—
s 6.0%1070-
7 4.0x10°
2.0%10°9-
0.0 L] Ay H
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120
Residue
0.10
wl
2 | ” |
z
go.cc ......... I;IIT E*TTI -3 - TI I],I
I i 11111111 i 1] Il I
-0.054 I II
o B L B o D e & Sl T th th G R BD I B e R B el Ty e
_G!ozl.l.mz FFFFFFFFFF NNNNﬁNNNNNﬂﬂ”””F’”ﬂ”F’Vﬁv*vvvvvﬁ‘mmmmmm
EXF>SXOWLZOOXWOT <!ZOIZ<ILIZ!!(DUBKUOXWOIGEXDQPerc(Z
Residue

Figure 2 Structural and dynamic characterization of NCp15 from NMR chemical shifts and
15N relaxation data recorded at 10°C and 950 MHz. (A) Secondary structural propensities
calculated by the SSP program *®*. Ca, C B, CO and Ha have been used as input data for the
calculation of the SSP score. Positive score value indicate the amount of a-helical conformation
present along the sequence whereas negative values indicate extended or (B-strand conformations.
(B) 1HN-15N NOE (HetNOE) values are indicative of the magnitude of local subnanosecond
motions (high values: restricted motions; low values: high-amplitude motions). (C) Spectral
densities J(0) extracted by spectral density mapping from 15N relaxation data (T1, T2, HetNOE) of
NCp15. J(0) values are indicative of slow overall and segmental tumbling motions present in
NCp15. The boxes in grey indicated the four regions of p1-p6 domains showing significant
secondary structure propensities. (D) Differences of HetNOE within the NCd between NCp15 and
NCp7 measured at 10°C and 950 MHz. The color code for residues is described in figure 1.

Based on the backbone NMR chemical shift assignments of the NCp15 protein (BMRB
entry number 26843), the secondary structure propensity (SSP) score °% highlights
several regions in p1-p6 with a significant propensity to form a-helical structures (Fig. 2A).

Helical propensities of 17%, 14% and 11%, were estimated for regions 4, 2 and 3
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respectively. The measurements of HetNOE at 950 MHz (Fig. 2B) and 600 Mhz
(Supplementary Fig. 2B) confirm this trend, ie p1-p6 is disordered (most of the residues
displaying HetNOE smaller than 0.6 at 950 MHz and smaller than 0.3 at 600 MHz), but
some regions present a higher propensity to fold. The convertion of the measured °N T1,
T2 and HetNOE data into spectral densities at zero-frequency J(0) gives information on
the folding propensity at a single residue resolution. Basically, higher J(0) values are
observed for regions displaying well-folded or transient secondary structures. These latter
regions are also characterized by the occurrence of J(0) maxima in their center *°'°%, |n
p1-p6, J(0) maxima are observed for regions 1, 2, 3 and 4 (Fig. 2C). Interestingly, these
maxima found at residues L57, 160, W61, N70, F71, E83, E84, S85, F86, L109 and A110
involved mainly hydrophobic residues. For regions 1 and 2 that contain the sites of
protease cleavage, there is also some evidence of transient structuration, potentially in 3-
strand for region 1 and in a-helix for region 2.

Regarding the NCq4 within NCp15, the NMR data (Fig. 2 and Supplementary Fig. 2) show
that the two ZKs define two well-structured regions (high values of HetNOE and J(0))
separated by a more flexible linker, similarly to data for NCp7 and NCp9 (Supplementary
Fig. 3), showing that the global folding of the NCq4 is conserved. Fine analysis of the
dynamics of the NCq4 in the mature state NCp7 or within the precursor NCp15 (Fig. 2D)
show that the HetNOE magnitudes present differences. The precursor is more rigid for
residues of the N-terminal part and globally more flexible for residues of the ZKs and the
linker. In addition, the magnitude of J(0) values increase for residues of the NCd by a 2.5
fold when comparing NCp7 to NCp15, then by adding the disordered p1-p6 tail. This
shows that the motions of the NCd and p1-p6 are dynamically coupled and could be an
indicator of transient contacts between NCd and p1-p6.

Altogether, the picture that emerges from the analysis of the NCp15 dynamics is that
besides a well-folded part corresponding to the two ZKs, p1-p6 within NCp15 is largely
disordered but, contains regions that transiently adopt secondary structures. This is
notably the case for the regions known to interact with protein partners, namely TSG101,
interacting with region 2, and ALIX and Vpr, interacting with region 4. These NMR data
definitely show that the p1-p6 domain is disordered and flexible within NCp15 and that
therefore a static (ground) “fold-back” conformation of NCp15 does not exist. As suggested
by the dynamics of NCp15, we next investigated if the NMR data could provide evidence
of transient interactions between p1-p6 and NCd as sometimes observed between a

structured domain and an unfolded tail of a protein (ref ets1 HMMG).
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Long-range transient interactions occur between p1 and p1-p6 with the NC,.

Fig. 3A displays zooms on amide group resonances extracted from 'H-">N BEST-TROSY
NMR experiments for the state of maturation of the NCd. Large chemical shift variations
are observed in the NCq notably for residues F16, N17, C18, A25, K33 and K38 (Fig. 2AB)
indicative of structural perturbations. It appears that amide group chemical shifts of F16,
N17, C18, K33 are the residues that are the most affected by the presence of p1, whereas
the chemical shifts of the amide groups of A25 and K38 are impacted by the presence of
both p1 and p6 (Fig. 3). For these two latter residues, it seems that the phenomenom
responsible for their chemical shift perturbations when p1 is present is reinforced by the
presence of p6. This is also observed for residues of p1, L57, 160 and W61, that show
chemical shift variations in presence of p6 (Fig 3A and Supplementary Fig. 4A). This
comparison of chemical shifts between different NC4 constructs under identical conditions
provides the information that transient long-range interactions occur between p1 or p1-p6
with the NCd in both precursor forms of NCd. Indeed, since p1-p6 (respectively p1) is
disordered within NCp15 (respectively NCp9), when one compares the chemical shifts of
the NCq4 within NCp7, NCp9 and NCp15, the chemical shift changes observed for residues
that are not sequentially close to the cleavage sites are indicative of transient long-range
interactions with the protein part that is absent in the shorter of the two constructs. Such
long-range transient interactions are clearly visible in data presented in Fig. 3B. For
instance, the cleavage of p1 in NCp9 leads to large chemical shift variations for F16, N17,
C18, A25, K33 and K38 in NCd, whereas the cleavage of p6 in NCp15 causes additional
chemical shift perturbations mainly for A25 and K38. These data strongly support that p1
makes long-range ftransient interactions with NCd and that p6 reinforces these
interactions.

3D ™N- and '*C-edited NOESY-HSQC spectra were recorded to determine if any
persistent inter-residue contact was detectable between p1 or p1-p6 and NCd. Only intra-
residue and nearest-neighbor inter-residue 'H-'"H NOE were observed, and no long-range
NOE was detected between p1 and NCd or p1-p6 and NCd. This data confirms that there
is no evidence of any persistent structural element within p1 or p1-p6, and show that there
does not exist any long-lived interaction between p1-p6 and NCd. Only weak 'H-'H NOEs
could be detected and assigned in 2D NOESY spectra of NCp9 recorded in DO with
mixing times of 150 or 300 ms in order to obtain enhanced sensitivity for the weak NOEs
(Fig. 3C). Indeed, the He3 proton of W37 exhibits small cross-relaxation with both methyl
groups of L57 and methyl group of 160. The NOEs are observable only in 2D spectra for
NCp9 and NCp15. Altogether, these data show that p1 interacts with the NC4 at the level
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of a region defined by F16, N17, A25, C18 and K33, both in NCp9 and NCp15. For p6, the
data show that it reinforces the interaction of p1, by increasing the population of the
interacting species (Noe avec NCp157?). In NCp15, the N-terminal residues are less
flexible than in NCp7 and NCp9, these motion restraints can be indicative of transient
interactions between p6 and the N-terminal part of NCp15. Indeed, p1-p6 rapidly
interconverts between an ensemble of conformations that are partially restrained by
transient interactions with the NCd. This ensemble may involve binding of the flexible p1-
p6 at one predominant site or at multiple sites on the NCd. The NMR data collected for the
three proteins are in agreement with p1 transiently interacting with the NCd at one site
described by the chemical shift perturbations, whereas the acidic p6 domain could have
multiple sites of interactions in the N-terminal domain that is unfolded and positively
charged (Fig 3D).
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Figure 3 Transient interactions between p1-p6 and NCd domains are evidenced by NMR
data measured on the precursor and mature forms of the NCd. (A) Peaks of F16, N17, C18,
A25 and K33 amide groups in NCp7 (in black), NCp9 (in purple) and NCp15 (in red) extracted from
'H-"°"N BEST-TROSY recorded at 950 MHz. (B) Contributions of p1-p6 (black bars), p1(light green
bars) and p6 (dark green bars) to NC4 chemical shift perturbations measured on the amide groups.
The p1-p6 (respectively p1) contributions were calculated as the difference in chemical shifts of
NC4 amide groups (combined "H/'N shifts) between NCp15 (respectively NCp9) and NCp7, the p6

contributions were calculated as the difference in chemical shifts of NC4 amide groups (combined
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'H/™®N shifts) between NCp15 and NCp9. (C) 2D-NOESY (150 ms) measured in D,O on NCp9 (in
black) showing NOEs between proton He3 of W37 and protons of methyl groups of L57 and 160,
the same region of a 2D-NOESY recorded in the same conditions on NCp7 is displayed in red. (D)
Drawing summarizing the interactions between NCg4, p1 and p6 evidenced by the NMR chemical
shift and the dynamic analysis of the NCq4in NCp7, NCp9 and NCp15.

Interestingly, previous NMR studies of p6 or parts of p6 in various media >'* °® identified
helices in the regions 3 and 4 where we uncovered transient helical propensities, but no
significant appearance of secondary structures was found for p6 in water. This strongly
suggests that the transient folding of p6 occurs concomitantly to the transient contacts
between p1-p6 and NCq4. This behavior resembles those of multifunctional, intrinsically
disordered proteins (IDPs) of HCV virus such as NS5A in which a network of electrostatic
long-range interactions channels the transient folding of charged elements °®. The
influence of the distribution of residues with opposite-charged residues on the
conformations of IDPs appears to be a general feature of this class of proteins °**. Note
also that similarly to NS5A protein, p6 contains a large number of phosphorylation sites
that could bring further negative charges °%°%.

Beside these transient interactions, weak interdomain cross-peaks between the Phe16
aromatic protons and the HP protons of W37, previously observed in NCp7, are also
observed in NCp9 (Supplementary Fig. 5) and NCp15. The appearance of these weak
interknuckle NOEs were explained by a transient interaction between the two zinc
knuckles, a small fraction of the protein existing in multiple “close-approach”
conformations, the equilibrium being shifted toward the non-interacting species. These
connections are still observable for NCp9 and NCp15.

In the next paragraph, we investigate if these transient interactions can impact the
interaction of NC with the major component of the gRNA encapsidation signal SL3 by
NMR and ITC.

Changes in fast dynamics observed for the different states of maturation of the
nucleocapsid domain correlate with changes in conformational entropy of SL3
binding.

The chemical shift perturbations measured on amide groups of the NCq4 upon binding to
SL3 are very similar whatever the state of maturation of this domain (Fig. 4A and
Supplementary Fig. 6). Therefore, SL3 is very likely positioned with the same specific
interactions into the hydrophobic plateau of the NC4 whatever its state of maturation.
Moreover, p1-p6 does not present large chemical shift perturbations upon SL3 binding
(Fig. 4B) and p6 alone does not interact with SL3 (Supplementary Fig. 7). Altogether, this
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shows that only the NCy is involved in SL3 binding either in the precursor or mature forms
of this domain and that the SL3-binding site is globally identical in the three complexes.
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Figure 4 NMR and ITC analysis of NC/SL3 complexes. (A) Chemical shift perturbations upon
SL3 binding for NCp7 (black bars), NCp9 (purple bars) and NCp15 (red bars) observed at the level
of the NC domain. (B) Chemical shift perturbations upon SL3 binding measured for NCp15 as a
function of the sequence of NCp15. The color code for residues is that of figure 1. (C)
Thermodynamic components (AG:free enthalpy, AH :enthalpy and —TAS :entropy) displayed as
bars extracted from the calorimetric titrations of SL3 RNA with NCp7 (in black), NCp9 (in purple)
and NCp15 (in red). Each titrations were conducted at two different concentrations of NaCl 25 mM
(dark bars) and 150 mM (light bars).

We used ITC to gain insight into the thermodynamics of the SL3/NC interaction (Fig. 4C
and Supplementary Fig. 8). The free energy of binding (AG) for NCp7, NCp9 and NCp15
to SL3 complexes is similar (=-10 kcal/mol) and SL3 binding to the NCg4 is enthalpically
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driven for these three proteins. However, the enthalpy and entropy differed significantly
(Fig. 4C). Notably, in the constructs containing p1 or p1-p6, a higher entropic penalty is
measured upon SL3 binding compensated by a higher enthalpy of interaction. An entropy
change could arise from a number of factors, including differences in solvent or
conformational entropy. If we assume that the entropy from solvent upon ligand binding is
similar in the three complexes, which is reasonable given that both the ligand and the
ligand-binding site are identical, then the differences between the three complexes in the
entropic contribution to binding are due to differences in the conformational entropy as
previously observed in other complexes *%¢°%. Therefore, compared to NCp7, there is a
penalty for SL3-binding arising from the conformational entropy, which amounts to 2
kcal/mol and 4 kcal/mol, for NCp9 and NCp15, respectively. Moreover, NCp9 calorimetric
analysis is intermediate between NCp7 and NCp15 showing that both p1 and p6 are
responsible for the changes in the conformational entropy (Fig. 4C and Supplementary
Fig. 8). It was recently shown that changes in conformational entropy originate from
enhanced pico to nanosecond internal motions and that fast timescale dynamics tune the

598, 599 Liu, 2016 #205, 600-601. In our case, we have

entropic contribution of ligand affinity
demonstrated that NCp15 and NCp9 present fast motions corresponding to transient
interactions between the NCq4 and p1 in NCp9 or p1-p6 in NCp15. Moreover, in NCp15,
these transient interactions are responsible for a higher flexibility of the ZKs and the linker.
Therefore, the enhanced flexibility encountered in the precursor forms of NCd are very
likely responsible for the larger conformational entropic penalties observed upon their

binding to SL3.
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A minor state pre-organized to interact with nucleic acids exists in the mature form
of NC,.
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Figure 5. A minor conformation is present in the mature NCd. Exchange contributions to the
transverse 15N relaxation (Rex values) extracted from CPMG relaxation dispersion experiments
recorded at various frequencies of CPMG pulses train for (A) NCp7 (B) NCp9 and (C) NCp15. The
color code for residues is that of figure 1.

To investigate dynamics in the microsecond to millisecond timescale, "®N CMPG relaxation
dispersion experiments were measured at 950 MHz and 600 MHz for the three maturation
forms of the NCq4, namely NCp15, NCp9 and NCp7. Interestingly, only in NCp7, residues
N17, K33, G35, W37, K38, C39, G43 and K47 exhibit particularly large exchange rates
(Rex > 10 ™) (Fig 5A and Supplementary Fig. 9-11). These residues are more numerous
in ZK2 and in the linker than in ZK1. These dispersion data therefore show that NCp7
undergoes conformational exchange between a ground state, highly populated, and an
excited state, lowly populated. Using a two-state analysis and two different methodologies
(see Materials and Methods), the dispersion relaxation data recorded at two different
magnetic fields were fitted with good agreement to a model in which the minor conformer
populated at 5.5 % interconverts with the ground state at a rate of 470 s at 10°C
(Supplementary Table 1). The ground state corresponds to the conformation of NCp7
previously solved by NMR %% % The residues showing high exchange contributions to

relaxation define the specific guanine-binding pocket in ZK2 (Fig. 6C) suggesting that the
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higher energy conformation sampled by NCp7 plays an important role in capturing this
guanine. Indeed, there are strong linear correlations between the CPMG-derived values of
|Aw| (the chemical shift differences between the ground and excited states) and the
absolute differences in >N chemical shift (|Ad|) between the NCp7 free and bound to
SL3%*° (Fig. 6A). Interestingly, the residues displaying significant exchange contribution to
relaxation can be sorted into two classes: (i) class 1 (red, Fig. 6) for which |Aw| is larger
than | AS| but linearly related to it and (ii) class 2 (purple, Fig. 6) for which the two values
are linearly correlated (slope 1.10, R?>=0.80). Therefore, residues of class 2 sample a
higher energy substate in which they adopt a conformation similar to the one they exhibit
in the SL3-bound structure of NCp7. A similar observation has been reported for
ribonuclease A or DHFR °%%% For residues of class 1, their excited conformation is
actually unknown since significant reorganization of the protein occurs upon SL3-binding
as shown by the large differences between |Ad| and |Aw|. However, residues of class 1
are distant in the structure of NCp7 but close in the structure of the complex NCp7/SL3
(Fig. 6B and C) where they contribute with some residues of class 2 to fashion the
guanine-binding pocket in ZK2. Interestingly, class 2 residues are rather involved in
structuring ZK2 whereas class 1 residues are involved in RNA binding. Only two residues
of ZK1, namely F16 and N17, display significant exchange contributions to relaxation.
Given their position in the free and bound structure of NCp7, they probably contribute to
make contact between ZK1 and ZK2. Our NMR data are in agreement with an equilibrium
between a major conformer in which N17 and W37 residues are far from each other (Fig.
6B) and a minor conformer in which these two latter residues are in close contact inducing
large chemical shift changes such as in the SL3-bound protein (Fig. 6C). Altogether, our
data show that a pre-organized form (the excited conformer) at the level of the guanine-
binding pocket in ZK2 exists in solution, and a reorganization of the selected conformer
after RNA binding is needed. Conversely, no significant Rex value (i.e. larger than 3 Hz)
could be observed in NCp15 and NCp9 neither in the NC nor p1-p6 domains. Indeed, the
slow motions occurring in NCp7 are no more detectable in the NCq4 within NCp15 and
NCp9 demonstrating a major impact of p1 and p6 on the dynamics of the NC4 in the slow
timescale. The cleavage of p6 liberating NCp9 is not sufficient to recover the large Rex
values observed for some residues in NCp7 (Fig. 5). The removal of p6 from NCp15 and
then of p1 from NCp9, progressively reveals the presence of this minor conformer along

the maturation pathway of the NCy.
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Figure 6 The minor conformation of the mature NCd (NCp7) organizes NC ZK2 for RNA
binding. (A) Correlation between the | A®@| values obtained from relaxation dispersion experiments
and differences | Ad| between chemical shifts of NCp7 free and bound to SL3 RNA. The different
residues of NCp7 could be classified in two categories depending on the slope along which they
align. Class 1 in red corresponds to residues that are involved in the SL3-binding and that will
experience further chemical shift variation upon SL3-binding, class 2 (in purple) corresponds to
residues that present the same chemical shifts in the minor conformer and in the SL3-bound
structure of NCp7 and others residues showing significant exchange contribution to relaxation are
in yellow. Vizualization of the positions of NCp7 residues belonging to the different classes in (B)
the structure of the free protein (PDB code: 1MFS) and (C) in the structure of the SL3/NCp7
complex (PDB code: 1A1T).

DISCUSSION

The C-terminal domain of Pr55°% is a platform for molecular interactions involved in the
binding of gRNA, ALIX, TSG101 and Vpr. In this work, we have studied the C-terminal part
of Pr55%% encompassed in NCp15, and we report the first comprehensive study that
analyses the conformational landscape of each step of maturation of the NC4q (NCp7,
NCp9 and NCp15) together with their properties of interactions with SL3. We can
anticipate that the dynamic properties of NCp15 should be conserved in the context of
Pr55°%9, since it was previously shown that the structured domains of a Gag construct
lacking p1-p6 retain their fold and reorient semi-independently from each other®®®. Our
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work thus provides a new picture of the structural and dynamic properties of the NCyqy
during the assembly, budding and maturation of the virions (Fig. 7). Indeed, we have
demonstrated that p1-p6 within NCp15 is an IDD that experiences transient a-helical
structuration through long-range transient interactions with the NCq4 (Fig. 7A). This leads to
a dramatic change in the NC dynamics on several timescales. These transient interactions
between p1-p6 and NC together with the resulting global higher flexibility of the ZKs and
the linker occurring in the fast timescale (ns-ps) do not change the affinity of NCq4 to SL3
but result in a conformational entropic penalty to SL3 binding. In the slow timescale (ms-
us), these transient interactions prevent the formation of a minor conformer in the NCq4 that
partially mimics the nucleic-acid binding structure of NCp7 by forming the guanine-binding
pocket in ZK2.

These results can have several implications for the function of Gag and NC throughout the
viral replication cycle (Fig. 7). Prior to virion assembly, Pr55%% exists as a diffuse pool of
monomers or low-order multimers in the cytoplasm of infected cells with its NC4 bound to
G-U rich RNA sequences including sequences in the ¥ domain of the HIV-1 genome,
consistent with the specificity of the mature NC4 (NCp7) "'. This result is in agreement
with our study showing that NCp15 is able to bind SL3 with the same affinity as NCp7.
During assembly, as Gag molecules become more tightly packed, coincident with higher-
order multimerization at the plasma membrane, a dramatic change in Gag-RNA binding
specificity to A-rich sequences contributes to selective packaging of viral genome "*'. We
speculate that the feature to constrain thousands of C-terminal parts of Gag (NCp15) into
a pseudo-curved array induced a dramatic increase of local NCp15 concentration. This
could induce an enhancement of the transient interactions between p1-p6 and NC,4 leading
to two consequences: 1) a higher level of p1-p6 structurations and 2) a higher penalty of
conformational entropy for NCq4 binding to RNA. Regarding the first point, the regions of p6
exhibiting larger propensities to form transient helical conformations are located in the
binding sites of TSG101, ALIX and Vpr and p6 forms helices in contact with its partners.
Therefore, the enhancement of these transient foldings during assembly and budding
could help the recruitment of p6 partners (Fig. 7C). For point 2, the conformational entropic
penalty could lead to inhibition of NC binding to its “traditional” specific targets (Fig. 7CD).
Further studies will be needed to explain the shift of NC-RNA binding specificity to A-rich
sequences.

During maturation, a minor state that exists in the mature form of NCyq (NCp7) will
progressively emerge upon removal of p6 and then p1 from the precursor forms (NCp15
and NCp9) (Fig 7EF). In mature virions (Fig. 7F), the NCp7 ground state is in slow
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equilibrium with a minor excited conformer being poised for interaction with RNA (Fig. 7E).
This conformer formed by the interaction between F16, N17 of ZK1 and W37, K38, K47 of
ZK2 could involve interactions between aromatic residues F16 and W37 present in each
ZK. This minor state consists of a pre-organization of the guanine-binding pocket in ZK2.
This minor conformation explains the weak interknuckle NOEs that were previously
described in earlier NMR studies of NCp7 between F16 and W37 *** 3" and that were
proposed to correspond to a small fraction of the protein in which the knuckles exist in
“close approach” conformations. Our results are also in agreement with the conformational
landscape of NCp7 depicted from ensemble calculations based on RDC data *®’. While the
presence of a minor conformer per se is not a formal proof of its involvement in the binding
process, the close relation between the chemical shifts of the minor conformer and those
of the SL3-bound form is in favor of such a role. Our data thus strongly suggest that a
conformational selection mechanism could exist for the mature NC4 but not for its
precursor forms, and give direct information on the conformation of the minor form that
could be selected by RNA.

This conformational selection property of NCp7 to capture free guanine in NA is likely to be
related to its NA chaperone activity that culminates in mature virions. Interestingly, NA
chaperone activity improves greatly as the Gag precursor is progressively processed to
create NCp15, NCp9 and NCp7 "% and HIV-1 NCp7 presents the optimal NA chaperone
activity that involves NA aggregation, destabilization and rapid protein-NA interaction
kinetics. Therefore, the NA chaperone activity of NCq4 is optimal when the minor
conformation appears in its mature form. We propose that the minor conformer uncovered
in this work is essential for the optimal NA chaperone activity of NCp7. This minor
conformer is formed by the contact between F16/N17 and W37 (Fig. 6C). It was previously
shown that mutations of either F16 or W37 to alanine in NCp7 significantly slows down
NCp7’s DNA interaction kinetics, while retaining some helix-destabilization capability *'". A
double F16A/W37A substitution in NCp7 further reduces the latter activity *’”. Mutating any
of these aromatic residues probably prevents the occurrence of the minor conformer.
Therefore, the maturation by the protease of the C-terminal part of Gag will finely and
progressively tune the interaction and the function of NCy4 by cleavage of the IDD. We
have thus shed light on the fine regulation of the NCy4 dynamics and binding properties by
p1-p6 and by the maturation process orchestrated by the protease. The use of a highly
disordered domain in the regulation of the RNA recognition modes for the various steps of
maturation of the NC4 adds to the known repertoire of the unstructured protein's roles.
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Figure 7 Model summarizing the fast and slow dynamics behaviour observed for the C-
terminal part of Gag (NCp15) along its maturation pathway and the impact for its
interactions to nucleic acids and ESCRT proteins during virion genesis. (A) Fast dynamics
motions observed in NCp15 likely occurring at the C-terminal of Gag in the cytosol (B). (C)
Transient interactions could be amplified during assembly and budding of virions (D) leading to
enhanced binding to ESCRT proteins and enhanced conformational entropic penalty for NA
binding. (E, F) In mature virion, slow dynamics motions occurring in NCp7 takes place revealing a
minor conformation prone to capture unpaired guanine by a conformational selection mechanism
involving ZK2 and interactions between F16, N17 residues in ZK1 and W37 in ZK2. The minor
conformation present in NCp7 is likely to optimize its NA chaperone activity. For sake of clarity, the
gRNA is not represented.

METHODS

Expression and purification of recombinant HIV-1 NCp7, NCp9 and NCp15. NCp7,
NCp9 and NCp15 (HIV-1 strain NL4-3) were expressed in E. coli from plasmids built into a
pET-3a vector (Novagen). NCp7 and NCp9 were overexpressed in E. coli
BL21(DE3)pLysE strain while NCp15 was overexpressed in E. coli BL21(DE3)star. NCp7
was overexpressed isotopically '°N-labeled and ">C-'°N-labeled as previously described
360.371 'The same protocols were used for NCp9. For NCp15, the protocols of purification
were modified since NCp15 presented a lower expression level and was more sensitive to
proteolysis. Briefly, the cells were resuspended in a lysis buffer containing 50 mM Tris.Cl
(pH 8.5), 10% glycerol, 100 mM NaCl, 10 mM EDTA, 10 mM B-mercaptoethanol, 1 mM
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PMSF, 5 pg/ml pepstatin A and one protease inhibitor tablet at 4°C. The cells were
sonicated and then centrifuged at 45000 g for 30 min at 4°C. The supernatant was
collected and the nucleic acids were precipitated by adding 5% polyethyleneimine
dropwise to a final concentration of 1%, and the mixtures were stirred for 45 min before
centrifugation at 45 000g for 30 min at 4°C. The supernatant was collected and loaded
onto a 53 ml Q-Sepharose (HiLoad 26/40, HP, GE Healthcare) equilibrated in buffer A (50
mM Tris.Cl pH 8.5, 10% glycerol, 100 mM NaCl, 10 mM EDTA, 10 mM B-mercaptoethanol,
1 mM PMSF). The fractions containing NCp15 were pooled and the sample was
supplemented with ammonium sulfate to a final concentration of 1 M before loading it onto
a 53 ml phenyl-Sepharose (HiLoad 26/10, HP, GE Healthcare). The protein was eluted
with a 500 ml gradient of 30 to 70% buffer B (50 mM Tris.Cl pH 8.5, 10% glycerol, 1 M
ammonium sulfate, 5 mM EDTA, 10 mM B-mercaptoethanol). The fractions containing
NCp15 were pooled and loaded onto a 320 ml Superdex75 (HiLoad 26/60, Prep Grade,
GE Healthcare) equilibrated in buffer C (50 mM Tris.Cl pH 8.5, 10% glycerol, 100 mM
NaCl, 10 mM B-mercaptoethanol, 0.1 mM ZnCl;). The eluted protein was pooled and
loaded onto a column of 5 ml Heparin Sepharose (HiTrap Heparin, HP, GE Healthcare)
equilibrated with buffer D (50 mM Tris.Cl pH 8.5, 100 mM NaCl, 10 mM -
mercaptoethanol, 0.1 mM ZnCl,). The protein was eluted with a 200 ml gradient of 15% to
30% buffer E (50 mM Tris.Cl pH 8.5, 1 M NaCl, 10 mM B-mercaptoethanol, 0.1 mM ZnCl,).
The fractions containing NCp15 were pooled, concentrated and dialyzed against the NMR
buffer (25 mM deutered sodium acetate pH 6.0, 25 mM NaCl, 0.1 mM ZnCl; and 0.1 mM
B-mercaptoethanol) using an amicon unit of 3 kDa (Millipore).

RNA sample preparation. The SL3 RNA stem-loop, 5-GGACUAGCGGAGGCUAGUCC-
3’, deprotected and desalted, was purchased from Dharmacon Research®. The RNA
sample was heating at 90°C for 5 minutes and cool on ice quickly for 10 minutes. It was
then lyophylized and dissolved in the NMR buffer.

Analysis of NMR chemical shifts. All NMR spectra were recorded at 10°C or 25°C on
Bruker 600, 700 or 950 MHz spectrometers equipped with cryogenic probes. Backbone
chemical shift assignments of NCp7, NCp9 and NCp15 were performed using BEST-
TROSY and standard 3D NMR experiments °**. The backbone NMR chemical shifts of
NCp15 were deposited to BMRB (entry code 26843). Combined chemical shift
perturbations of amide groups A$ (in ppm) were derived from 'H and "°N chemical shift
differences : A & (H,N) = v [(A"N Wy)? + (A"H WH)?], where A= 8 statet - O state2 (difference of
chemical shifts between states 1 and 2 of the protein) and Wy=1 and Wx=1/6.

SSP scores were calculated using C% C ?, CO and H® chemical shifts, five-residue
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weighted averaging, and all other default parameters %0

N NMR relaxation experiments. The N backbone relaxation experiments were
performed on 0.9-1 mM samples of "°N-uniformly labeled NCp15, NCp9 and NCp7. The
T1, T2 and hetNOE "N experiments have been performed using the standard Bruker
pulse sequence libraries. All the experiments were recorded with a relaxation delay of 4s
between two successive scans. The T1 data were collected using 20, 50 (repeat), 80, 100,
150, 200, 250, 300, 400 (repeat), 500, 700, 800, and 3000 ms for the values (13) of
recovery delay. The T2-CPMG experiments were collected with 10 values of 16, 32, 64,
80, 128 (repeat), 160, 208 (repeat), 256, 320 and 400 ms. CPMG pulse trains were used

with a 0.9 ms delay between successive "°N 180° pulses. The ( 'H" —"*N) HetNOE values
were taken as the ratio between the intensities recorded with and without saturation of the
amide protons. In all experiments, the points corresponding to the different relaxation
delays were acquired in an interleaved manner.

The experiments were processed using NMRPipe °”7 and SPARKY °’® was used to
measure the intensities values of cross-peaks at the different relaxation delays. CurveFit
(AG. Palmer Lab) and PYTHON(www.python.org), R (www.r-project.org) scripts were used

to determine the Ry and R; relaxation rates as well as the associated uncertainties from
the single-exponential decay. Additionally, reduced power spectral density mapping for the

l. ¢ and

determination of J(0) were used using the strategy designed by Farrow et a
PYTHON scripts to achieve the procedure. The uncertainties in the calculated spectral
density values were obtained from Monte Carlo simulations using the errors deduced from
the preceding fits of R1 and R2 values and the spectral noise errors for hetNOE
experiments. Using these errors 500 synthetic files were generated for each observable
(T1, T2, hetNOE) and after extraction of the 500 J(0) values, these later were examined
and the means and standard deviations extracted. The whole calculations were achieved
using PYTHON and R scripts.

>N relaxation dispersion experiments. Spectra were recorded at 950 and 600 MHz at
10°C and in the same conditions using the pseudo-three-dimensional (interleaved)
constant time CPMG (Carr-Purcell-Meiboom-Gill) optimized as previously described (***
%%, The constant CPMG delay ( 7,,) was established to 40 ms. 20 experiments were
acquired with >N 180° pulse repetition frequencies varied between 25 and 1000 Hz. A "H
spin-lock is applied at a field strength of approximately 13 kHz during the CPMG
sequence; the exact field strength slightly varies (~10%) for different values of CPMG
frequency as previously described *°°. Peak intensities were converted into relaxation

550, 606

rates according procedures described in previous works . The evaluation of
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uncertainty of the R, ¢+ measurements was made following the methodology described in
67 CPMG relaxation data were analyzed using the program CATIA
(http://www.biochem.ucl.ac.uk/hansen/), which numerically integrates the Bloch-McConnell

equations %% and permits the extraction of kex=ka+ks, ps (population of minor conformer)

and |Aw|, the chemical shift difference between the major and minor conformer in the

case of a two state equilibrium (A (ki B ) between a major state A and a minor state B

(pa >> pg). Alternatively to this approach the relaxation dispersion profiles at the two fields
were fitted with the Carver-Richards equation to extract the same parameters as described

above 609-611

. To fit the Carver-Richards equation, we use a suite of PYTHON and R
scripts. The results from the two procedures were compared (Supplementary Fig. 11). The
error for each parameter (kex, pB, Aw) was estimated from Monte Carlo simulations using
the uncertainty determined for each Rz .+ measurement).

Isothermal titration calorimetry (ITC). Dissociation constants for NCp7, NCp15 and
NCp9 binding to SL3 were recorded on a MicroCal® ITCz0 system. SL3 RNA and the
protein samples were extensively dialyzed against the ITC buffer (25 mM Na-acetate pH
6.0, 25 mM NaCl, 0.1 mM TCEP, 0.1% Tween, 0.1 mM ZnCl,) prior to titration. Heats of
reaction were measured at 30°C for 15 injections of 2.54 uL of one NC protein (in the
syringe at a concentration between 60 to 70 uM) into 280 yL of SL3 RNA (in the cell at a
concentration of 5 uM). The heats of dilution were obtained by titrating the identical protein
sample into a cell containing the ITC buffer and was subtracted from the raw data. The ITC
data were analyzed with the software ORIGIN® using a one set of site model. The
standard errors were estimated from the data spread and from the uncertainty of the titrant

concentration determination as previously described ®'2.
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Supplementary Fig. 1 Comparison of NMR data recorded on nucleocapsid proteins at 10°C
and 950 MHz. The three samples at a concentration of 0.9 mM were dialysed against the NMR
buffer in the same container before recording the NMR experiments. (A) 'H-""N BEST-TROSY
{Solyom, 2013 #171} of NCp7 in black, NCp9 in purple and NCpl5 in red. (B) NCpl5 protein
Chart table generated from the CepNmr Analysis program

(http://www.ccpn.ac.uk/software/analysis) showing a graphical representation of observed NOEs

between protons H" and Ha, H", and H .11, H and Hp, HY, and H /5, Ha and H 0.
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described on figure 1.

A

Supplementary Fig. 2 Dynamic characterization of NCp15 at 10°C (A) from "N NMR relaxation
1400+

data recorded at 950 MHz (B) 'H-">’N HetNOE mesured at 600 MHz. The color code for residues is
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Supplementary Fig. 3 Spectral densities J(0) extracted by spectral density mapping from "N
relaxation data (T1, T2, HetNOE) of (A) NCp7, (B) NCp9 and (C) NCp15 at 950 MHz and 10°C.

The color code for residues is described on figure 1.
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Supplementary Fig. 4 Analysis of NMR data recorded on nucleocapsid proteins recorded at
10°C. (A) Contributions of p6 to NCy4-pl chemical shift perturbations measured on the amide
groups. The p6 contribution was calculated as the difference in chemical shifts of NC4-pl amide
groups (combined 'H/"°N shifts) between NCpl5 and NCp9. The color code for residues is
described on figure 1. (B) Comparison of NMR data recorded on nucleocapsid proteins recorded at
10°C and 700 MHz at two salt concentrations (25 mM and 500 mM NacCl). Zooms showing amide
group resonances of F16, N17, C18, A25, K33 and K38 of NCp7 (Black and grey), NCp9 (purple
and light purple), NCp15 (red and orange).
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Supplementary Fig. 6 NMR chemical shift mappings of SL3 binding to the NCy according to its
maturation state. Superimposition of "H-""N BEST-TROSY NMR experiments recorded at 25°C

and 950 Mhz for the protein alone (in black) and bound to SL3 (in red) at 1 :1 ratio (A) NCp7, (B)

NCp9 and (C) NCpl15.
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Supplementary Fig. 7 Interaction between NCp15, NCp7 and p6 with SL3 studied by 1D 'H NMR
experiment. 1D "H NMR spectra recorded at 25°C and 600 MHz showing the imino protons of SL3
upon addition of NC proteins. From bottom to top : free SL3, SL3 upon addition of p6, SL3 upon
binding of NCp7 protein and SL3 upon binding of NCp15 protein at 1:1 ratio.
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Supplementary Fig. 8 Representative ITC binding isotherms of the calorimetric titration of SL3 by
NCp7 (in black), NCp9 (in purple) and NCp15 (in red) at 30°C and 25 mM NaCl. On the top: Raw
data with the intégration baseline. On the bottom: Data after peak intégration and subtraction of

blank titration. The line represents the fit to a 1:1 binding model.
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Supplementary Fig. 9 Examples of "°N relaxation dispersion profiles and fits obtained for K47 and
G40 in (A) NCp7, (B) NCp9 and (C) NCpl5. The plain line for (A) was calculated using the
parameters extracted from the global fit of the Carver-Richards equation for data obtained for all
residues and at two magnetic fields (950 MHz and 600 MHz) and as described in Materials and
Methods. For (B) and (C) the plain lines result from individual (per residue) fits of the Meiboom
equation for data recorded at 950 MHz and at 10°C. The fit to the Meiboom equation (fast
exchange) is better adapted for NCp9 and NCp15 where the observed Rex are small. Error bars are

+ one standard deviation and were determined as described in Materials & Methods.
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Supplementary Fig. 10 °"N-CPMG relaxation dispersion experiments show some exchanging
residues for NCp7. Data recorded at 22.3 T (vg =950 MHz) and 14.1 T (vg=600MHz) are
represented in red and blue respectively. The plain lines correspond to the calculated Ry .4 using the
mean parameters (kex, ps and Aw) obtained from global fit using the data for all residues and at the
two fields. The relaxation dispersion data were fit with the general Carver-Richards equation for
two site-exchange as described in Materials & Methods. The mean parameters, were obtained from
100 simulated Monte Carlo data using the experimental R, .4 uncertainty. The mean parameters are

reported in Supplementary Table 1.
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Supplementary Fig. 11 Correlation between |Aw|values of the different residues for NCp7
obtained from relaxation dispersion measurements and extracted using the two different methods

described in Material & Methods. Each point corresponds to one residue.
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Supplementary Table 1 Fitted Parameters of ’N-CPMG Relaxation Dispersion

Curves for NCp7. The relaxation dispersion data were fit with the general Carver-Richards equation

for two site-exchange as described in Materials & Methods

Residue Aw (ppm) R, (s") 600 MHZ R, (s") 950 MHZ
K14 0.32 +0.02 7.31 +0.10 8.70 +0.09
C15 0.41 £0.02 9.60 +0.12 11.33+0.11
F16 0.62 £ 0.03 10.01 +0.22 10.86 +0.19
N17 2.34 +0.09 11.37 £ 0.46 11.43 +0.39
C18 0.33 +0.02 934 +0.11 11.28 £0.10
G19 0.23 +0.02 8.86 +0.10 11.04 £0.11
K20 0.23 +0.01 10.01 +0.07 13.16 = 0.07
E21 0.26 +0.01 8.81 +0.05 10.75 + 0.06
H23 0.24 +0.01 3.44 +0.04 11.24 +0.05
124 0.51+0.02 8.91 +0.08 10.78 + 0.09
A25 0.30 + 0.02 9.15 +0.06 11.53 +0.09
K26 0.33 +0.02 10.48 + 0.08 13.24 +0.08
N27 0.38 +0.02 9.33 +0.08 11.70 + 0.08
C28 0.29 +0.01 8.37 +0.05 10.42 +0.04
R29 0.25+0.01 9.66 =0.09 11.52 +0.09
A30 0.18 £ 0.01 9.09 +0.05 11.01 £ 0.06
K33 2.86 = 0.08 10.61 +0.42 9.29 +0.40
G35 0.77 £ 0.03 559 +0.34 6.79 +0.13
C36 0.42 +0.02 7.94 +0.10 10.67 £ 0.11
w37 3.28+0.26 12.23 +0.85 8.49 +0.87
K38 1.30 £ 0.06 10.13 +0.36 11.03 +0.37
C39 0.93 + 0.04 9.11 £0.21 11.20+0.19
G40 0.26 = 0.01 9.53 +0.07 13.20 + 0.07
E42 0.35+0.01 7.87 +0.05 9.46 +0.05
H44 0.54 £ 0.02 10.00 + 0.10 13.88 +0.11
Q45 0.62 £ 0.02 9.19 +0.07 10.89 +0.09
M46 0.76 = 0.03 11.13 + 0.24 13.47+0.18
K47 1.76 + 0.07 10.75£0.22 11.62 +0.22
D48 0.27 +0.02 9.32 +0.07 12.01 +0.09
C49 0.24 +0.01 821 +0.05 10.57 £ 0.06
E51 0.22 +0.01 8.04 =0.04 9.47 +0.05
Q53 0.18 £ 0.01 4.09 +0.03 426 +0.02
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A54 0.19+£0.01 3.24 £0.02 3.01 £0.02

Results from global fitting of data with k., = 472 +22 s and pg= 0.055
+ 0.002 . The error for each parameter was estimated from Monte Carlo

simulations.
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V Conclusions et perspectives
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Dans un premier temps, nous avons mené une série d'études sur les propriétés de
fixation de la nucléocapside aux acides nucléiques ainsi que sur la capacité de la NC a
déstabiliser leur structure secondaire. Les études étaient dirigées principalement selon

deux axes :

1) mieux comprendre le processus de déstabilisation par la NC et notamment la relation
entre le processus de fixation "initial" aux séquences simple-brin et la déstabilisation des
séquences double-brin adjacentes ;

2) identifier une éventuelle "polarité de fixation", de la protéine aux acides nucléiques ADN
et ARN ; cette derniére hypothése nous étant suggéré par les analyses effectuées sur les

complexes NC-acides nucléiques existants 3% 362,

Notons que nous avons aussi tenté de comprendre si ces deux aspects ne pouvaient étre
liés, c’est a dire si le mode de fixation de la NC n'était pas en mesure d'influencer le choix
des zones déstabilisées.

La premiere étude, présentée sous forme de publication dans RNA, montre que les
"premiéres" paires de bases déstabilisées par la NC dans TAR ARN, sont toutes
localisées a un endroit particulier : la tige "apicale". Ces résultats suggérent une fixation a
la boucle interne et une déstabilisation "a partir" de ce site. De fagon intéressante,
plusieurs sites du génome du VIH-1 qui sont déstabilisés par la NC, présentent une
structure semblable a celle identifiée dans cette étude °* *'2. Ces travaux nous ont permis
aussi de déterminer I'effet de la NC sur les associations des acides nucléiques, lorsque les
rapports NC:nt sont trés faibles. Dans de telles circonstances l'effet de la NC sur les
vitesses d'hybridation est toujours perceptible. Nous avons également pu montrer que la
vitesse de conversion vers le duplexe étendu est fortement dépendant du rapport NC:nt.

Nos études par anisotropie de fluorescence, nous ont permis de connaitre I'affinité
de la protéine avec différentes séquences d’acides nucléiques. Nous avons retrouvé les
principales préférences connues de la NCp7 : les séquences GXG, TG et TXG. Une
séquence qui n'avait pas été identifiée auparavant et qui apparait comme un substrat de
haute affinité : la séquence GGC.

La comparaison des interactions de la NC(11-55) avec la méme séquence (SL3) sous
forme ARN et sous forme ADN montre des différences importantes, avec une plus forte
affinité de liaison pour les séquences ARN comparé aux ADN. L'association de nos

données avec celles provenant de notre étude RMN sur l'interaction de la NC avec SL3
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ADN et SL3 ADN20G, a permis de montrer que la présence de guanines non appariées
n'est pas suffisante pour garantir une haute affinité. Il faut qu'en plus ces guanines soient
bien accessibles, étre exemptes a la fois d'interactions d'appariement et d'interactions
d'empilement. Si ces conditions sont respectées, les substrats contenant deux guanines
avec la séquence GXG ont une tres forte affinité pour la NC(11-55). Ce résultat nous a
ouvert la voie vers l'étude du complexes NC-d(TAGAGAT) par RMN ainsi que son
homologue ARN. L'analyse compléte de ces deux complexes par RMN PRE est en cours,
devrait nous permettre de réaliser une étude comparative, qui a pour but de confirmer et
de préciser la polarité de fixation de la protéine le long des chaines d'acides nucléiques,
selon leur nature ARN/ADN.

En outre, I'étude de la capacité de la NCp7 a favoriser les associations de formes
repliées d'ADN et d'ARN en utilisant la méthode FRET, a démontré que la position des
boucles internes dans ces séquences repliées influait sur les vitesses d'association. Ces
données sont en accord avec une fixation et une déstabilisation ordonnée de la protéine
sur les acides nucléiques. Par ailleurs, les couples mutants “stem” et “loop” nous ont
permis de déceler les voies d’hybridation empruntées par les séquences TAR-cTAR en
présence de la NCp7. Il est évident que la position des boucles internes influence les
voies d’hybridation empruntées. Nous retrouvons pour les séquences sauvages TARO-
cTARO un mécanisme majoritaire de type “zipper”, ce qui est en accord avec ce qui a été
démontré ultérieurement dans la littérature *** et pour les séquences mutantes TAR1-
cTAR1, celles-ci s’hybrideraient plutot selon un mécanisme “kissing”.

Dans la derniére partie de la thése nous nous sommes intéressés a la dynamique
interne de la protéine NCp7 et des formes immatures NCp9 et NCp15. Lors d'un
précédent travail, nous avons, en utilisant les études de dynamique interne de la protéine,
proposé un modéle de fonctionnement "séquentiel" de la NC qui tentait d'expliquer
certaines propriétés de fonctionnement de la protéine. Les deux doigts de zinc
apparaissent en effet occupés des fonctions assez différentes. Ainsi, un grand nombre
d'études soulignent que les guanines reconnues par la NC interagissent majoritairement
avec le Tryptophane 37 (situé dans le doigt de zinc 2), et d'autre part de nombreux travaux
indiquent que ce sont les mutations dans le doigt de zinc 1 qui ont le plus d'impact sur
I'activité et l'infectiosité du virus. Ce dernier doigt de zinc est aussi clairement plus
important pour l'activité de protéine chaperon. De plus, il semble que non seulement la
nature, mais aussi la position des deux doigts de zinc dans la séquence, soient
importantes. Nous avons donc ici poursuivi ces études dynamiques sur plusieurs échelles

de temps et en nous attachant a la comparaison avec la dynamique des protéines
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immatures NCp9 et NCp15. Ces deux protéines se distinguent de la forme mature par la
présence de parties désordonnées (p1 dans NCp9 et p1-p6 dans NCp15) qui interagissent
avec la partie NCp7, sachant qu'on a une composante hydrophobe pour p1 et une
électrostatique pour p6.

Les domaines p1 et p6 apparaissent capables de moduler de fagon importante la
dynamique du domaine NC, sur différentes échelles de temps, cela du fait de contacts
transitoires entre les domaines p1 et p6, qui sont largement désordonnés. La nature
transitoire de ces contacts est déduite notamment du fait que les parties p1 et p6 restent
principalement sous une forme désordonnée.

Les parametres de relaxation sont précieux pour identifier le réle des domaines
additionnels p1 et p6. Notamment, on observe un doublement des valeurs J(0) pour les
domaines de doigt de zinc repliés entre La NCp7 et La NCp15. Ce comportement révéle
que les deux doigts de zinc se comportent davantage comme une entité unique,
probablement du fait des contacts transitoires entre p1-p6 et p7. Les domaines p1 et p6
non structurés jouent aussi probablement un réle de freinage dans la libre rotation des
protéines. On doit noter que la partie "linker" est toujours animée d'une dynamique
importante dans NCp9 et NCp15.

Par ailleurs nous avons également mis en évidence un equilibre entre la conformation
majeure de la NCp7 et une forme mineure (5%), en utilisant les expériences de dispersion
de relaxation. De tels equilibres ne semblent pas étre présents dans NCp9 et dans
NCp15. En effectuant les mesures a deux champs magnétiques, nous avons pu extraire
les parameétres associés a cet échange conformationnel dans la NCp7. De fagon
interessante, la forme mineure semble étre proche de la forme liée a I'ARN SL3, ce qui
suggére un mécanisme de reconnaissence du type sélection coformationnel.

Les propriétés d'interaction avec les acides nucléiques (et notamment avec la séquence
SL3) des trois protéines semblent impliquer les mémes résidus. L'affinité de liaison
apparait également similaire, mais de larges difféerences sont observées au niveau des
paramétres thermodynamiques de l'interaction.

Ces propriétés influent sur l'activité de protéine chaperon de la NC au cours des
différentes étapes du cycle viral, nous améne a reconsidérer le réle des différentes parties
de la polyprotéine Gag sur les propriétés du domaine NC, au cours de I'étape de
reconnaissance et de la sélection du génome viral ARN ainsi qu’au cours de I'assemblage
des nouvelles particules virales. Les interactions domaine p7-domaine p6, notamment a
l'intérieur de Gag, peuvent en effet varier significativement selon que Gag est sous forme

monomeérique ou multimérique. Il est clair que les contacts domaine NC-p6 seront plus
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importants dans un contexte oligomérique que dans un contexte monomérique. Ces
contacts moduleraient a leur tour les propriétés d'interaction avec les ARNs. Rappelons
que les propriétés d'interaction du domaine NC de Gag avec les ARN varient de fagon
importante au cours du cycle de replication et qu'un changement important de ces
propriétés se produit '°".

En perspective, de nouvelles données sur les complexes devront étre obtenus en
travaillant a d'autres températures et a des champs plus élevés en RMN. L'étude des
equilibres conformationnels et leurs relations avec les propriétés de protéine chaperon de
la NC sera également poursuivie.

Ce travail pourrait appuyer des études de développement d’'une classe d’inhibiteurs
spécifique de la NCp7. En effet, le role de la protéine de nucléocapside a différentes
étapes du cycle, couplé au fait que sa séquence est tres conservée, la désigne comme
une cible thérapeutique attrayante.
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Résumé: L'un des obstacles majeurs a
I'éradication du VIH-1, est sa capacité a faire
évoluer rapidement son matériel génétique.
Ceci lui permet de contourner le systéme
immunitaire de I'héte ainsi que Ila
pharmacologie antirétrovirale, du fait de
I'émergence de formes mutantes et résistantes
des enzymes ciblées. Parmi les facteurs a
l'origine de ses recombinaisons génétiques, se
trouvent les processus de transfert de brins,
facilités par la protéine de nucléocapside (NC).
Notre objectif principal est de mieux
comprendre les propriétés de protéine chaperon
de la NC, durant les transferts de brin en
genéral et le premier transfert en particulier.

Au cours de ce dernier, la NC déstabilise les
structures secondaires des acides nucléiques
impliqgués (TAR ARN et cTAR ADN) afin de les
hybrider pour former un hétéroduplex. D’autre
part, nous souhaitons déterminer si la NC est
capable de reconnaitre la polarité des chaines
d’acides nucléiques selon leur nature (ADN ou
ARN) et si cela module les propriétés
déstabilisatrices de la protéine.

Pour réaliser cette étude, nous avons
étudié différents complexes entre la NC et
différents types d'acides nucléiques (ADN et
ARN), en utilisant principalement la résonance
magnétique nucléaire couplée a d’autres
méthodes biophysiques et biochimiques, dans
le but d’obtenir des informations a I'échelle
atomique.

Dans un premier temps, l'étude de Ia
déstabilisation de la structure secondaire de
TAR ARN par NC a faible ratio (1 NC: 59 nt)
montre que les "premiéres" paires de bases
déstabilisées sont localisées dans la tige
"apicale" suggérant un site de nucléation: la
G26. Par ailleurs, I'étude du mécanisme
d’hybridation du couple TAR-cTAR en présence
de NC a faibles concentrations, montre que
I'effet de la NC sur les vitesses d'hybridation est
toujours perceptible. Cependant, la vitesse de
conversion vers le duplexe étendu est fortement
dépendante d’un rapport de NC/nt important.

En outre, on a démontré que la position des
boucles internes de TAR-cTAR, influait sur les
vitesses d'association. Ces données sont en
accord avec une fixation et une déstabilisation
ordonnée de la NC sur les acides nucléiques et
influent sur les voies d’hybridation empruntées
« zipper ou kissing ».

Nos études sur l'affinité de liaison de la NC
avec différentes séquences d’acides nucléiques
nous ont permis de trouver un motif de haute
affinité (GGC). Egalement, la comparaison de
I'affinité de liaison entre la séquence SL3 ARN
et ADN (contenant un motif GXG sur la boucle
apicale) montre des différences importantes
avec une plus forte affinité de liaison pour
'ARN. Cela démontre que la présence de
guanines non appariées n'est pas suffisante
pour garantir une haute affinité. 1l faut qu'en
plus ces guanines soient bien accessibles

(exemptes d'interactions d'appariement et
d'empilement). Si ces conditions sont
respectées, les substrats contenant deux

guanines avec la séquence GXG ont une trés
forte affinité pour la NC.

Nos travaux sur la dynamique interne
de la NC ont permis de montrer que certains
mouvements étaient corrélés avec les modalités
de fixation sur 'ARN et permettaient de mieux
comprendre le fonctionnement coordonné des
deux doigts de zinc. Les mesures des
parameétres dynamiques ont été effectuées sur
la protéine mature NCp7 et les formes
immatures NCp9 et NCp15. Ces deux derniéres
formes se dinstinguent de la NCp7 par la
présence de domaines additionnels: p1 (NCp9)
et p1+p6 (NCp15). Les domaines p1 et p6
apparaissent capables de moduler de fagon
importante la dynamique du domaine NC sur
différentes échelles de temps. Ces modulations
proviendraient principalement de contacts
transitoires entre les domaines p1 et p6, qui
sont largement désordonnés. En retour les

propriétés d'interaction avec les acides
nucléiques des trois protéines different
largement.

Ceci nous amene a reconsidérer le role
des différentes parties de la polyprotéine Gag,
sur les propriétés du domaine NC au cours de
I'étape de reconnaissance et de la sélection du
génome viral ARN, pour I'encapsider dans les
particules néosynthétisées. Ce travail peut
également étre utile dans la conception d’'une
nouvelle classe d’inhibiteurs dirigés contre la
NC, sachant que celle-ci représente une cible
thérapeutique attrayante, étant trés conservée
et trés importante pour I'infectiosité virale.
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Abstract : A major limitation in eradicating
HIV-1 is in part due to the rapid evolution of its
genome. Therefore, the virus escapes the
host’'s immune response and the antiretroviral
pharmacology due to the emergence of mutant
and resistant forms of the targeted enzymes.
Strand transfer processes facilitated by
nucleocapsid protein (NC) have been reported
as a genetic recombination causative factor.
Our goal is to understand the chaperonnig
properties of NC protein during the strand
transfers in general, and during the first strand
transfer in particular; where NC destabilizes the
involved RNA and DNA secondary structures to
anneal them and form a hybrid RNA/DNA
duplex.

Furthermore, this study would enable us to
assess whether NC have the property to
recognize or not the polarity of nucleic acids
chains depending on their nature (DNA or
RNA) and if this modulates its destabilization
properties.

In order to answer this question, we
studied different complexes between NC and
nucleic acid sequences (RNA and DNA) using
mainly NMR spectroscopy and biophysical or
biochemical methods to obtain information at
the atomic scale.

First, we studied the destabilization mechanism
of TAR RNA secondary structure by NC at low
ratio (1 NC: 59 nt). We further demonstrated
that the "first" destabilized base pairs are on
the "apical" stem suggesting a site of
nucleation: the G26. Next, we investigated the
mechanism of hybridization of the TAR-cTAR in
the presence of NC at low concentrations. Our
results indicated that the effect of the NC on
the hybridization rates is always perceptible.
However, the rate of conversion to the
extended duplex is strongly dependent on a
high NC/nt ratio.

Finally, we demonstrated that the position of
the internal loops of TAR-cTAR affected the
association rates. These data are in agreement
with an orderly destabilization and fixation of
the NC on the nucleic acids chains and
influence the hybridization paths borrowed
"zipper or kissing".

Our studies on the binding affinity of NC with
different nucleic acid sequences enabled us to
find a high affinity motif (GGC). Also, the
comparison of the binding affinity between SL3
RNA and DNA sequences (containing a GXG
motif on the apical loop) shows significant
differences with a higher binding affinity for the
RNA. This demonstrates that the presence of
unpaired guanines is not sufficient to ensure a
high affinity. In addition, these guanines must
be easily accessible (free from matching and
stacking interactions). If these conditions are
respected, the substrates containing two
guanines with the GXG sequence have a very
high affinity for the NC.

Our work on the internal dynamic of the
protein demonstrating that some motions are
correlated to its binding to RNA and DNA has
the potential to improve our understanding of
coordinated action of the two zinc finger
domains. Here, we compared the properties of
the different maturated forms of NC protein
during the viral life cycle and we concluded that
p1 and p6 domains present within the immature
forms (NCp9 and NCp15) tunes in an important
manner the dynamic properties of the NC
domain at different time scales and thus
adjusted differently the interaction properties to
nucleic acids compared to the mature form
(NCp7).

Together these finding suggest a

reconsideration of the role of the different parts
of the Gag polyprotein on the properties of the
NC during the recognition and selection steps
of the viral genomic RNA, in order to package it
in the newly formed viral particles.
This work can also be useful in the design of a
new class of inhibitors against NC protein,
which constitutes an attractive therapeutic
target due to its conservation and importance in
viral infectivity.
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