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RESUME

Les virus influenza sont des virus segmentés a ARN négatif codant pour leur propre ARN
polymérase ARN-dépendante (RpRd), dont les multiples activités sont essentielles pour
le cycle viral. La RpRd comporte trois sous-unités, PB1, PB2 et PA. Elle se fixe aux
extrémités des segments d’ARN viraux (VARN) associés a de multiples copies de la
Nucléoprotéine virale NP, le tout constituant une RibonucléoProtéine Virale (vRNP).
L’ARN polymérase virale catalyse la transcription et la réplication des vARNs dans le
noyau des cellules infectées. La régulation temporelle des activités de I'’ARN polymérase
virale est essentielle pour le déroulement normal du cycle viral, mais sa compréhension
a été limitée jusqu'a présent par l'absence d’information concernant la structure du
complexe constituant cette polymérase virale.

La résolution atomique de la structure de la RpRd des virus influenza de type A, Bet C a
été publiée au cours des deux dernieres années. Nous avons compilé dans cette revue les
principales données ressortant de la résolution quasi concomitante des structures
cristallographiques de plusieurs polymérases de virus influenza. Nous tenterons de
mettre en évidence comment les informations de structures peuvent contribuer a notre
compréhension des interactions entre la RpRd virale et les facteurs viraux et cellulaires.

Les virus influenza sont des virus segmentés a ARN négatifs source d'importants
problémes de santé publique malgré la vaccination et l'utilisation d’agents antiviraux.
Une difficulté particuliere pour combattre durablement I'infection par les virus influenza
réside dans la grande variabilité génétique de ces virus. La conséquence en est
I'apparition continuelle de variants qui résistent aux médicaments antiviraux ou
échappent a I'immunité anti grippale induite par la vaccination. La faible fidélité de la
RpRd est responsable d'une telle variabilité génétique. La RpRd est un hétéro trimere
constitué de la protéine basique 1 (PB1), de la protéine basique 2 (PB2) et de protéine
acide A (PA). La RpRd catalyse a la fois la transcription et la réplication des segments
d’ARN viral dans le noyau des cellules infectées. Elle est ainsi capable de réaliser des
activités distinctes sur les matrices d’ARN viral. Le complexe polymérase se fixe a des
séquences conservées dans les régions non-codantes (RNC) situées a l'extrémité de
chaque segment d’ARN viral. L’ARN viral est de plus enroulé sur toute sa longueur
autour d’oligomeéres de la protéine NP, formant des structures appelées
Ribonucléoprotéines virales (VRNP). La RpRd ne fonctionne que dans le contexte des
vRNPs, qui sont les réelles unités fonctionnelles pour la transcription et la réplication
catalysées par cette enzyme [1-3] pour revues).

Apres leur entrée dans le noyau, un premier cycle de réplication des ARN viraux
se met en place, au cours duquel la polymérase catalyse la transcription des ARN
messagers viraux (VARNm) [1]. Les extrémités non codantes 5’ et 3’ (5’ et 3’ RNC)
constituent le promoteur de la transcription de chaque segment viral. La RpRd utilise
des oligonucléotides coiffés issus de la cellule hote pour amorcer la synthése des
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vARNm. Elle capture tout d’abord un ARN coiffé de I'h6te, ARN non-codant ou ARN pré-
messager, associés avec '’ARN polymérase II cellulaire. Cette capture est réalisée par le
domaine de fixation a la coiffe de la protéine PB2. Puis la protéine PA coupe I’ARN coiffé
cellulaire a 8-10 nucléotides de la coiffe par son domaine endonucléase.
L’oligonucléotide coiffé ainsi clivé sert d’'amorce pour la synthese des ARNm viraux. A
I'extrémité 5’ des brins matrices, I’ARN polymeérase recopie de maniere réitérative une
séquence poly-U commune a tous les segments vARN, générant la poly-adénylation de
extrémité 3’ des ARNm et la terminaison de la transcription.

La réplication virale s’effectue en deux étapes. Les segments d’ARN des vRNPs sont dans
une premier temps copiés en des brins d’ARN complémentaires (cARN) de polarité
positive. L’association d’oligomeres de NP le long des cARN produits, et la fixation d'un
complexe polymérase a leurs extrémités forment les RiboNucleoprotéiques
complémentaires (CRNP). Les cRNP servent de matrice pour la synthese des ARN viraux
de polarité négative, générant des vRNPs (voir [4, 5] pour revues).

D’une part, les vVRNPs néo-synthétisées servent, de matrice a la transcription secondaire
d’ARNm viraux pour la synthese d’un taux élevé de protéines virales. D’autre part, elles
sont exportées du noyau pour étre incorporées dans de nouveaux virions, donnant lieu a
la progénie virale. Pour la réplication, la néo-synthese des brins d’ARN catalysée par la
polymérase virale est indépendante d’amorces oligonucléotidiques. Ce processus
nécessite la mise en jeu de protéines de réplication PB1, PB2, PA et NP nouvellement
synthétisées a la suite de la transcription secondaire. La protéine PB1 présente les
motifs fonctionnels caractéristiques d'une ARN polymérase dépendante d’ARN, et elle
catalyse la polymérisation des brins d’ARN [6]. L’ARN polymérase des virus influenza est
dépourvue d’activité de correction (activité exo-nucléase 3’-5’), d’ou l'introduction d'un
taux important de mutations dans les segments viraux répliqués et la variabilité
génétique des virus influenza. L’ARN polymérase virale a d’autres activités importantes
pour le cycle viral indépendantes de la réplication des segments d’ARN viraux, dont un
role dans I'épissage des ARNm du segment NS1 [7] ou dans le transport des vRNPs a
travers le cytoplasme ([3] pour revue).

L’ARN polymérase des virus influenza apparait donc comme un complexe
protéique polyvalent, qui assure des activités multiples vis-a-vis des ARN viraux, dont la
coordination temporelle est essentielle au déroulement du cycle viral. Jusqu'a présent,
les mécanismes a la base de ces différentes activités et de leur régulation étaient peu
compris au niveau moléculaire. Les activités de transcription et de réplication de la
polymérase virale sont supposées étre dépendantes a la fois de ses caractéristiques
intrinseques et de ses interactions avec différents facteurs cellulaires et viraux. Cette
notion n’est cependant soutenue que par un petit nombre de résultats expérimentaux,
en raison notamment du manque d’information concernant la structure du complexe
polymérase. En effet, on connaissait jusqu’a récemment uniquement la structure de
sous-domaines de protéines virales: pour la protéine PA, les domaines N-terminal
endonucléase (PA-ENDO) et le domaine C-terminal associé aux 16 acides aminés (aa) N-
terminaux de la protéine PB1 [8, 9], et pour la protéine PB2, le domaine de fixation a la
coiffe (PB2-CAP, [10]), les deux domaines C-terminaux, désignés domaine 627-K et
domaine du signal de localisation nucléaire (PB2-NLS) [11, 12], et I'extrémité N-
terminale en complexe avec I'extrémité C-terminale de PB1 [13]. Aucune information
n’était disponible concernant la structure de PB1, en dehors de ses extrémités N et C-
terminales en association respectivement avec des domaines de PA et de PB2. La
résolution atomique de plusieurs structures cristallographiques du complexe
polymérase de virus influenza été publiée dans un laps de temps remarquablement



90

91

92

93

94

95

96

97

98

99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137

court, concluant de nombreux essais infructueux dus a la difficulté de produire les unités
purifiées de la polymérase virale en quantité suffisante pour étre cristallisées [14-17].
Deux articles, publiés dans le numéro du 18 décembre 2014 de « Nature », ont décrit la
structure de la polymérase de virus influenza co-cristallisée avec des oligonucléotides
synthétiques mimant le promoteur viral, représentant les extrémités 3’ et 5’ d’'un
segment d’ARN viral. L'une de ces polymérases était issue d’un virus influenza A de la
chauve-souris [16], I'autre d’un virus influenza B humain [15]. La structure de 'ARN
polymérase d'un virus influenza de type C humain a été publiée par la suite sans ARN
viral associé (apo-polymérase flu C ou apo-fluC) [14]. Enfin, au début de I'année 2016, la
publication de la structure d’'une polymérase d'un virus influenza B humain associée a
une extrémité 5’ d'un cARN viral vint compléter ces données [17]. Ces études ont tout
d’abord grandement implémenté nos connaissances sur les mécanismes impliqués dans
la capture de coiffe et dans la polymérisation de I'’ARN, dépendante ou indépendante
d’amorce. Ces aspects mécanistiques sont passés en revue dans le contexte plus large
des ARN polymérases dépendantes de I’ARN des virus segmentés a ARN négatifs [18].
Prises dans leur ensemble, ces études structurales ont également permis réaliser
instantanément que le complexe polymérase peut adopter des conformations variées
(figure 1-a). Nous décrirons dans cet article de revue les caractéristiques principales
mises en évidence pour les différentes structures de I’ARN polymérase des virus
infuenza, puis nous présenterons ce que ces connaissances apportent a notre
compréhension des interactions entre la polymérase virale et les facteurs cellulaires ou
viraux.

Le cceur invariant de la RpRd.

La RpRd virale s’organise autour d’un cceur invariant, composé de la protéine
PB1, de la partie N-terminale de PB2 (PB2-N) et C-terminale de PA (PA-C) (Figure 1-b).
La partie centrale de la sous-unité PB1 adopte une conformation typique des ARN-
polymérases-ARN-dépendantes (cceur RpRd), pouvant s’apparenter a la forme d'une
main [19]: elle contient une paume portant les motifs fonctionnels de polymérisation de
I’ARN, entourée de part et d’autre par les doigts et le pouce. La polymérisation des brins
d’ARN s’effectue dans une large cavité interne, appelée chambre catalytique. Une boucle
d’amorgage, impliquée dans l'initiation de la synthese non amorcée des ARNs [20],
émerge de la cavité centrale a partir du pouce de PB1 (Figure 2-a). Le coeur RpRd de la
protéine PB1 est flanqué de chaque c6té par PB2-N et PA-C (Figure 2-b), avec un
entrelacement extensif des trois sous-unités de la polymérase. Les études
cristallographiques antérieures appliquées a des sous-domaines des protéines de
réplication [9, 13, 21] avaient amplement sous-estimé la surface enfouie des sous-unités
constituant la RpRd. Cette derniere s’avere former une structure compacte, de laquelle
émerge un feuillet 3 de PB1 contenant le signal de localisation nucléaire bipartite des
protéines PB1 des virus influenza A et B (Figure 2-b).

La fixation du promoteur viral au cceur de la polymérase.

Les polymérases des virus influenza A de chauve-souris (fluA) et influenza B
humain (fluB) ont été cristallisées associées a des extrémités 3’ et 5 d'un VARN,
fournissant une image de la fixation du promoteur viral a la polymérase. La région
distale du promoteur est appariée en une molécule d’ARN double brin, et ne se lie pas a
la polymérase, alors que les extrémités 3’ et 5’ sont simple-brin (figure 3-a) et se fixent a
différentes interfaces du complexe polymérase.
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La liaison du 3'vARN implique les trois sous-unités de la polymérase et de
nombreuses interactions spécifiques ARN-protéine (figure 3-b). L’extrémité 3’ du vARN
adopte une forme d’arc, avec sa partie terminale 3’ proche de la région distale double
brin du promoteur (figure 3-c). Pour entrer dans le site catalytique, 'extrémité 3’ de du
VARN telle qu’elle a été cristallisée est supposée changer d’orientation, ce qui
impliquerait une modification conformationelle de I’ARN-polymérase au niveau des
interfaces de liaison a I’ARN. L’extrémité 5’ du vARN forme grace a des appariements
intra-brin une structure en épingle, conformément a ce qui avait été prédit dans des
études précédentes [22]. Elle se lie a une poche formée par les sous-unités PB1 et PA via
de nombreuses interactions entre acides-aminés et bases (figure 3-d). Les liaisons sont
les mémes qu'’il s’agisse d'un 5’'vARN ou 5c’ARN [17]. Il est a noter que la liaison des
VvARN au corps de la polymérase fait partie intégrante de sa structure.

Les différents agencements des domaines de la RpRd.

Les deux derniers tiers de la protéine PB2 (PB2-C), et le domaine endonucléase
N-terminal de PA (PA-ENDO) sont agencés de maniere distincte selon la structure de la
polymérase. Cela entraine des différences dans la forme globale de I’ARN polymérase
virale (figure 1-a), et souligne une plasticité notable autour du corps central de la
polymérase. Ces domaines sont donc probablement des acteurs majeurs de la versatilité
de la polymérase virale. Plusieurs sous-domaines sont identifiables dans PB2-C : sous-
domaine central (milieu), liaison a la coiffe (CAP), la charniéere cap-627, sous-domaine
contenant I'acide aminé 627 (627) et le signal de localisation nucléaire (NLS) [17]. Bien
que la structure des sous-domaines de PB2-C soit similaire dans les différentes
configurations de la RpRd, ces derniers different dans leur positionnement relatif. Les
sous-domaines central et cap-627 forment une structure rigide autour de laquelle
s’articulent différemment les sous-domaines 627 et CAP (figure 4). Il apparait donc que
la sous-unité PB2 adopte des conformations distinctes selon les configurations de la
polymérase. Notons qu'une conformation similaire de PB2 est observée dans la
polymérase fixée a une extrémité 5’°cARN, dans I'apo-polymérase, et dans le domaine
PB2-C isolé (pdb 5FMM and pdb 5FML) [17], en dehors du domaine NLS non résolu dans
ce dernier.

La conformation compétente pour la transcription.

La polymérase adopte une conformation en U lorsqu’elle est liée a un vARN 5’+3’
mimant un promoteur viral (pdb 4WSB et pdb 4WSA)[15, 16], ou uniquement a un
VARN 5’ (pdb 5FMZ,[17]) (figure 1).

Dans cette conformation, les domaines PB2-CAP et PA-ENDO forment des
protrusions qui se font face de part et d’autre d’'un canal exposé aux solvants, dont
'entrée rejoint le centre catalytique au coeur de la polymérase (figure 5-a).

Deux positions alternatives peuvent étre distinguées pour le domaine PB2-CAP.
Dans la structure de la polymérase du virus influenza A de chauve-souris, le site de
fixation a la coiffe au sein du domaine PB2-CAP pointe vers le domaine endonucléase de
PA de l'autre c6té du canal les séparant (Figure 5-a). Dans cette orientation, la fixation
de la coiffe d'un ARN pré-messager au domaine PB2-CAP ameéne les nucléotides entre la
10ieme et 15i¢me position en face du site catalytique du domaine endonucléase de PA, ce
qui est compatible avec un clivage entre ces positions. Ceci est en accord avec les
longueurs observées pour les oligonucléotides libérés apres clivage par PA.

Dans la structure de la polymérase du virus influenza B fixé au promoteur viral, le
domaine CAP de PB2 est dévié de 70 A par rapport a sa position dans la polymérase
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influenza A de chauve-souris, de telle maniere que le site de fixation a la coiffe de PB2
soit dirigé vers le site catalytique de la polymérase, détourné du domaine endonucléase
de PA (figure 5-a et 5-b). Cette configuration est compatible avec I'entrée de I'extrémité
3’ de l'oligonucléotide coiffé dans le centre catalytique de la polymérase. Elle est ainsi
supposée correspondre a la polymérase virale compétente pour l'initiation de la
synthese dépendante de coiffe des ARNm viraux [15]. Les différences de structure entre
les deux polymérase liées au promoteur viral suggere qu'un changement
conformationnel intervient au cours de la transcription des ARNm viraux [15].

La position d'un produit d’élongation de la transcription, un duplex ARN
matrice/transcrit, a pu étre modélisé dans la polymérase influenza d’apres celle de la
polymérase du virus la polio [23]. On peut observer alors que la sortie du brin matrice
de VARN serait bloquée par des hélices o de PB2-N, désignées comme le « couvercle
hélical ». Ce couvercle hélical interviendrait dans la séparation des brins
matrice/transcrit, qui sortiraient de la polymérase par des canaux différents [23]. Le
brin d’ARN transcrit sortirait du cceur catalytique de la polymérase entre les domaines
PB2-CAP et PB2-627 [15] (figure 5-c). A la fin du processus d’élongation, la progression
du brin matrice dans le site catalytique serait bloquée par la fixation de son extrémité 5’
a la polymérase. La séquence poly-U située 17 a 22 nt en amont de l'extrémité 5’ serait
alors retenue dans le site catalytique, ce qui géneérerait 'addition de poly A a TARNm
viral [24].

Les conformations liées au 5’cARN et apo-polymérase.

L’agencement de la protéine PB2 est totalement différent dans la polymérase
virale fixée a l'extrémité 5’ d’'un cARN viral [17]. On remarque en particulier un
déplacement important des domaines PB2-627 et PB2-NLS par rapport a la polymérase
compétente pour la transcription (figure 6-a). Dans cette configuration, le domaine PB2-
CAP est en contact avec la protéine PB1 et avec la charniere cap-627 de PB2.

Le site de fixation a la coiffe est ainsi positionné contre la charniere cap-627, et
n’est pas accessible (figure 6-b). Une organisation similaire de la protéine PB2 est
observée pour l'apo-polymérase du virus influenza de type C (figure 6-a) [14].
L’obstruction du site de fixation a la coiffe de PB2 suggere une activité de capture de
coiffe entravée, ce qui a été vérifié expérimentalement [14, 17]. Cela interdit donc la
synthese dépendante d’amorce des ARNm viraux. Au contraire, dans sa configuration
liée a un 5’ cARN, la polymérase catalyserait la synthése d’'un vARN a partir d'un cARN
pour la réplication [17]. En l'absence d’ARN, I'apo-polymérase adopterait une
conformation « fermée » [14]. Elle pourrait néanmoins catalyser la réplication apres
stabilisation de la boucle d’amorcage, apparue non-structurée dans le cristal obtenu
[14].

Dans la polymérase associée au 5’ cARN, le domaine NLS de PB2 est apposé a PA-
ENDO, via une large interface d’interaction. Un tel agencement implique la rotation de
PA-ENDO par rapport a la polymérase associée au promoteur. Dans cette configuration,
domaine NLS de PB2 est éloigné du domaine PB2-627. Dans 'apo-polymérase fluC, des
interactions similaires existent entre PB2-NLS et PA-ENDO (P3 dans fluC), suivant une
orientation telle que le PB2-NLS est proche de PB2-627 (figure 6-a).

La remarquable flexibilité de la polymérase des virus influenza.

La résolution de plusieurs structures cristallographiques distinctes pour la
polymérase des virus influenza souligne en premier lieu une organisation différente de
la polymérase virale associée au promoteur, associée au 5’ cARN, ou sans ARN. Le
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comportement en solution de différents complexes polymérases a de plus mis en
évidence des degrés variables de compaction [17]. L’apo-polymérase, et un complexe
polymérase associé uniquement a 'extrémité 3’ du vARN présentent une conformation
étendue. Toutes deux semblent étre flexibles, d’apres I'hétérogénéité conformationnelle
qu’elles présentent en solution. Les formes de la polymérase associées a une extrémité
5’'RNA sont plus compactes en solution. La liaison a haute affinité d’'une extrémité
5'vARN (de l'ordre de 2nM [25]) ou 5’cARN induirait donc une compaction de la
polymérase en une structure plus rigide, dont la conformation serait déterminée par le
type d’extrémité 5’ (5'vVARN ou 5°cARN) fixée [17]. Une gamme plus importante de
conformations alternatives a été mise en évidence par des expériences de réticulation
chimique (« cross-linking »). Les modules structuraux de PB2-C (central, CAP, charniere
cap-627, 627 et NLS) semblent adopter des agencements variés, et au niveau
intramoléculaire, et par rapport aux autres sous unités du complexe polymérase PB1
[17].

La formation potentielle d’oligomeres de RpRd.

Un niveau supplémentaire de complexité provient de la formation potentielle d’homo-
oligomeres par les trimeres constituant la RpRd.

En effet, a I'examen cryomicroscopie électronique, un complexe polymérase dépourvu
du domaine C-terminal de PB2 (contenant PB2 N 1-130), désigné sous-complexe I,
s'assemble en dimeéres en solution, et forme des tétrameres apres fixation des
extrémités 5’'vARN ou 5'cARN [26]. D’apres ces résultats, la fixation du promoteur a la
polymérase régulerait le degré d’oligomérisation du complexe polymérase. Le niveau de
résolution obtenu dans ces études a permis de déterminer les interfaces
d’oligomérisation, sans pouvoir cependant préciser la localisation des acides aminés
(aa) impliqués n’a pas été possible. L'interface de dimérisation implique des hélices a
issues des domaines PA-C (aa 292/291 a 355/352, coordonnées pour les virus humains
fluA H5N1 et fluB respectivement) et PB2-N (hélices attribuées aux aa 86/88-130/132
pour H5N flu A et flu B humains, respectivement [26]). Ces hélices sont adjacentes dans
les structures dérivées de la cryomicroscopie électronique (figure 7-a) [26]. La
formation de tétrameres serait due a une interaction plus faible, impliquant
principalement les doigt a hélicaux de PB1-N. L'interface de cette interaction n’est pas
précisément caractérisée, en dehors de la participation des aa 180-205 et 355-375 de
PB1.

L’oligomérisation du complexe polymérase est compatible avec le modele de trans-
réplication. Ce dernier propose qu'un complexe apo-polymérase, recruté a I'extrémité
5'cARN d’une RNP par l'intermédiaire d’interactions avec le complexe polymérase
associé a cette RNP, appelée polymérase « résidente », catalyse la réplication du brin
ARN matrice [27]. Au contraire, la synthése de I’ARNm viral serait effectuée par la
polymérase résidente (conformation cis) [4, 27]. Des transitions dans I'état
d’oligomérisation pourraient participer a la régulation entre activités de transcription et
de réplication de la polymérase. La conformation compatible avec la formation de
dimeres et tétrameres devrait donc correspondre a I’état actif pour la réplication [26],
soit potentiellement la polymérase associée au 5'cARN et I'apo-polymérase. Cependant
dans ces deux conformations, les hélices a de PB2 et de PA prenant part a
'oligomérisation ne sont pas contigués. De plus, les hélices o« de PB2 sont partiellement
recouvertes et ne sont donc pas entierement accessibles a la surface de la polymérase
(figure 7-b). Les structures cristallographiques obtenues jusqu’a présent ne sont donc
pas conciliables avec le modele de cryomicroscopie électronique pour la formation de
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dimeres y compris la conformation de la polymérase associée au promoteur viral. On
peut néanmoins supposer l'existence de conformations compatibles avec la formation
de dimeres, et, éventuellement, de tétrameres, mais elles n’ont pas encore été
objectivées dans un cristal a cause de la flexibilité de la polymérase.

La polymérase dans le contexte de la RNP.

L’entité fonctionnelle des virus influenza pour la transcription/réplication est la
RNP. L’assemblage des segments d’ARN viraux en RNP est essentiel au processus de
réplication, qui requiert la fixation de la protéine NP aux brins vARN et cARN néo-
synthétisés. Au contraire, les ARNm viraux naissant ne sont pas associés a NP au cours
du processus de transcription. Que ce soit pour la réplication ou la transcription, on
pense que les protéines NP sont localement dissociées de '’ARN matrice pour permettre
son entrée dans le site catalytique de la polymérase, et y sont réassociées des sa sortie. Il
a également été proposé que les NP soient impliquées dans la régulation de la transition
entre activités de transcription et de réplication de la polymérase [28].

La reconstitution tridimensionnelle d'une mini-RNP comprenant des
segments VARN raccourcis a partir d'images de cryomicroscopie électronique montre
des contacts protéiques entre les monomeres de NP adjacents au promoteur et le
complexe polymérase, sans identifier précisément les interfaces d’interaction au niveau
moléculaire [29,30]. Néanmoins, la structure suggere des interactions entre les sous
unités PB1 et PB2 et les deux molécules de NP adjacentes au complexe polymérase fixé
au promoteur. Ces données sont en accord avec des études précédentes, qui avaient
montré des interactions entre NP et PB1, PB2 mais pas avec PA [31,32]. En modélisant la
structure de la polymérase dans le modele de mini-RNP, l'interface d’interaction entre
PB1 et NP a pu étre située au niveau du ruban (3 flexible de PB1 dépassant du cceur de la
polymérase, qui contient le signal de localisation nucléaire de PB1, au moins chez les
virus influenza A et B, et participe a l'interface de liaison de la polymérase avec les
extrémités 3’ des vARN [15]. Dans les conformations liées au promoteur viral, ce ruban f3
se projette a distance du cceur de la polymérase (figure 8-a), et pourrait se localiser a
proximité de la NP adjacente au promoteur. En I'absence du 3’ d’'un vARN, il est replié
contre le cceur de la polymérase [15,17].

La sous-unité PB2 manque de densité électronique dans la structure pseudo-
atomique de mini-RNP, et seules les premieres hélices a (aa 1-24) peuvent étre ajustées
sur la structure mini-RNP, ce qui indique qu’elles sont proches d'un monomere de NP
[15]. Ces hélices a N-terminales de PB2 sont systématiquement a la surface de la
polymérase, proches du ruban (3 de PB1 qui lie 'autre monomere de NP (figure 8-a).
Elles correspondent également a 'interface d’interaction PB2-N/PB1-C résolue a partir
de domaines isolés [13], ce qui pourrait expliquer qu'un recouvrement ait été détecté
entre les domaines d’interactions avec PB1 et avec NP dans la protéine PB2 [33]. Les
hélices o N-terminales de PB2 sont proches du site de sortie des ARN matrices (figure 8-
b), ce qui suggere qu’elles constituent des interfaces de liaison a NP potentiellement
importantes pour la liaison de NP sur I’ARN matrice sortant (figure 8-b). D’autres
surfaces d’interactions entre PB2 et NP ont été observées sur la structure mini-RNP
mais n’ont pu étre cartographiées [29,30].

Une interface d’interaction avec NP a de plus été détectée a l'opposé de la
polymérase, au niveau du domaine 627K de PB2 [32,33]. Les acides aminés 627
(généralement K dans les polymérases adaptées a 'homme, E dans les polymérases
d’origine aviaire) et 630 de PB2 qui sont importants pour l'’adaptation a I’hdte
moduleraient la liaison de PB2 avec NP et affecteraient les activités de la RNP selon un
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travail [32], mais non confirmé par d’autres auteurs [34]. Dans la configuration de la
polymérase liée au 5'cARN, le domaine 627K est tres accessible, formant une
protubérance avec les aa 627 et 630 bien exposés. En considérant cette configuration
active pour la synthese des cARN en vARN, on peut supposer que la liaison de NP au
domaine 627K de PB2 est impliquée dans la fixation des protéines NP sur les brins
répliqués de vARN. Ceci impliquerait que la sortie des brins de vARN naissants soit
proche du domaine 627K de PB2. On peut alors postuler que les brins répliqués de vARN
empruntent le tunnel délimité d’un c6té par les domaines PB2-NLS/PA-ENDO, de I'autre
coté par les sous-domaines milieu, et charniere coiffe-627K de PB2-C (figure 8-b). Le
domaine 627K est plus accolé au cceur de la polymérase dans d’autres conformations de
la polymérase, ce qui suggere une flexibilité et une surface d’interaction avec NP
réduites (figure 8-b).

Les acides aminés impliqués dans 'adaptation a I'hote.
L’adaptation des virus influenza A aux mammiferes est un domaine de recherche

en pleine expansion, et il a été montré que de nombreux aa sont impliqués dans les
processus d’adaptation a I'hdte. Un certain nombre d’aa de la polymérase ont été
identifiés comme étant soumis a des pressions d’adaptation : 24 dans PB2, 6 dans PB1 et
3 dans PA [35,36]. On pense que ces aa, que nous appellerons aa d’adaptation,
optimisent les interactions du complexe polymérase avec les facteurs du nouvel hote.
Bien que les questions de spécificité d’hote soient plus pertinentes pour les virus
influenza A, la position des aa d’adaptation sera présentée pour les structures de la
polymérase du virus influenza B car elles sont les seules qui permettent de comparer les
conformations compétentes pour la transcription et celles liées a une extrémité 5° d'un
cARN. Etant donné leur grande similarité, on admettra que les aa d’adaptation ont des
positions similaires dans les structures des polymérases des virus influenza A et B.

Dans PA, deux aa qui jouent un role dans I'adaptation a I'hote (M352 et G548
pour fluB, R356 et T552 pour fluA) sont localisés a la surface du cceur de la polymérase,
un troisieme est exposé a la surface du domaine endonucléase (fluB E98, fluA T97)
(figure 9). Pour PB1, six aa d’adaptation ont été décrits, deux sont exposés a la surface
de la polymérase (fluB 52K, 583K; fluA 52K, 584K), alors que les autres sont a I'intérieur
(105A et 516V pour fluB, 105N et 517V pour fluA). Par ailleurs I'aa 13P (pour fluA et
fluB) est caché dans la conformation transcription mais bien exposé dans la
conformation associée au 5’°cARN, alors que l'inverse s’applique a un autre aa (D677
fluB, S678 (fluA) (figure 9-a). Ces aa pourraient étre accessibles pour des interactions
avec les facteurs de I'hOte contribuant respectivement a la réplication et a la
transcription des segments vVARN dans les cellules humaines. La plupart des mutations
d’adaptation concernent la sous-unité PB2. Dans sa partie N-terminale, dans le cceur de
la polymérase, plusieurs aa impliqués dans le processus d’adaptation tapissent
'interface d'interaction avec PB1 (figure 9-b). Ces aa pourraient étre impliqués dans des
interactions de la sous-unité PB2 isolée avec les facteurs de 'hote, ou étre nécessaires
pour la formation efficace d'un complexe polymérase via des interactions optimisées
avec une sous-unité PB1 adaptée aux mammiferes. De telles mutations ne sont
cependant pas observées au niveau des interfaces d’interaction entre sous-unités sur les
protéines PB1 et PA. Les mutations d’adaptation localisées dans la partie C-terminale de
PB2, domaines 627K et NLS, ie. E570/T569, M589/T588, Q592/R591, K627 /K627,
Q664/M661, R686/G682, D705/D701, P706/K702 (coordonnées pour fluB/fluA), sont
majoritairement a la surface. Leur exposition pourrait cependant varier en fonction de la
conformation de la polymérase. Dans la conformation compétente pour la transcription
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(figure 9-c, gauche), seul 'aa E570 est facilement accessible car tourné vers I'extérieur
de la structure de la polymérase, alors que les aa M589/Q592 /K627 forment un groupe
relativement enfoncé dans le tunnel de sortie des ARNm, et R686 est proche de la sous-
unité PA (figure 9-c). L’aa D705 (fluB) D701 (fluA) est bien exposé sur le domaine NLS
de PB2 uniquement dans la forme de la polymérase compétente pour la transcription,
ou il forme un groupe en surface avec P706 (fluB) dans le voisinage de la sous-unité PA
(figure 9-c). Un aa sous pression de sélection, Leu476, se situe dans le domaine PB2-
CAP, ce qui suggere que des mécanismes spécifiques de I'’hote pourraient étre mis en jeu
dans la reconnaissance des ARNm coiffés. L’accessibilité des aa d’adaptation est plus
évidente dans la conformation de la polymérase compétente pour la réplication. En effet,
le domaine PB2-627K y a un positionnement externe, avec le groupe d’aa
M589/Q592 /K627, les aa Q664, E570 et E718 tournés vers 'extérieur (figure 9-c). Dans
cette méme conformation, deux aa d’adaptation dans PB2-C, E718 et V762, sont exposés
a la surface du NLS et apposés contre le domaine endonucléase de PA. Le peptide NLS
n’est pas résolu dans la conformation compétente pour la transcription, ce qui reflete
probablement une conformation étendue (figure 9-c). La grande accessibilité des aa
d’adaptation du domaine PB2-627K dans la conformation compétente pour la
réplication soutient I'’hypothese de leur implication dans des interactions
majoritairement impliquées dans le processus de réplication.

Les acides aminés importants pour la fixation a des facteurs de I'héte.
La polymérase des virus influenza est supposée exploiter de maniere régulée les

facteurs de la cellule hote lors de la transcription et de la réplication des vARN. De
nombreux facteurs cellulaires impliqués dans le cycle viral ont été identifiés par des
études a haut débit de suppressions ciblées par ARN interférants (siARN ou shARN) [37-
40]. Par ailleurs, I'établissement d’interactomes ont permis d’identifier des facteurs de
I’hdte comme partenaires potentiels de la polymérase [41-44]. Le recouvrement entre
partenaires putatifs identifiés par ARNi et ceux identifiés par criblage de liaison est
cependant limité. Or, seulement un petit nombre d’interactions a été précisément étudié,
et, dans la plupart des cas, sans méme savoir quelle(s) sous-unité(s) de la polymérase
est (sont) impliquée(s). La structure de la polymérase fournit aujourd’hui des éléments
de compréhension des interactions entre polymérase virale et facteurs de I'hote.

Interaction avec les importines.

Apres leur synthese dans le cytoplasme, la sous-unité PB2 d’'un c6té, le dimere PB1-PA
de l'autre, sont dirigés vers le noyau [11,45]. L'import nucléaire du dimeére PB1-PA
repose sur la liaison de PB1 a RanBP5. Cette interaction implique une interface de PB1
localisée dans le ruban {3 flexible qui sort du complexe polymérase et contient le NLS
bipartite de la protéine [46]. Dans le contexte de la RNP, le méme ruban 3 semble
engagé dans une interaction avec une des protéines NP proche du promoteur. On peut
donc supposer que ce ruban {3 est impliqué dans l'import nucléaire de PB1 par
recrutement de RanBP5 uniquement dans le contexte du dimere PB1-PA.

Cinq aa ont été décrits pour leur implication dans l'interaction entre le domaine C-
terminal de PB2 et les importines a [47]: 701D 737R, 738K, 752K et 755R (fluA) ou
705D, 740R, 741K, 756K et 759R (fluB). De plus, la liaison de PB2 aux importines a
serait impliquée dans I'efficacité de I'activité des polymérases 627K adaptées a 'homme,
indépendamment de son réle dans I'import nucléaire de PB2 [48].

Dans la forme compétente pour la réplication du complexe polymérase, le peptide C-
terminal de PB2 contenant le NLS forme une grande hélice a apposée au domaine
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endonucléase de PA, et tous les aa interagissant avec les importines a sont accessibles
hormis D705 (figure 10-a). Cependant, il a été montré que ce peptide ne doit pas étre
structuré pour se fixer efficacement aux importines o [11]. Par conséquent, I'interaction
entre PB2 et importines a doit étre interdite dans la conformation du complexe
polymérase associé au 5°cARN. Au contraire, la liaison aux importines o peut
probablement avoir lieu dans le complexe polymérase compétent pour la transcription,
ou, d’apres son manque de densité en électrons, le peptide NLS de PB2 doit étre dans un
état étendu et flexible. Ceci suggere que les importines a pourraient avoir un impact sur
le processus de transcription catalysé par la polymérase 627K adaptée a 'homme, plutot
que sur celui de la réplication. L’interaction PB2Z/importines dans la polymérase
compétente pour la transcription prendrait également part a I'import nucléaire des
VRNA entrantes, en complément cependant du role principal exercée par la protéine NP
[3]. Les isoformes des importines a sont différemment fixées par PB2 selon I'adaptation
humaine ou aviaire des virus influenza : donc l'interaction entre PB2 et les importines o
pourrait prendre part au mécanisme d’adaptation a 1'hote [49]. Cette interaction
influence probablement I'efficacité de I’entrée de la protéine PB2 isolée dans le noyau.

Interaction avec I'’ARN polymérase II cellulaire et avec le facteur modulateur de la
transcription hCLE.

Le complexe polymérase des virus influenza interagit avec le domaine C-terminal de
I’ARN polymérase II (polll) active transcriptionnellement [50]. Dans le contexte de la
VRNP, cette interaction est supposée permettre la liaison de la polymérase virale aux
ARN coiffés de I'hdte, nécessaire au processus de capture de coiffe. Une interaction
directe avec ’ARN polll a été détectée récemment, mais l'interface d’interaction sur le
complexe polymérase des virus influenza n’a pas été caractérisée [50]. Il a été proposé
que l'association de la polymérase virale avec 'ARN polll soit mise en place par
I'intermédiaire du facteur humain modulateur de la transcription, hCLE [51]. Deux
régions de PA ont été identifiées comme domaines d’interaction avec hCLE [52]. Au sein
du complexe de la polymérase virale, ces deux domaines sont positionnés dans une
poche proche du site de fixation au vARN, et ne sont donc pas accessibles (figure 10-b).
Leur role potentiel dans le recrutement de I’ARN polll pour permettre la capture de
coiffe, qui avait été initialement proposé, n’est donc pas corroboré par les données
cristallographiques. La localisation de I'interface d’interaction de PA avec hCLE suggere
plutot un role dans des processus impliqués a la fois dans la transcription et dans la
réplication.

La dégradation de I’ARN polll au cours de l'infection virale est un déterminant de la
pathogénicité, et les aa 504 de PB2 et 550 de PA (coordonnées pour FluA) semblent
impliqués dans la capacité du virus d’induire une telle dégradation [53]. L’aa 550 de PA
est localisé a coté de l'interface d’interaction avec hCLE, et est bien exposé (figure 10-b),
suggérant un lien fonctionnel entre la fixation de hCLE et I'induction de la dégradation
de ’ARN polll. L’aa 504 de PB2 est positionné sur la face opposée de la polymérase, au
niveau de la charniere cap-627 proche du site de fixation a la coiffe (figure 10-b). Etant
donnée la distance entre ces deux aa, un facteur supplémentaire pourrait étre recruté
par la polymérase virale pour induire la dégradation de I’ARN polll. Une telle
dégradation est associée avec l'augmentation de l'ubiquitination de I'ARN poll],
suggérant une interaction avec un facteur de recrutement du systéme ubiquitine-
protéasome [54]. L’'aa 504 de PB2 semble plus accessible dans la polymérase FluB
compétente pour la transcription que dans sa forme associée a un 5’'cARN, ou il est situé
dans une poche de PB2, caché dans 'apo-polymérase.
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L’identification par des études haut-débit de facteurs de I'hote associés a la RpRd.

Des facteurs de ’'hote ont été déterminés, par des études bas-débit, comme ayant
un role un role dans le cycle viral en interagissant avec la polymérase virale [3]. Plus
récemment, la cartographie a haut-débit d’interactions virus-hote a conduit a
I'identification d’'un grand nombre de facteurs cellulaires interagissant soit avec la RNP
en contexte infectieux [41, 43], soit avec des sous-unités isolées de la polymérase [38,
42, 44]. Le recouvrement entre les facteurs cellulaires identifiés dans ces différentes
études est faible. Cependant, certaines fonctions cellulaires sont plus fréquemment
retrouvées comme étant ciblées par la polymérase virale, dont les chaperons
moléculaires, le métabolisme de I’ARN et le transport nucléo-cytoplasmique. La plupart
des liens fonctionnels de ces partenaires-candidats avec les activités de la polymérase
ou de ses sous-unités isolées ne sont cependant pas connus.

Des études structurales récentes, on peut déduire les interfaces de liaison
exposées de fagon distincte selon la conformation de la polymérase. Dans la polymérase
associée au promoteur viral 5+3’, une face du domaine PB2-CAP et des aa du sous-
domaine « milieu » de PB2 forment des surfaces exposées (figure 11). Ces surfaces ne
sont pas accessibles dans la conformation liée au 5’'cARN ou dans l'apo-polymérase
(figure 11). Elles pourraient donc étre impliquées dans des interactions engagées par la
polymérase associée aux extrémités 3’+5’ de I’ARN. Ceci pourrait s’appliquer a
'interaction entre la vVRNP et rab11, qui passe par la protéine PB2 [55]. L’interaction
entre VRNP et rab11 est nécessaire a la sortie des vVRNP produites dans le cytoplasme,
elle doit donc se mettre en place avec les polymérases associées a au VARN 5'+3’. De
maniere similaire, 'hélice « 6 du domaine PA-ENDO fournit une surface bien exposée
dans la polymérase associée aux extrémités 5'+3’ ARN, et dissimulée contre le domaine
NLS de PB2 dans la configuration associée au 5’cARN (figure-11).

Le domaine PB2-627 est bien séparé du reste de la polymérase et est ainsi tres
accessible uniquement dans la polymérase associée au 5'cARN, alors que dans la
polymérase compétente pour la transcription il est contraint par des contacts avec PB1
et PA dans une position encaissée le long du tunnel de sortie des ARNm viraux (figure
11). Le domaine PB2-627 pourrait donc engager des interactions avec des facteurs
cellulaires nécessaires a I'activité de réplication de la polymérase. Par exemple, I'activité
de réplication de la polymérase en cellules humaines dépend de la présence d’une lysine
(K) en position 627 de PB2, ce qui met en jeu le facteur cellulaire ANP32 [56]. On peut
supposer que le facteur ANP32 interagit avec le domaine PB2-627K dans la
conformation associée au 5’cARN. La quatrieme hélice de PA est exposée spécifiquement
dans la conformation associée au 5'cARN, située au-dessous du peptide C-terminal
contenant le NLS de PB2, et pourrait représenter une interface de liaison pour des
facteurs cellulaires importants dans l'activité de réplication de la polymérase virale
(figure 11). Une telle interaction a été décrite entre PA et des sous-unités du complexe
humain de maintenance de mini chromosome (MCM) [57].

Plusieurs aa sont exposés dans toutes les configurations de la polymérase
déterminées jusqu’a maintenant, mais en occupant des positions variables a cause des
différences dans la disposition des domaines PB2-C et PA-ENDO. On peut donc supposer
que des interactions sous-tendant spécifiquement une des activités de la polymérase
impliquent des patrons spécifiques d’aa exposés. Au contraire, les surfaces exposées sur
le cceur de la polymérase ne varient pas ou peu selon les conformations, et engageraient
donc des interactions potentiellement impliquées dans I'’ensemble des activités de la
polymérase.
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Conclusion

Plusieurs points clefs concernant la polymérase virale des virus influenza ont été
révélés grace a la caractérisation récente de plusieurs structures.

D’un point de vie général, ces structures ont permis de caractériser le coeur
catalytique de la polymérase virale, dont la géométrie est partagée par d’autres ARN
polymérases dépendant de I’ARN, enrichissant ainsi notre connaissance de ces cceurs
catalytiques [18].

Une originalité de la polymérase des virus influenza réside dans le fait suivant :
les domaines PB2-C et PA-ENDO peuvent présenter, selon le type d’extrémités des
segments VARN associées a la polymérase, des organisations stables mais distinctes par
rapport a un ceeur dont la conformation est relativement constante.

Les conformations issues des différentes études cristallographiques
correspondent probablement a des états fonctionnels distincts de la polymérase.

Le complexe polymérase présente une tres grande flexibilité, dont les principaux
moteurs semblent étre les domaines PB2-C et PA-ENDO. Les études structurales
suggerent que des changements conformationnels sous-tendent la compétence multi-
fonctionnelle de la polymérase des virus influenza, dont les regles restent a définir. La
fixation des extrémités des ARN viraux a la polymérase semble prendre une part active
dans la détermination de sa conformation. Potentiellement, elle engendrerait des
modifications de la structure de la polymérase pouvant se transmettre aux domaines
flexibles PB2-C et PA-ENDO.

D’apres les différents patrons de motifs d’interaction exposés selon le type d’ARN
associé a la polymérase, I'association de facteurs de la cellule hote pourrait participer a
un tel remodelage conformationnel. Elle contribuerait également a la stabilisation de
différentes formes fonctionnelles de la polymérase. C’est probablement la contribution
simultanée de la fixation des VARN et de facteurs de I'h6te qui détermine chaque
conformation adoptée par le complexe polymérase, et ainsi une(ou plusieurs) de ses
activités. Les études des interactions polymérase-hote ont révélé un panel diversifié des
facteurs s’associant a la polymérase, dont un petit nombre semble avoir un role restreint
a 'une de ses activités. Les avancées réalisées dans la connaissance de la structure du
complexe polymérase des virus influenza représentent une source de grande valeur
pour l'identification des spécificités d’interaction associées a chacune des activités de la
polymérase virale.
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LEGENDE DES FIGURES

Figure 1. a. Apercu des différentes structures du complexe polymérase des virus
influenza. La forme globale des complexes polymérase dans les quatre structures
résolues est représentée, avec une position constante du cceur central. La sous-unité
PB1 est colorée en beige, PB2 en bleu, PA en vert. Les références pdb sont : la
polymérase d’un virus influenza A de chauve-souris associée a des extrémités 5’+3’ d’'un
vARN : pdb 4WSB (Pflug et al, 2014), la polymérase d’un virus influenza B humain
associée aux extrémités 5’+3’ d’'un vARN : pdb 4WSA (Reich et al., 2014) ou associée a
I'extrémité 5’ d’'un cRNA: pdb 5EPI (Thierry et al., 2016), la polymérase d’un virus
influenza C sans ARN (apo-fluC): pdb 5d9 (Hengrung et al., 2015). b. Schéma de
I'organisation des domaines des sous-unités PA/P3, PB1 et PB2. La numération est
donnée pour les polymérase des virus influenza A (fluA) de chauve-souris, influenza B
(fluB) humains et influenza C (fluC) humains comme indiqué. Les domaines hachurés
sont ceux qui font partie du cceur central de la polymérase.

Figure 2. Le cceur catalytique de la polymérase des virus influenza. a. Diagramme en
ruban de la sous-unité PB1, indiquant les modules typiques d’'une ARN polymérase
dépendante de I’ARN. Les motifs fonctionnels conservés et positionnés dans le pouce
sont colorés en violet, la boucle d’amorcage en rouge, et le signal de localisation
nucléaire bipartite de PB1 en rouille. b Schéma représentant le domaine polymérase de
la protéine PB1 de fluA, flanqué par les domaines PA-C d’'un c6té et PB2-N de l'autre.
PB1, PB2-N and PA-C sont colorés respectivement en beige, bleu et vert. Le NLS de PB1
est représenté par des spheres rouille. Le domaine polymérase est donné pour la
polymérase fluA (pbd 4WRT) qui est la seule dont la structure de la boucle d’'amorcage a
été résolue.

Figure 3. La fixation du promoteur viral a la polymérase. Toutes les images ont été
générées a partir de la structure pdb 4WRT (Reich et al,, 2014) de la polymérase fluB,
qui est la seule ou la totalité des extrémités 5’ et 3’ utilisées comme substitut du
promoteur viral sont résolues. a. Représentation des brins vARN 5’ et 3’ du promoteur,
mettant en évidence 'appariement des bases de la région distale et la configuration des
extrémités simple brin. b. Représentation de la surface de fixation du promoteur sur la
polymérase virale, montrant l'interface ARN/protéine intervenant dans la liaison de
I'extrémité 3’. c. Représentation du positionnement de 'extrémité 3’ du vARN a l'entrée
du canal putatif d’entrée du brin matrice. Ce dernier a été déduit par modélisation
d’apres la superposition avec la structure de la polymérase du virus Norwalk en
complexe avec des brins matrice et amorce du vARN (Reich et al, 2014). d
Représentation de la surface de la fixation du promoteur soulignant la liaison de la
structure en épingle a I'extrémité 5’ dans une poche formée par PB1 et PA.

Figure 4. Représentation schématique du repliement de la sous-unité PB2 dans les
configurations de la polymérase virale associée au promoteur (montrée pour la
polymérase fluB, pdb 4WSA) et associée au 5'cARN (fluB, pdb 5EPI). La représentation
séquentielle de la structure de PB2 débute par l'axe rigide constitué par les sous-
domaines charniére cap-627 (violet clair) et milieu (rose), puis CAP (bleu clair), 627
(cyan) et NLS (violet foncé), enfin la protéine PB2 entiere (PB2-N en bleu ciel). Les
extrémités N- et C-terminales de chaque polypeptide sont indiquées.

Figure 5. Les polymérases compétentes pour la transcription. a. Les structures des
polymérases flu A de chauve-souris (pdb 4WSB) et flu B humaine (pdb 4WSA), associées
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aux VARN 5’+3’, sont données avec PB2-C et PA-ENDO en représentation schématique et
le reste de la polymérase en représentation de surface. Une coiffe associée au domaine
de fixation a la coiffe de PB2 est montrée en rouge, et le site catalytique du domaine
endonucléase de PA en violet clair. Le code de couleur pour les sous-unités PB1, PB2 et
PA sont comme dans la figure 1-b. b. Vue en surface de la polymérase fluB (pdb 4WSA)
mettant en évidence l'orientation d'une coiffe liée au site de fixation a la coiffe de PB2
faisant face au centre catalytique de la polymérase. La vue passe a travers le domaine de
fixation a la coiffe de PB2 comme indiqué dans le panel a. c. Représentation de la surface
de la polymérase compétente pour la transcription (pdb 4WSA), soulignant le point de
sortie du brin matrice indiqué par la position du couvercle hélical de PB2 qui 'obstrue
(coloré en marron), et le canal de sortie putatif de ’ARNm viral.

Figure 6. Les différentes dispositions de la sous-unité PB2 dans les configurations de la
polymérase virale. a. Représentation des structures de la polymérase fluB quand elle est
associée au promoteur viral 5’+3'vARN (pdb 4WSA), ou au 5’'cARN (pdb 5EPI), et de la
polymérase fluC sans ARN (apo-fluC ,pdb 5d9) . Le cceur de la polymérase est représenté
en surface et en gris. PB2-C est représenté schématiquement en bleu clair pour PB2-
CAP, en violet clair pour la charniére cap-627 et en rose pour le milieu. Les domaines
PB2-627 (cyan) et NLS (bleu foncé) sont représentés en surface. PA-ENDO est en
représentation schématique et coloré en vert. Les structures sont représentées dans une
orientation similaire du coeur de la polymérase, pour souligner le réarrangement des
sous-domaines de PB2-C dans le complexe polymérase. b. Représentation de la surface
du domaine PB2-CAP associé a une coiffe représentée par une sphére rouge dans la
configuration de la polymérase associée a un 5'cARN, soulignant I'obstruction du site de
fixation a la coiffe par son apposition au sous-domaine charniere cap-627 de PB2.

Figure 7. La formation de dimeres a. Un dimére observé avec le sous complexe 1
polymérase fluA de H5N1 (pdb3j9). Haut : représentation schématique du dimere, PB1
est colorée en beige, PA en vert et les hélices de PB2 (attribuées aux aa 86 a 130 de la
protéine) en cyan pour le monomere 1 ou bleu pour le monomere 2. Les hélices a de PA
impliquées dans l'interface du dimere sont colorées en rose clair (monomere 1) et rose
foncé (monomere2), les hélices a de PB2 intervenant dans l'interface de dimérisation
sont colorée en cyan foncé (monomere 1) et bleu foncé (monomere 2). Les aa de PB1
proposés intervenir dans la formation de tétramere sont colorés en jaune. Bas:
'interface de dimérisation est montrée en représentation de surface, pour souligner les
contacts entre chaque monomere. b. Les éléments structuraux proposés pour l'interface
de dimerisation sont montrés en représentation de surface dans la polymérase fluA
H5N1 (pdb3j9), dans la polymérase flu B associée a un 5’cARN (pdb 5 EPI) et dans I'apo-
polymérase fluC (pdb5d9), et colorés comme dans a. Ils sont montrés avec le reste de la
polymérase en représentation schématique (gauche) et en représentation de surface
(droite) pour mettre en évidence la contiguité et l'accessibilité des hélices a
intervenantes.

Figure 8. L’interaction avec NP a. L’interface d’interaction avec NP. Le ruban 3 de PB1
interagissant avec NP est coloré en beige, le 5’-vARN ou 5’-cARN en jaune, le 3’-vARN en
orange. Les hélices o N-terminales de PB2 impliquées dans la fixation de NP sont
colorées en bleu, les hélices o C-terminales de PB1 impliquées dans linteraction
PB1/PB2, qui avait été observée a partir de domaines isolés, sont colorées en beige. La
position du NLS de PB1 dans le ruban {3 est colorée en rouge dans les polymérases fluB
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associées au 5’+3'vARN et au 5’c-ARN, mais pas dans I'apo-fluC ou il n’est pas conservé.
Le ruban {3 de PB1 et les brins d’ARN sont donnés en représentation schématique, le
reste de la polymérase en représentation de surface colorée en blanc. Les images sont
construites a partir des structures pdb 4WSA pour la polymérase fluB associée au
promoteur, pdb 5EPI pour la polymérase fluB associée au 5'cARN, pdb 5j9 pour I'apo-
fluc C polymérase. b. La localisation des interfaces d’interaction avec NP est montrée
dans la polymérase fluB associée au promoteur (gauche, pdb 4WSA), ou associée au
5’cARN (droite, pdb 5EPI) et dans 'apo-fluc C polymérase (pdb5d9). Elle est indiquée
par rapport aux tunnels de sortie putatifs des brins produits d’ARN (fleche bleue foncée
pour la sortie des ARNm, rouge pour la sortie des brins répliqués), et de la position
supposée de la sortie du brin matrice ARN indiquée par la position du couvercle hélical
de PB2 qui 'obstrue (coloré en marron). Notez que la position du tunnel de sortie putatif
du brin matrice est indiquée sur la face de la polymérase ou le brin matrice est supposé
émerger. Le domaine PB2-627K en représentation schématique est coloré en cyan, les aa
intervenant dans l'interaction avec NP sont colorés en rouge. Le groupe d’hélices a
formé par PB1C/PB2N et le ruban 3 de PB1 sont en représentation schématique.

Figure 9. Les acides aminés d’adaptation dans la polymérase a. Les aa d’adaptation de la
polymérase des virus influenza. Les aa sont montrés sur la surface des formes
compétente pour la transcription (pdb 5WSA, left) et associée au 5’cARN (pdb 5EP],
right) de la polymérase fluB. Les aa d’adaptation sont colorés en rouges pour PB2, en
violet pour PA, en marron pour PB1. b. Les aa d’adaptation de la sous-unité PB2 colorés
en rouge sont montrés dans la polymérase fluB associée au 5'cARN, dans une
représentation de la surface en transparence pour mettre en évidence les aa positionnés
le long de l'interface entre PB2 et PB1 ou PA (indiqués par des fleches). c. Les acides
aminés d’adaptation dans les domaines 627 /NLS de PB2 colorés individuellement, leur
accessibilité indiquée dans les formes compétentes pour la transcription (gauche) et
associée au 5’-cARN (droite) de la polymérase fluB.

Figure 10. Les interactions de la polymérase avec des facteurs de I'hdte. a. L'interaction
avec les importines a. Haut (gauche) représentation schématique du domaine NLS de la
polymérase fluB associée au 5’cARN (pdb 5EPI) coloré en bleu foncé, avec le reste de la
polymérase montré en représentation de surface. Les aa intervenant dans l'interaction
avec les importines a sont colorés en rouge. (droite) représentation de la surface du NLS
de PB2 dans la méme configuration de la polymérase. Bas : le domaine NLS de PB2 n’est
que partiellement résolu dans la polymérase fluB associée au promoteur (pdb 4WSA), et
est montré en représentation schématique coloré en bleu foncé. Le peptide contenant le
NLS a I'extrémité C-terminale de la protéine PB2 est représenté par une ligne pointillée
car il n’a pas de densité électronique dans cette structure, ce qui reflete un état non
structuré et flexible. b. Interaction avec hCLE. L’'interface d’interaction de PA avec le
facteur humain hCLE est montré en représentation de surface, et coloré en rouge dans la
polymérase fluB associée au promoteur ARN v5’+v3’ (pdb 4WSA). Les aa 504 de PB2 et
550 de PA impliqués dans la dégradation de I’ARN polll sont représentés par des
spheres violettes.

Figure 11 Les interfaces potentielles d’'interaction. Représentation de la surface de la
polymérase fluB associée au 5’+3’vARN (pdb4WSA, gauche) ou au 5'cARN (pdb 5EPI
droite). Les surfaces exposées spécifiquement dans la polymérase associée au
5’+3'vARN sont colorées en marron (PB2) et violet (PA), les surfaces plus exposées dans
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883 la forme associée au 5’°cARN sont colorées en saumon (PB2) et rose (PA). L'aa 627K de
884  PB2 est coloré en jaune.
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