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La nucléocapside du VIH-1:
un paradigme

pour la recherche

et ses applications medicales

Les rétrovirus (oncovirus, lentivirus et spumavirus) sont tres
répandus dans le monde animal et la cause de cancers, d’im-
munodéficiences et de dégénérescences du systeéme nerveux
central. Ce sont des virus globulaires (100-130nm de dia-
metre) avec une enveloppe lipidique contenant les glycopro-
téines virales de surface et transmembranaires, et une nu-
cléocapside interne. A Plinstar des rétrovirus, la nucléo-
capside VIH est stable et se compose d’un génome ARN di-
meére associé a des centaines de molécules de nucléoprotéi-
ne et de transcriptase inverse, intégrase et protéase. La nu-
cléocapside rétrovirale, et celle de VIH-1 en particulier, est
un modéle d’étude unique tant par loriginalité des struc-
tures — génome dimeére, nucléoprotéine avec deux doigts de
zinc — que par ses fonctions réplicatives. Ainsi, 'oligomérisa-
tion de la nucléoprotéine est essentielle a la formation et la
structure du virus aussi bien qu’a la synthése de ’ADN pro-
viral associée a des recombinaisons qui contribuent a Pextré-
me variabilit¢ de VIH. Ces données récentes devraient
conduire a élaborer de nouvelles thérapies anti-VIH.

1 n’est pas possible de parler de la

nucléocapside de VIH-1 sans évo-

quer celle d’autres rétrovirus com-

me les virus aviaires (ASLV, avian

sarcoma and leukemia virus) et mu-
rins (MLV, murine leukemia virus) car
leur étude a été et continue d’étre un
passage obligé pour mieux com-
prendre et étudier la structure et la
réplication du VIH [1]. Cest pour-
quoi de fréquentes références seront
faites a ces virus dans cette simple et
bréve revue nécessairement simplifi-
catrice.

La nucléocapside a une structure gé-
nérale compacte et hélicoidale et
c’est la sous-structure virale la plus
stable [2]. Une fois déroulée par des
traitements utilisant des détergents,
la nucléocapside semble étre circulai-
re et contenir des assemblages appa-
rentés a des nucléosomes [3, 4]. La
nucléocapside isolée est capable de
conduire in vitro la synthése d’ADN
proviral de haut poids moléculaire et
infectieux en présence de nucléo-
tides et d’'une faible concentration
en détergent [3, 5-7].
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Figure 1. Organisation du provirus
HIV-1 et de la région 5' du génome
viral, et séquence de la nucléoprotéi-
ne NCp7. Les LTR (long terminal re-
peats) contiennent les signaux d'ini-

ADN proviral

LTR

—l

tiation et de terminaison de la 9
transcription du provirus. lls contien- g 8 8 T
o o

nent aussi des signaux multiplica-
teurs de la transcription reconnus
par des facteurs de transcription
comme le facteur NF-xB. De plus, les
extrémités 5' et 3' des LTR sont né-
cessaires a l'intégration de I'ADN
proviral dans le génome de la cellule
héte. L'élement TAR est reconnu

ARN génomique (régions 5' et 3')

r GAG \
—R— US- —E/DLS— ——U3--——— R-—

5°“FD:$ZMF'F' oA

) 3 14 O a0 o o«
sous forme d'ARN par le transactiva- = L a2 o <

teur viral TAT. La séquence PBS (pri-
mer binding site) est le site d'hybri-
dation de [I'ARNtvs3?  qui sert
d'amorce réplicative pour la synthe-

se de I'ADN proviral de polarité -. La AN."% &'z
séquence PPT (polypurine tract) est w (Zﬂ x = (Zn\ e
I'amorce de la synthése de I'ADN ‘-3;, Oe % A
proviral de polarité +. Il est a noter | NH,- IQKGNFRNQRKTV RAPRKK ERQANFLGKIWPSHKGRPGNFL -COOH

qu'a l'image des autres rétrovirus la 1
synthése de I'ADN proviral + com-
mence sans doute en plusieurs points [5, 6]. Le signal E/DLS est nécessaire a la dimérisation et I'encapsidation du
génome viral [14, 15, 80]. Les bornes des cistrons gag, pol et env sont indiquées. Le cistron gag code pour le pré-
curseur Pr55%% qui sera mari au cours de la morphogenése du virus en MAp17, CAp24, NCp15 et cette derniére pro-
téine pourra étre ensuite marie en NCp7 et p6. Le cistron pol est exprimé sous forme d'un précurseur Pr160gag-pol
qui sera mdri en produits de gag et de pol, c'est-a-dire la protéase PRp12, la transcriptase inverse RTp66/p51 et I'in-
tegrase INp32. Il est a noter que la maturation du Pr160gag-pol est supposée engendrer une nouvelle nucléoprotéi-
ne NCp7* dont I'extrémité C-terminale est différente de celle de la NCp7. Cela reste a confirmer ainsi que les fonc-
tions éventuelles de cette NCp7*. Les produits des cistrons TAT, REV, VPU (U), VPR (R), VIF et NEF sont des protéines
qui interviennent au cours du cycle de réplication virale: pour (1) activer I'expression du provirus (TAT), (2) régler
I'épissage de I'ARN viral et le transport des ARN viraux non et mono-épissés du noyau au cytoplasme (REV avec
I'élément RRE situé dans le cistron env), (3) activer la maturation et le transport des glycoprotéines virales SUgp 120
et TMgp41 (VPU), (4) augmenter l'infectivité du virus en intervenant probablement & un stade tardif de la morpho-
genése du virus (VIF et NEF), et en contribuant au transport du complexe de préintégration du cytoplasme au noyau
(VPR). Les régions 5' et 3' de I'ARN génomique sont indiquées, ce qui permet de situer la séquence codant pour la
NCp15 (NCp7+p6). La séquence de la nucléoprotéine NCp7 est indiquée en symboles a une lettre (A : Ala; C: Cys;
D:Asp,E:Glu;F:Phe;G:Gly;H:His;I:lle;K:Lys,;L:Leu;,M:Met;N:Asn;P:Pro;Q:GIn;R:Arg;S:
Ser;T:Thr;V:Val; W:Trp;Y:Tyr). ll est remarquable de constater que les résidus mutés en N-terminal (voir Ta-
bleau |) sont conservés dans les trés nombreux clones VIH-1 séquencés ainsi que chez VIH-2 et SIV (R?, R, K", K™).
Il en est de méme de la séquence interdigitée *RAPRKKG qui est conservée dans les clones VIH-1 séquencés et, dans
SIV, un seul changement de résidu est observé (RAPRRQG) (K et R étant, par ailleurs, considérés de méme nature)
[81]. De méme, les doigts de zinc sont extrémement conservés avec, en particulier, une organisation tétrahédrique
autour du zinc assurée par 3 cystéines et 1 histidine portées par une séquence CX2CX4HX4C. Enfin, deux résidus
aromatiques (ici F et W) sont toujours présents dans les isolats de VIH séquencés [81].
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nécessaire de traiter les virus avec des

La nucléocapside comprend un géno-
me ARN dimeére, environ 2000 molé-
cules de nucléoprotéine, 50 molécules
de transcriptase inverse, d’intégrase et
de protéase, ainsi que des ARN d’ori-
gine cellulaire comme des ARN,
libres et associés au génome ARN, et
des ARN 58S, 7S, 18S et 28S* [1, 8].
Les molécules de nucléoprotéine sont
pour la plupart fixées au génome
ARN dimére et cest pourquoi il est
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détergents forts et la protéinase K,
puis avec du phénol, pour pouvoir ex-
traire et purifier le génome rétroviral.
Isolé du virus, le génome ARN appa-
rait comme un complexe hétérogene
de haut poids moléculaire, 60-80S* [9,
10], formé par I'association intime
entre deux molécules identiques

* 8§ : Unité Sveberg d’ultracentrifugation.

d’ARN viral non épissé qui, a I'image
des ARNm cellulaires, est de sens po-
sitif et posséde une coiffe en 5 et une
extension polyA en 3’ [8, 11]. Des
ARNt cellulaires sont associés au gé-
nome viral et en particulier ’ARNt'»*
qui est I'amorce réplicative hybridée
au site d’initiation de la transcription
inverse (PBS) en 5 du génome (figure
D (12, 13].

L’association des deux molécules m—
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d’ARN viral est maintenue par de
nombreuses interactions ARN/ARN
dont une majeure est située en 5 du
génome et appelée structure dimere
(DLS, dimer linkage structure). Chez
VIH-1 comme chez les rétrovirus
aviaires et murins, la DLS serait une
structure originale correspondant a
des appariements de bases non cano-
niques, et nécessaire a la formation
du génome dimere et son encapsida-
tion dans la particule virale [14-17].
A Timage de ce qui a été observé
chez ASLV et MLV, de nombreuses
interactions mineures, y compris des
interactions 5’ /3’ [18, 19], maintien-
draient les deux monomeéres dans un
complexe 60-80S pour optimiser la
synthése de I’ADN proviral et donc la
viabilité virale (voir transcription in-
verse et recombinaisons).

Les molécules de nucléoprotéine
sont fixées au génome ARN dimére
dans la nucléocapside, mais leur dis-
tribution ne semble pas étre homoge-
ne le long du génome comme le sug-
gére la présence d’assemblages
apparentés a des nucléosomes chez
ASLV et MLV (3, 4]. En accord avec
ces observations, un nombre restreint
de sites de fixation, dits a haute affi-
nité, pour la nucléoprotéine ont été
identifiés chez ASLV et MLV [16-20],
et au niveau de ces sites on peut re-
marquer une multimérisation de la
nucléoprotéine [20]. Des données si-
milaires ont pu étre obtenues chez
VIH-1 in vitro [14], mais il reste a les
confirmer dans le contexte viral.

La nucléoprotéine:
une miniprotéine basique
avec deux doigts de zinc

La nucléoprotéine de VIH-1
(NCp15/NCp7) est d’abord expri-
mée sous forme du précurseur
Prb5gag par traduction de I’ARN vi-
ral non épissé (ou génome monome-
re). La maturation du précurseur
Prbbgag par la protéase virale inter-
vient lors de la morphogenése virale
et produit la NCpl5 qui se divise en-
suite en NCp7 et p6 (figure 1) [13,
21].

A I'image des nucléoprotéines rétro-
virales, la NCp7 est une petite protéi-
ne trés basique avec deux motifs
« CCHC » aussi appelés «doigts de
zinc» (figure 1). 11 est a noter que,
chez des oncovirus aviaires et murins,
la nucléoprotéine ne possede qu’un
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Tableau |

EFFETS DE MUTATIONS DANS LA NUCLEOPROTEINE DE VIH-1 SUR LA PRODUCTION,
LA STRUCTURE ET L'INFECTIVITE VIRALES

Virions
Virus et Maturation Génome Infectivité Stabilité
Microscopie de Gag (ui/ml) a24h
WT ++,m ++ +++ 107 10°

R’R°K''>SSS ++,m ++ ++ 104 10?2

R#>S ++,m ++ +++ 10’ 104

RKK3>SSS ++,m ++ 4 10° 1

K59>L ++,nd ++ + 108

KD ++,mM ++ ++ 1

AISP ++,nd ++ + 1

P3sL ++,im + +++ 0

R32%G ++,im ++ + 0

HZ=>C ++,m ++ + 0

Les mutations dans la nucléoprotéine ont été introduites par mutagenése dirigée dans le clone moléculaire infec-
tieux pNL4.3 puis les effets de ces mutations ont été analysés comme indiqué dans Ottmann et al. [51]. Les lettres
et les chiffres correspondent aux mutations introduites dans la séquence de la nucléoprotéine, c’est-a-dire |'argi-
nine en position 29 changée en sérine, donc R?°>S. Le génotype « sauvage » est indiqué par WT. La production de
virions est indiquée par ++, et si les virions sont murs en microscopie électronique, il s'agit de « m ». S’ils sont im-
matures, il s’agit de « im » (nd, non déterminé). La maturation du précurseur Pr559% en protéines MAp17, CAp24
et NCp7/p15 est indiquée par ++ (80-100%) et + (30-50%). L'encapsidation du génome ARN dimere est indiquée
par +++ (80-100% du type sauvage, WT), ++ (30-50% du WT) et + (10-20% du WT). L'infectivité du virus a été es-
timée en utilisant les effets cytopathogénes et le test de la transcriptase inverse, et la méthodologie du point de
dilution limite (ui/ml, unité infectieuse par ml de surnageant de culture de cellules infectées par VIH-1). Les acides
aminés sont représentés ici par leur code a une lettre.

doigt de zinc alors que, chez les spu-
mavirus, ce motif semble étre rem-
placé par des domaines riches en ré-
sidus basiques R et K [13, 21-25]. Le
doigt de zinc est riche en résidus ba-
siques et aromatiques et complexe le
Zn®* avec une treés forte affinité, 10'%-
103 M [380, 31], mais il est trés sen-
sible a I'oxydation in wvitro, ce qui al-
tére notablement I’activité hybridase
de la NCp7, c’est-a-dire la catalyse de
I'hybridation entre brins complé-
mentaires d’acides nucléiques (cf. ci-
apres) [26, 27].

La nucléoprotéine fut d’abord puri-
fiée a partir de virions VIH-1, puis
d’une souche de E. coli surexprimant
la NCpl15 [14]. Plus récemment, un
pas important a été franchi en pro-
duisant, par synthése chimique, la
NCp10 [28], puis la NCp7 de VIH-1
en grande quantité, trés pures et,
dans le cas de la NCp?7, aussi active in
vitro que la NCpl5 [29, 31, 32]. C’est
grace a cette stratégie que de nom-
breuses études structurales et biochi-
miques de la NCp7, de mutants et de
dérivés, ont pu étre entreprises [31,
32, 58]. La figure 2 montre la structu-
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re en trois dimensions de la NCp7,
établie par résonance magnétique
nucléaire et modélisation moléculai-
re, ou la zone centrale est globulaire
avec les doigts de zinc se faisant face
et conduisant a une distance d’envi-
ron 7A entre les cercles 'Phe et ¥Trp
[32, 33]. Les domaines N- et C-termi-
naux ont une conformation assez
flexible, sauf au niveau de courtes sé-
quences telles que *FLGKIW (Jullian
et al., soumis). Nous verrons plus loin
que la conformation globulaire de ce
court domaine central de la NCp7 et
I'arrangement particulier des doigts
de zinc sont capitaux pour la produc-
tion de virus infectieux.

La reconnaissance
des acides nucléiques
par la nucléoprotéine :
fixation, hybridation
de séquences
complémentaires

et transfert de brin

La nucléoprotéine de VIH-1, comme
celle de MLV et d’ASLYV, se fixe aux
acides nucléiques grace a son carac-

tére fortement basique [29]. De
nombreux travaux ont analysé les pa-
rametres qui régissent les interac-
tions de la nucléoprotéine rétrovirale
avec les acides nucléiques simple et
double brins [34-37]. Une majorité
de travaux montrent que la nucléo-
protéine a le plus d’affinité pour
I’ARN viral [29, 34, 35, 37] alors que
d’autres soulignent le caractere
«aspécifique» de la nucléoprotéine
[36]. On peut sans doute réconcilier
ces observations en notant que des
1980 plusieurs auteurs ont observé
que la nucléoprotéine de MLV per-
dait rapidement sa spécificité pour
I’ARN viral [27]. Plus récemment,
nous avons pu montrer que la nu-
cléoprotéine était sensible a I’oxyda-
tion et qu’il en résultait une baisse
notable de son affinité pour ’ARN vi-
ral, et une disparition quasi compléte
de son activité hybridase (voir para-
graphe suivant) [26].

Dans des conditions ou la NCp7 est a
I’état natif, elle se fixe de maniére co-
opérative aux acides nucléiques avec
les affinités relatives suivantes:

ARN viral > ARN et ADN simple brin
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Figure 2. Superposition en mode ruban de quatre parmi les 7 meilleures
structures de la nucléoprotéine NCp7 en solution (rubans blanc, vert, jaune,
bleu). L’acide aminé N-terminal (1) et I'acide aminé C-terminal (72) sont indi-
qués sur chaque ruban. Les doigts de zinc sont représentés par ZnF1 et ZnF2
(zinc fingers 1 et 2) et sont en blanc. La région interdigitée correspond a la
séquence 29-RAPRKKG-35, et permet un repliement de la chaine de fagon a
rapprocher les deux motifs de zinc. Il est a noter que I'ensemble allant de
ZnF1 a ZnF2 adopte une structure stable et globulaire [31, 32].

> ADN double brin > ARNt > ADN
courts [38]. Cette fixation préféren-
tielle a I’ARN viral semble dépendre
dans une large mesure de séquences
en 5’, le leader qui, en moins de
500 nt, rassemble des séquences es-
sentielles a I'épissage (SD), I'initia-
tion de la traduction (AUGgag), la
dimérisation et I’encapsidation du
génome (E/DLS), et I'initiation de la
transcription inverse (PBS, R) (figure
1) (14, 38, 39].

Une molécule de NCp7 couvre envi-
ron 5 a 10 nucléotides sur ’ARN viral
et a ce stade on assiste a la formation
de complexes de haut poids molécu-
laire qui résultent trés probablement
d’interactions NCp7/NCp7 se sur-
ajoutant aux interactions entre la nu-
cléoprotéine et 'ARN [8, 14, 20, 30,
34, 35, 38]. Ces deux types d’interac-
tions vont donc provoquer une sur-
concentration locale des macromolé-

cules biologiques et ainsi favoriser la
synthése de 'ADN viral [12, 16, 26].
Dans ces complexes, les molécules de
nucléoprotéine forment aussi un
écran qui protége, toutefois de ma-
niére incompléte, les acides nu-
cléiques de I'action des nucléases
(37, 38].

Outre ses propriétés de fixation et de
condensation des acides nucléiques,
la nucléoprotéine est capable de pro-
voquer une hybridation tres rapide et
extensive d’acides nucléiques ayant
des séquences complémentaires et
dans des conditions physiologiques.
Ainsi la NCp7 de VIH-1 et la NCp10
de MLV hybrident des oligonucléo-
tides d’ADN (de 15-20nt) a un ARN
viral ayant une forte structure secon-
daire [16, 17, 38, 40]. De plus, la
NCp7 est capable de promouvoir
I’hybridation d’ARN et ADN de 50 a
100 nt ayant des séquences complé-
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Figure 3. Schéma des étapes majeures de la transcription inverse du géno-
me rétroviral. Ce schéma représente de maniére trés simplifiée les étapes
majeures de la synthése du provirus. C’est ainsi qu‘une seule des deux mo-
lécules d’ARN du génome rétroviral est indiquée. Notons que I’ARN géno-
mique est souvent affecté de coupures provoquées par des nucléases (géno-
me en morceaux) ; dans ces conditions, la présence des deux molécules est
indispensable pour la syntheése d’un provirus complet par la copie alternati-
ve des deux ARN génomiques en morceaux. Il s’agit la de multiples recom-
binaisons [72-76] probablement activées par la nucléoprotéine. La transcrip-
tase inverse RTp66/p51 et les molécules de nucléoprotéines ne sont pas
représentées ; seuls le sont les produits ADN- et ADN*. Les lettres minuscules
correspondent aux séquences ARN, alors que les majuscules correspondent
a I'’ADN. Une seule initiation de I'ADN* est représentée, mais il est probable
que I’ADN+ est initié en plusieurs sites [1, 5, 6, 73, 76]. La derniére étape im-
plique la synthése des deux LTR par déplacement des deux brins au niveau
du LTR 5’ (fleches). L’ADN proviral linéaire avec ses deux LTR semble étre le
précurseur majeur du provirus. env : gene d’enveloppe; pbs: primer binding
site, site d’initiation de la transcription inverse du brin d’ADN-; ppt: polypy-
rimidine tract, I'un des sites majeurs d’initiation de la synthése du brin
d’ADN*; ADNc-sb: ADNc simple brin.
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mentaires pour engendrer en
quelques minutes et en conditions
physiologiques des acides nucléiques
double brins ARN: ARN, ARN: ADN
et ADN: ADN [38]. Enfin, et ce n’est
pas une des moindres propriétés de
la NCp7, la nucléoprotéine possede
une activité de transfert et de dépla-
cement de brin qui favorise la forma-
tion de I’acide nucléique double brin
le plus stable ([41], Lapadat-Tapols-
ky et Darlix, résultats non publiés).
En accord avec ces observations, il a
été montré que la NCp7 stimulait
’activité ribozyme in vitro [42].

En conclusion, la NCp7, probable-
ment a I'image des nucléoprotéines
rétrovirales, se fixe aux acides nu-
cléiques (avec une préférence pour
I’ARN viral), induit leur condensa-
tion et les protége, mais imparfaite-
ment, de I’action des nucléases. La
NCp7 possede également des activi-
tés hybridase et de transfert/déplace-
ment de brin qui semblent étre es-
sentielles a la dimérisation de 'ARN
viral et a la synthése de 'ADN provi-
ral double brin (figure 3).

Les fonctions de la NCp7
dans le cycle viral:

une protéine de structure
du virus et le cofacteur
de la transcriptase
inverse

Comme nous venons de le voir, la
nucléoprotéine a un roéle structural
car c’est la protéine majeure de la
nucléocapside ou les quelque
2000 molécules sont associées au gé-
nome ARN dimére et lui assurent
une relative protection a I’égard des
nucléases. En outre, la nucléoprotéi-
ne a plusieurs autres fonctions liées a
la morphogeneése virale et a la répli-
cation du génome et qui résultent de
ses propriétés nucléophiles, et de ses
activités hybridase et de transfert de
brin.

Parmi toutes les fonctions de la nu-
cléoprotéine, celles concernant la di-
mérisation du génome et la transcrip-
tion inverse peuvent étre analysées
dans un contexte viral in vitro. Ainsi
la dimérisation du génome VIH-1 dé-
pend a la fois de la nucléoprotéine et
de séquences actives en cis, localisées
dans le leader 5 et en 5 du cistron
gag (figure 1), et s’effectue en 1-3min
a 30-37°C [14]. La dimérisation de
I’ARN VIH-1 peut aussi étre obtenue m—
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en I'absence de nucléoprotéine, mais
elle est alors moins rapide et nécessi-
te des conditions non physiologiques
(> 0,3 M NaCl ou KCl et Cacodylate)
[15]. Une étude systématique des do-
maines de la nucléoprotéine néces-
saires a la dimérisation de I’ARN
VIH-1 montre que les doigts de zinc
ne sont pas requis alors que les do-
maines N- et C- terminaux le sont
[29].

L’initiation de la synthése du provi-
rus commence par I’hybridation de
I’ARNt**? amorce au site PBS (primer
binding site; figures 1 et 2) qui est sous
le contrdle de la nucléoprotéine qui,
semble-t-il, reconnait I’ARNt et
I’ARN VIH-1 [12, 14]. Cette mise en
place dépend de la séquence PBS et
du bras accepteur de I’ARNt, et est
aussi tres rapide in vitro (1-3 min a
30-37°C) [12]. La transcriptase inver-
se RTp66/p51 reconnait le 3’ de
I’ARNt amorce, puis I'allonge en co-
piant les séquences U5 et R de I’ARN
VIH-1 pour donner naissance a un
ADN court de polarité négative (ss-
ADNc-) (figure 3). La poursuite de la
synthése du provirus nécessite un
transfert de brin de 5’ en 3’ du géno-
me qui est controlé par les séquences
R, la nucléoprotéine et I’activité RNa-
se H de la transcriptase inverse [1,
26, 40]. La dégradation par l'activité
RNase H de la transcriptase inverse
des séquences ARN U5 et R trans-
crites permet d’assimiler le transfert
5’-3’ a une hybridation du domaine R
de 'ADN court (-) au domaine com-
plémentaire R situé en 3’ de 'ARN
viral (figure 3). En effet, cette réaction
peut étre reconstituée in vitro avec un
ARN viral R+ et un ADN R-, et les ré-
sultats montrent que cette hybrida-
tion est trés rapide (1-2 min a 37 °C)
en présence de nucléoprotéine et
dans les conditions de la synthése du
provirus par la transcriptase inverse
(38, 40].

Les résultats obtenus in vivo, surtout
avec les virus aviaire ASLV et murin
MLV, confirment que la nucléopro-
téine controle I’hybridation de
I’amorce ARNt au PBS [43, 44]. Les
études génétiques concernant les im-
plications de la nucléoprotéine dans
les transferts de brins nécessaires a la
synthése d’un provirus complet sont
en cours.

L’assemblage de la particule virale
VIH-1 a été et continue d’étre I’objet
de trés nombreux travaux, tant en
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systeme hétérologue, par exemple
baculovirus/cellules d’insecte [45],
qu'en systéme homologue, c’est-a-
dire plasmide proviral/cellules de
mammiféres [46, 47]. Il ressort de
ces travaux que les acides aminés N-
terminaux du domaine nucléoprotéi-
ne de gag sont nécessaires a I’assem-
blage quand le précurseur gag est
hyper-exprimé en syst¢éme baculovi-
rus/cellules d’insecte. En systéme ho-
mologue, ou il y a seulement surex-
pression, il semble que la totalité du
domaine nucléoprotéine de gag soit
nécessaire a I’assemblage.

La formation de virus VIH infectieux
passe par le coassemblage des précur-
seurs gag et gag-pol (figure 1) et par
I’encapsidation du génome ARN di-
mere. Des résultats récents révelent
que le coassemblage des précurseurs
gag et gag-pol requierent de mul-
tiples interactions entre des do-
maines de gag (MA, CA et NC) ainsi
que de pol (RT et IN) [47-50]. De
plus, des mutations ponctuelles dans
le domaine NC peuvent empécher
I’assemblage de gag-pol avec gag et,
de ce fait, aboutir a la formation de
virus non infectieux [51]. Enfin, des
mutations bloquant la maturation de
la nucléoprotéine réduisent dans une
large mesure la formation de parti-
cules virales, indiquant que la présen-
ce de nucléoprotéine mire est néces-
saire pour que l’assemblage soit
optimal [52, 53].

L’encapsidation du génome dans la
particule virale est une étape essen-
tielle du cycle réplicatif mais elle de-
meure assez mal connue malgré les
nombreux travaux qui lui ont été
consacreés, tant sur les virus aviaire et
murin, que sur VIH-1 [1, 8]. En par-
ticulier, on ne fait pas la différence
entre I'encapsidation du génome
dans une précapside et la possibilité
que l’assemblage puisse s’organiser
autour d’une  prénucléocapside
contenant le génome. L’encapsida-
tion/assemblage du génome com-
mencerait par la sélection de 'ARN
viral non épissé, puis sa dimérisation
et, enfin, la constitution du noyau vi-
ral. Cet ensemble d’étapes dépend
étroitement de la nucléoprotéine
probablement sous forme de précur-
seur et de protéine mire [46, 52,
53]. Plus précisément, les doigts de
zinc et les résidus basiques qui les
flanquent sont essentiels et semblent
coopérer dans le processus de sélec-
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tion et d’encapsidation de 'ARN gé-
nomique dimere [44, 51, 54-57].

Des résultats récents du laboratoire
révelent que des mutations de la nu-
cléoprotéine ne modifiant que peu le
niveau d’encapsidation du génome
altérent ’infectivité virale jusqu’a
rendre les virus complétement non
infectieux (Tableau I). Deux types de
mutations ont ainsi été identifiées:
(1) celles modifiant le caractére ba-
sique de la nucléoprotéine et qui at-
ténuent I'infectivité virale et peuvent
déstabiliser le virus ([51] et Jullian et
al. soumis), (Tableau I); (2), celles al-
térant la structure des doigts ou leur
orientation mutuelle et qui provo-
quent la perte totale de I'infectivité
des virus [32, 51, 58, 59]. Ces résul-
tats inattendus suggérent que les mo-
lécules de nucléoprotéine contri-
buent a créer une architecture
générale du noyau viral visant a pro-
téger le génome de l'action extra- et
intracellulaire de nucléases, et a favo-
riser la synthése du provirus et son
intégration dans 'ADN de la cellule
héte (Yu et Darlix, résultats non pu-
bliés).

Conclusions_
et perspectives

La nucléocapside du virus VIH-1 in-
fectieux, et des rétrovirus en général,
semble étre un assemblage nucléo-
protéique tout a la fois simple et re-
marquable. Cet assemblage est sim-
ple car il comprend une seule protéi-
ne majoritaire, la nucléoprotéine,
deux enzymes, transcriptase inverse
et intégrase, un ARN génomique et
I’amorce ARNt*3. Cet assemblage
est remarquable car, malgré sa sim-
plicité, il peut assurer de facon effica-
ce la dissémination du génome viral,
et sa transcription inverse pour pro-
duire un provirus fonctionnel, puis, a
long terme, un grand nombre de vi-
rus infectieux [60, 61].

La nucléoprotéine et le génome ARN
sont remarquables car ils constituent,
en réalité, des condensés d’informa-
tions biologiques. Ainsi, la partie 5’
du génome ARN réussit a accommo-
der en 500 nucléotides des séquences
requises pour I’expression transcrip-
tionnelle, I'élément TAR, I’épissage,
le contexte du site d’épissage don-
neur (SD), la traduction de gag, le
contexte de I’AUGgag, la dimérisa-
tion/encapsidation du génome, le

domaine E/DLS, I’hybridation de
I’amorce ARNt et D'initiation de la
transcription inverse, les domaines
PBS, U5 et R et, sous forme ADN,
I'intégration de I’ADN proviral et le
début de la transcription du provirus
(figure 1).

La nucléoprotéine de VIH-1 est éga-
lement remarquable car cette petite
protéine trés basique est ubiquitaire
chez les rétrovirus, et méme au-dela
car des équivalents sont codés par
des rétrotransposons et rétroposons
[62-66], a une forte affinité pour les
acides nucléiques simple et double
brins, avec une préférence pour
I’ARN génomique, et posseéde des ac-
tivités hybridase et de transfert de
brins d’acides nucléiques. De telles
activités sont trés répandues dans le
monde vivant et sont essentielles a la
réplication des virus et, plus généra-
lement, a la réplication de I'ADN,
aux recombinaisons qui peuvent y
étre associées et a I’expression géné-
tique [67]. On peut ainsi citer quel-
ques exemples comme la protéine
AdDBP de I’adénovirus [68] et
I'ICP8 du virus HSV de type I [69], la
protéine cellulaire p53 [70], et les
protéines hnRNP-A1 et C impliquées
dans I'épissage [71].

La nucléoprotéine NCp7 de VIH-1 a
des fonctions clés qui contribuent a
la formation, la structure et la stabili-
té de virus infectieux, et a la synthése
du provirus par transcription inverse
du génome ARN. Dans ce sens, on
peut considérer que la nucléocapside
est l'architecture macromoléculaire
qui limite la transcription inverse a
celle du génome rétroviral et que,
dans ce processus, la nucléoprotéine
est sans doute le «poisson pilote » de
la transcriptase inverse. Les données
actuelles montrent que cette fonc-
tion de pilotage de la nucléoprotéine
est nécessaire lors de I'initiation de la
synthése de ’ADN de polarité (-), et
de la synthése des LTR avec des
transferts de brin d’ADN obligatoires
pour aboutir 2 un ADN proviral in-
fectieux (figure 3). Grace a ses pro-
priétés, on peut aussi supposer que la
nucléoprotéine est un des acteurs des
événements de recombinaison qui
sont nombreux chez VIH et les rétro-
virus [73-76].

Ces recombinaisons se distinguent
des transferts de brin obligatoires
pour la synthése de 'ADN proviral

avec ses deux LTR. En effet, le géno-
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me est assez souvent cassé par des nu-
cléases car la protection assurée par
la nucléocapside est incompléte. Sa-
chant que le génome est formé de
deux molécules et que la probabilité
qu'une méme cassure soit présente
sur les deux ARN est faible, la copie
alternative des deux ARN pourrait re-
constituer un ADN proviral complet
en partant de deux ARN génomiques
en morceaux [72-74]. Cette copie al-
ternative et forcée des deux ARN pré-
sents dans le génome dimére assure-
rait ainsi la viabilité du virus, mais ces
transferts de brin semblent s’accom-
pagner de l'incorporation d’erreurs
dans ’ADN proviral [26]. C’est pour-
quoi ces recombinaisons assureraient
une grande variabilité génétique et
donc une grande adaptabilité a VIH
et aux rétrovirus [73-76].

La protéine majeure de la nucléocap-
side de VIH est la nucléoprotéine et,
a cause de ses fonctions multiples au
cours de la réplication du virus, as-
semblage, stabilité du génome, syn-
thése de ’ADN proviral, ce devrait
étre une cible majeure pour des pro-
duits anti-VIH [31, 77, 78]. La mise
en évidence de ses propriétés hybri-
dase et de transfert de brin d’acides
nucléiques ouvre la voie au criblage
simple et rapide d’agents anti-VIH
bloquant la nucléoprotéine. Ce type
d’analyse par criblage a haut flux est
actuellement en cours. Par ailleurs, la
connaissance a I’échelle atomique de
la structure de la NCp7 [31, 32] et
plus récemment de ses complexes
avec des oligonucléotides simple brin
(Deméné et Roques, soumis) devrait
permettre une approche rationnelle
dans le développement de molécules
inhibant une ou plusieurs fonctions
de la nucléoprotéine de VIH. Des
lors que des agents «antinucléopro-
téine » auront été identifiés, puis cer-
tifiés, il sera particuliérement intéres-
sant d’analyser leurs effets a long
terme en association avec des agents
antitranscriptase inverse et anti-inté-
grase. En effet, il apparait aujour-
d’hui urgent de mettre en pratique
une polythérapie anti-VIH afin de
bloquer a court et a long terme la ré-
plication de VIH, et ainsi éviter
I'émergence puis la dissémination de
souches VIH-résistantes a des mono-
thérapies comme, par exemple, cel-
les dirigées contre la transcriptase in-
verse [79].

Dans dix ans nous en saurons proba-

blement beaucoup plus sur la nucléo-
capside de VIH, et des rétrovirus en
général, et un nouveau chapitre de la
nucléoprotéine rétrovirale pourra
sans doute étre écrit tant en re-
cherche fondamentale que dans ses
applications biomédicales ll
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Summary

The nucleocapsid of HIV-1 : a paradigm for research and medical applications

Retroviruses, composed of the onco-
viruses, lentiviruses and spumavi-
ruses, are small animal viruses that
can cause various forms of cancer,
immunodeficiency and degenerative
diseases of the central nervous sys-
tem. The viral particle is about 110-
130 nm in diameter and is formed of
an inner core surrounded by an ou-
ter envelope which is a lipid bilayer
of cellular origin containing the vi-
ral glycoproteins. The inner core
can be subdivided into an outer

shell of capsid protein molecules -

and the interior nucleocapsid where
the dimeric RNA genome is in tight
association with a large number of
nucleocapsid protein molecules.
The viral nucleocapsid also contains
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few molecules of the viral enzymes
reverse transcriptase, integrase, and
protease as well as cellular RNAs. In
this brief review we have summari-
zed some of the properties and
functions of the nucleocapsid of
HIV-1 which appears to be a simple
and specialized nucleoprotein struc-
ture. The nucleocapsid of HIV-1,
and of retroviruses in general, is a
highly attractive and simple model
since it is formed of only one major
structural protein, the NC protein,
the viral enzymes and one major
RNA, the viral genome, and since it
achieves basic functions such as the
extracellular transport and dissemi-
nation of the genome, and the syn-
thesis of the infectious proviral DNA

in the infected cell. Recent data on
the structure of the nucleocapsid
protein of HIV-1 and of its functions
during virus replication indicate
that the nucleocapsid protein is an
integral part of the reverse trans-
cription machinery. Moreover, the
nucleocapsid protein has potent nu-
cleic acid annealing and strand
transfer activities which may well
promote the high rate of recombi-
nation during proviral DNA synthe-
sis, and therefore the high genetic
variability of HIV-1, and of retrovi-
ruses in general. These recent fin-
dings on the nucleocapsid protein
of HIV-1 should have important ap-
plications in the development of
anti-HIV therapies.
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