Comment la ré~-initiation
de la transcription est-elle
gouvernée chez le virus

de la rougeole ?
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Le virus de la rougeole

Le virus de la rougeole appartient au
genre Morbillivirus, au sein de la famille
des Paramyxoviridae, ordre des Mono-
negavirales. Cet ordre viral se caracté-
rise par un génome d’ARN simple brin,
non segmenté et de polarité négative.
Pour étre traduits, les génes de ce type
de génome doivent préalablement étre
transcrits en ARN messagers (ARNm)
[1]. Les Mononegavirales regroupent de
trés nombreux virus pathogénes pour
I"lhomme et/ou pour les animaux avec un
impact socioéconomique et/ou en santé
publique majeur. Les virus Ebola, Nipah,
de la rage, et le virus respiratoire syn-
cytial appartiennent également a I"ordre
des Mononegavirales.

La rougeole est une maladie virale grave,
extrémement contagieuse. €n dépit de
la disponibilité et de Iefficacité d’un
vaccin, qui a conduit a une réduction
par quatre de la mortalité entre 2000 et
2007, ce virus reste un probléme de santé
publique majeur a travers le monde.
L’Organisation mondiale de la santé
(OMS) recense chaque année plus de
100000 déces et aucune diminution n’a
été observée ces dix derniéres années.
L’extréme contagiosité du virus et les
refus de vaccination exprimés par une
fraction malheureusement grandissante
de la population, expliquent les flambées
épidémiques récurrentes de rougeole en
Europe avec, chaque année, plusieurs
milliers de cas et des dizaines de morts
(voir les revues sur I’épidémie ayant sévi
en France entre 2008 et 2012 [2, 31).
Uéradication de la rougeole nécessite-
rait de maintenir une couverture vacci-
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Outre cette difficulté sociétale, aucun
traitement thérapeutique n’est dispo-
nible a ce jour contre le virus de la rou-
geole, comme d’ailleurs contre aucun
autre Mononegavirales. Il est donc impé-
ratif de découvrir des alternatives thé-
rapeutiques ou préventives puissantes et
spécifiques afin de contenir les ravages
épidémiques causés par ces virus.

Les protéines du complexe réplicatif de
ces virus constituent une cible biolo-
gique de choix pour le développement
d’agents antiviraux. Elles n’ont, en effet,
pas d’homologues connus dans les tissus
humains ou animaux. Mais, nos connais-
sances sur les mécanismes moléculaires
de la transcription et de la réplication
de ces virus restent fragmentaires. La
compréhension des mécanismes molécu-
laires gouvernant les interactions entre
protéines nécessaires pour la transcrip-
tion et la réplication du virus reste donc
un des prérequis pour I'identification et
la conception d’agents antiviraux et/ou
pour comprendre le mécanisme d’action
d’inhibiteurs qui seraient identifiés par
un criblage « aveugle ».

Le complexe réplicatif du virus

de la rougeole

Comme tous les Mononegavirales, le
virus de la rougeole possede un méca-

nisme de transcription et de réplica-
tion tres singulier reposant sur trois
protéines virales : la polymérase (L), la
nucléoprotéine (N) et la phosphopro-
téine (P). Chez ces virus, "ARN géno-
mique n’est pas infectieux car il n’est
pas reconnu comme matrice par la
polymérase virale. Le génome doit étre
encapsidé dans un homopolymere héli-
coidal de protéines N pour pouvoir servir
de matrice pour la transcription et pour
la réplication du génome viral. Lors de
la transcription, sont produits les ARN
messagers complémentaires, de polarité
positive, a partir desquels seront tra-
duites les protéines virales. Lors de la
réplication, une copie intégrale et com-
plémentaire du génome viral de polarité
positive (appelée antigénome), est syn-
thétisée. Cet antigénome sera lui-méme
encapsidé pour €tre copié, a son tour,
en ARN génomique négatif qui sera la
base génétique de la progéniture virale.
U'assemblage entre ARN et protéine N,
appelé nucléocapside, est reconnu par
la polymérase L via son cofacteur, la
phosphoprotéine P. Celle-ci se lie a la
nucléocapside par son domaine C-ter-
minal (appelé Pyp) [5] qui reconnait
spécifiquement le domaine C-terminal
de la protéine N (ou Nyay). Nyay consti-
tue un appendice flexible qui est exposé
a la surface de la nucléocapside [6, 7].
Uorganisation de la nucléocapside est
ainsi semblable a celle d’une chenille
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Figure 1. Modéle de nucléocapside. La nucléo-
capside est constituée d’'un homopolymere de
nucléoprotéines N (en rouge) entourant I’ARN
génomique (non représenté) et hérissé de
sous-unités Nry (lignes ondulées en marron,
il faut imaginer autant de Ny que d’ovales
rouges) sur lesquels viennent se fixer le com-
plexe formé de la protéine L (polymérase en
vert) et de la phosphoprotéine P (en bleu) via

les extrémités Pyp (ovales bleus).

dont les « poils » hérissés seraient les
appendices Ny, de chaque monomere
de protéine N (Figure 1).

Linteraction entre Ny, et Pyp est donc
fondamentale : elle permet la trans-
cription et la réplication du virus. Elle
constitue, en conséquence, une cible
attractive pour des stratégies antivi-
rales : son inhibition permettrait de blo-
quer le recrutement de la polymérase et
donc la transcription et la réplication du
virus. Mais par quel mécanisme I'inte-
raction Ny -Pyp affecte-t-elle la trans-
cription et la réplication virales ?

La transcription des six génes viraux
selon un gradient

A la suite de Pinfection d’une cellule par
le virus de la rougeole, les nucléocap-
sides sont libérées dans le cytoplasme
de la cellule hote qui sera le siege de
la transcription et de la réplication du
génome viral. La transcription de chacun
des six genes viraux débute immédia-
tement et s’effectue séquentiellement,
Iun apres I'autre.

La polymérase virale utilise, pour la
synthese des transcrits, les ribonu-
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cléosides triphosphates produits par
la cellule hote. Le point de départ de
la transcription est la premiere base
complémentaire située a I’extrémité
3’ du génome viral. Les six genes, pré-
sents dans le génome du virus de la
rougeole, sont séparés par des régions
dites inter-géniques (IGR) (Figure 2).
Quand la polymérase virale a terminé
de transcrire le premier géne (ou géne
amont), elle parcourt la région IGR
a la recherche du signal d’initiation
du gene aval suivant pour débuter sa
transcription. Lefficacité de cette ré-
initiation de la transcription au niveau
du gene aval, n"est cependant pas
systématique. 'abondance relative de
chaque ARNm décroft donc au fur et a
mesure que "on s’éloigne de I’extré-
mité 3’ du génome, selon un gradient
décroissant caractéristique [8]. Ce
gradient induit un ajustement de la
quantité d’ARNm transcrits a partir de
chacun des genes et donc, de la quan-
tité de chaque protéine virale. Ainsi, la
protéine N, codée par le premier gene,
et la protéine L (ou polymérase virale),
codée par le dernier géne, sont donc
respectivement produites en grande et
faible quantités.

Le réle de P’interaction Ny, -Pyp

dans le contrdle de ’efficacité de
ré-initiation de la transcription

Trois équipes francaises ont réalisé des
expériences de biochimie, de biophy-
sique, de dynamique moléculaire et de
biologie cellulaire afin d’identifier les
acides aminés de Ny impliqués dans
son interaction avec Pyp [9]. La pre-
miere avancée a été I'obtention d’une
gamme de variants de Ny, ayant une
affinité variable pour Pyp. La seconde
a été la possibilité de comprendre, par
modélisation, comment la substitu-
tion de certains résidus pouvait altérer
affinité entre Nyuy; et Pyp, explication
qui ne pouvait pas étre déduite de
la structure cristallographique de ce
complexe publiée antérieurement [5].
La troisieme avancée a été d’obser-
ver que I'affinité des variants de Ny,

pour Pyp, mesurée en solution saline
avec des protéines recombinantes puri-
fiées, est remarquablement similaire
a celle déterminée dans des milieux
biologiques trés complexes comme le
cytoplasme de la bactérie Escherichia
coli et celui d’une cellule humaine en
culture. La quatrieme a été la concep-
tion d’un minigénome du virus de la
rougeole constitué de deux génes rap-
porteurs modifiés de maniére a pouvoir
mesurer I"expression du second gene
(et ses variations) avec une sensibi-
lité élevée. La conclusion remarquable
a laquelle ces études ont permis de
parvenir, grdce a ces quatre avan-
cées, et, « cerise sur le gdteau », avec
des virus recombinants, est la sui-
vante : pour chaque IGR, I'efficacité
avec laquelle la polymérase ré-initie
la transcription du gene aval dépend
de Paffinité entre Ny et Pyp [9]. Une
faible affinité entre les deux réduit
ainsi Iefficacité de la polymérase a
ré-initier la transcription (Figure 2).
Uinteraction entre Ny et Pyp est donc
naturellement optimale pour permettre
a la polymérase virale de synthéti-
ser chacun des ARNm viraux dans des
proportions assurant une production
équilibrée de chacune des protéines
du virus. Cette interaction apparait
comme "'une des contraintes majeures
auxquelles ce couple de protéines a été
soumis au cours de I’évolution [9, 10].
Ces résultats apportent un éclairage
sur une interaction protéine-protéine
essentielle pour la transcription virale.
Ils constituent ainsi un socle pour la
conception rationnelle d’antiviraux.
Un autre point remarquable qui est
a noter, est que ce mécanisme est
trés probablement conservé chez les
Paramyxoviridae, et, dans son prin-
cipe, pourrait également I’étre pour les
autres Mononegavirales. ¢

How is transcription reinitiation
governed in measles virus?

LIENS D’INTERET

Les auteurs déclarent n’avoir aucun lien d’intérét
concernant les données publiées dans cet article.



MAGAZINE

B génome 3'—

IGR IGR IGR IGR IGR
LT N Y — e s

ARN messagers —/—/4/Mm— ———

NOUVELLES

iation de la transcription a chaque IGR

Figure 2. lllustration schématique de I’activité de transcription de la polymérase virale. A. représentation schématique du déplacement de la
polymérase virale (L, en vert) en complexe avec la phosphoprotéine (P, en bleu) le long de la nucléocapside, faite du génome viral encapsidé par
la nucléoprotéine N (en rouge). La protéine P est représentée sous forme de tétrameére, avec sa région centrale responsable de I'oligomérisation
montrée en ovale allongé. Les lignes ondulées représentent la région N-terminale de P ainsi que la région flexible reliant la partie centrale de P a
son domaine X (Pyp). Les hélices au sein de Pyp et de Ny, sont représentées sous forme de cylindre. La liaison du complexe L-P a la nucléocapside
repose sur interaction entre le domaine X de P (Pyp) et le domaine Ny, de N. B. organisation schématique du génome du virus de la rougeole
avec ses six génes, séparés par des régions inter-géniques (IGR). €n dessous de chaque geéne sont représentés, dans leur abondance relative, les
ARN messagers respectivement transcrits. C. I"efficacité avec laquelle la polymérase virale ré-initie la transcription a chaque région intergénique
(IGR) dépend de I’affinité du couple N7z -Pyp- Une propension plus prononcée du complexe Ny -Pyp @ la dissociation (de la gauche vers la droite)

est ainsi corrélée a une plus faible efficacité de ré-initiation de la transcription.
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