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La protéine L du virus €bola
porte une nouvelle activité

enzymatique impliquée dans
la méthylation interne des ARN

Baptiste Martin®*, Coralie Valle™, Bruno Coutard?, Bruno Canard?,

Francoise Debart?, tienne Decroly!

> Linfection par le virus €bola conduit
a des fievres hémorragiques souvent
fatales. Depuis sa découverte en 1976 en
République Démocratique du Congo, plus
d’une vingtaine d’épidémies d’€bola ont
été recensées en Afrique. La plus impor-
tante a eu lieu en 2015-2016, entrainant
le décés de plus de 11 000 personnes [1].
€n raison du risque de réémergence de
ce virus, et en I’absence de vaccins et
d’agents thérapeutiques approuvés, la
recherche de médicaments ciblant le virus
€bola est une priorité pour I’Organisation
mondiale de la santé. Le virus €bola est un
virus enveloppé possédant un ARN géno-
mique simple brin de polarité négative
et appartient a I'ordre les Mononegavi-
rales. Cet ordre est divisé en 5 familles de
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virus contenant des pathogenes humains
importants, comme les virus de la rage, de
la rougeole, ou encore le virus respiratoire
syncytial (VRS). Le

, (=) Voir la Synthese
virus Ebola fait par-

de B. Martin et €.
Decroly, m/s n° 8-9,
aoiit-septembre 2018

tie de la famille des
Filovirus (=¥) [2] et
appartient au genre
Ebolavirus qui contient 5 espéces : Zaire,

page 671

Soudan, Tai Forest, Bundibugyo et Reston.
Le génome des filovirus code sept pro-
téines virales produites a partir d’ARN
messagers (ARNm) transcrits de maniére
séquentielle. Parmi ces protéines, la
protéine « Large » (L) est un des acteurs
majeurs de la propagation de "infection
puisqu’elle contient les activités enzy-
matiques nécessaires a la réplication/

transcription et a la maturation des ARN
viraux [3]. N’ayant pas d’homologues
cellulaires, la protéine L constitue une
cible antivirale attractive. Cette pro-
téine contient six régions conservées
(CR) entrecoupées de régions variables.
La structure, récemment résolue par
cryo-microscopie, de la protéine L du
virus VSV (virus de la stomatite vési-
culaire) indique que cette protéine est
organisée en 4 domaines structuraux
distincts (Figurel) [4]. Lextrémité
N-terminale de la protéine (régions CRI &
CRIN) forme le domaine ARN polymérase
ARN-dépendante (RdRp) intimement
intriqué avec le domaine Cap (régions
CRIV et CRV) qui porte I'activité poly-
ribonucléotidyltransférase (PRNTase)
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nécessaire a la synthése de la struc-
ture coiffe a I'extrémité 5’ des ARNm.
L’extrémité C-terminale de la protéine
L contient successivement les domaines
connecteur (CD), méthyltransférase
(MTase) (CRVI) et C-terminal (CTD). La
coiffe synthétisée par les mononégavi-
rus est donc constituée d’une molécule
de guanosine méthylée en position N7
reliée a I’extrémité 5’ des ARNm par une
liaison 5’-5” triphosphate. Cette coiffe
est également méthylée en position 2’0
du ribose du premier nucléotide [5].
Par analogie avec d’autres Mononega-
virales, le domaine MTase des filovirus a
été proposé comme participant au pro-
cessus de méthylation de la structure
coiffe. Ce domaine contient un motif
de reconnaissance d’une molécule don-
neuse de méthyle (S-adénosyl méthio-
nine, SAM) & savoir Gly-X-Gly-X-Gly (X
étant un acide aminé quelconque) et
une tétrade catalytique caractéristique
des 2’0-MTases (Lys-Asp-Lys-Glu). La
présence de cette structure coiffe a
I’extrémité des ARNm viraux est essen-
tielle pour la propagation de I'infec-
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tion virale. €n effet, elle protege les
ARNm viraux de la dégradation par des

5’-exonucléases cellulaires et assure
le recrutement du facteur d’initiation
de la traduction elF4€, nécessaire a
la traduction des ARNm en protéines
[5]. Par ailleurs, il a été démon-
tré que la 2’0-méthylation de cette
structure coiffe était un marqueur du
«soi » jouant un réle dans le contrdle
de la réponse antivirale [6]. Des
études récentes ont démontré que la
2’0-méthylation des structures coiffes
empéche la détection des ARN viraux
par les senseurs cytoplasmiques de
Pimmunité innée tels que les protéines
RIG-I (retinoic-acid-inducible protein
1) et/ou MDA5 (melanoma-differen-
tiation-associated gene 5) et limite
ainsi la production d’interféron [2]. De
plus, il a été montré qu’il existe, parmi
les ISG (interferon-stimulated gene),
des facteurs de restriction comme les
protéines IFIT (/FN-induced proteins
with tetratricopeptide repeats), qui
reconnaissent et séquestrent les ARN
possédant des structures coiffées

Figure 1. Domaines fonctionnels de la pro-
téine L des Mononegavirales. Les régions
conservées ont été identifiées apres ali-
gnements multiples par bioinformatique.
La structure présentée est celle de la pro-
téine du virus VSV (virus de la stomatite
vésiculaire) résolue par cryo-microscopie
[3] qui révéle la présence de 5 domaines
structuraux : le domaine ARN polymé-
rase ARN-dépendante (RdRp) intimement
intriqué avec le domaine Cap (régions CRIV
et CRV) qui porte I'activité polyribonu-
cléotidyltransférase (PRNTase) ; I"extré-
mité C-terminale de la protéine L contient
successivement les domaines connecteur
(CD), méthyltransférase (MTase) conte-
nant la région CRVI et C-terminale (CTD).

incomplétement méthylées [7]. Les

enzymes virales impliquées dans la

synthese des structures coiffes et
leurs méthylations constituent donc
des cibles thérapeutiques pertinentes.
€n effet, Iinhibition de ces enzymes
devrait d’une part bloquer la réplica-
tion virale et, d’autre part, induire une
détection précoce des agents infectieux
par les mécanismes de I'immunité innée
induisant une réponse antivirale pro-
tectrice.
La structure et I'activité MTase de la
coiffe ont été récemment caractérisées
chez le virus hMPV (human metap-
neumovirus, un autre virus de 'ordre
des Mononegavirales) [8], mais nous
manquions d’informations structurales
et fonctionnelles concernant les acti-
vités MTases du virus €bola. Nous avons
donc cloné le domaine C-terminal de
la protéine L du virus €bola (MTase
et CTD) pour le produire en systéme
bactérien. Nous avons ensuite purifié
I’enzyme afin de caractériser ses fonc-
tions biologiques. &n étudiant I'activité
enzymatique de cette MTase du virus
€bola sur des ARN substrats synthé-
tiques mimant I'extrémité 5 des ARN
viraux, nous avons démontré son impli-
cation dans le processus de méthyla-
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Figure 2. Modification
des ARN viraux. Les dif-
férentes modifications
épitranscriptomiques des
ARNs viraux induites par

le domaine méthyltrans-
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férase (MTase) du virus
€bola sont représentées,
a savoir des méthylations
de la structure coiffe en
position N7 et 2’0H du

premier nucléotide ainsi

que les méthylations

internes des adénosines

NOUVELLES

des ARN viraux. La figure
indique également les
roles possibles de ces

méthylations dans la

traduction des ARN messagers viraux et dans la régulation de la réponse antivirale. Des molécules thérapeutiques ciblant I"activité MTase du virus

€bola devraient bloquer la syntheése des protéines virales et restaurer I'immunité antivirale protectrice.

tion de la coiffe [9]. Nos observations
indiquent que la méthylation de la
coiffe, chez cette famille de virus, suit
un ordre séquentiel obligatoire : la
2’0-méthylation du premier nucléotide
en 5’ de I’ARN précede la N7-méthy-
lation du groupement guanosine de
la coiffe. Nous avons de plus observé
que la MTase du virus €bola posséde de
facon surprenante, en plus de son acti-
vité de méthylation de la coiffe, une
activité MTase cap-indépendante tres
significative : cette enzyme méthyle
également des ARN non coiffés sur
des résidus internes a leur séquence.
€n utilisant des ARN substrats homo-
polymériques (poly-A, poly-U, poly-A
et poly-G), nous avons démontré que
les méthylations concernent unique-
ment les résidus adénosines, et des
analyses par chromatographie liquide
de haute pression (HPLC) couplée a la
spectrométrie de masse ont permis de
démontrer que les méthylations modi-
fient le groupement 2’0H du ribose des
adénosines.

Ce travail relate, pour la premiére fois,
I’existence de modifications épitrans-
criptomiques transduites par le domaine
MTase de la protéine L d’un mononégavi-
rus. Une activité de méthylation interne
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similaire a récemment été caractérisée
chez les Flavivirus comme le virus de la

—

Dengue et le virus Zika [10]. De récentes
études démontrent également I'exis-
tence de méthylations internes au sein
de la séquence des ARN génomiques de
différentes familles de virus [11]. Ces

méthylations sont maintenant avérées, 3.

mais leur r6le dans la réplication virale
et ’échappement au controle cellulaire 4
via les mécanismes de I"immunité innée
restent a déterminer. Ces modifica- 5
tions des ARN pourraient étre impliquées

dans la pathogenése du virus tbola liée,

o

entre autres, a sa capacité d’échap-
per aux réponses antivirales précoces.
Ces résultats ouvrent donc de nouvelles
opportunités de recherche pour mieux 7
comprendre les fonctions des modifi-
cations épitranscriptomiques des ARN

-3

viraux dans la relation hote/pathogene
et développer des stratégies antivirales
efficaces contre le virus Ebola. ¢ 9
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