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contréle I'incidence de cette anomalie; quant
a cette structure, elle vient d’étre élucidée par
des études de résonance magnétique nucléaire.
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sépare la tige en deux portions hélicoidales. Ce
signal pourrait favoriser le décalage de phase en
interagissant spécifiquement avec le ribosome
ou bien avec un facteur protéique hypothétique.
La caractérisation de la structure du signal sti-
mulateur définit une nouvelle cible permettant

la conception rationnelle de molécules qui, en un recodage, c’est-a-dire une anomalie de la traduction

se liant a cette cible, pourraient perturber le des ARN messagers en protéines, qui est utilisée par de

décalage de phase et, en conséquence, bloquer
la réplication virale. <

nombreux virus pour produire les enzymes nécessaires a
leur réplication. Le VIH-1 est I'un des exemples les plus
connus de virus utilisant ce recodage. Un décalage de
phase en -1 est en effet requis pour synthétiser Gag-
Pol, le précurseur des enzymes du VIH-1, c’est-a-dire la

Le virus de 'immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1)
cause le syndrome de 'immunodéficience acquise (SIDA),
une pandémie qui a déja tué 25 millions de personnes et
en a infecté 40 millions dans le monde. Malgré les succes
remportés dans le traitement du SIDA avec les agents
utilisés actuellement en clinique (inhibiteurs d’enzymes
du virus comme la protéase ou la transcriptase inverse,
inhibiteurs de I’entrée du virus), I"émergence grandis-
sante de variants viraux résistants a ces agents limite
leur utilisation [1, 2]. Il faut donc trouver de nouvelles
cibles parmi les étapes qui conduisent a la réplication du
virus. Le changement du cadre de lecture en -1 ou déca-
lage de phase en -1 (frameshift ribosomique en -1) est
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protéase, la transcriptase inverse et 'intégrase, lors de
la traduction de I’'un des ARN messagers du virus [3, 4].
La traduction du méme ARN suivant les régles classiques
conduit a la synthése de Gag, le précurseur des protéines
structurales du virus qui sont la matrice, la nucléocap-
side, la capside et la protéine pé. Seul un petit nombre
de ribosomes effectuent le décalage de phase, et I'uti-
lisation de cette stratégie permet d’obtenir une quantité
de Gag-Pol par rapport a Gag qui répond aux besoins du
virus. équipe de Telenti et la ndtre ont montré qu’une
faible diminution (environ de deux fois) de I'efficacité
du décalage de phase suffit pour handicaper séverement
la réplication du VIH-1 [5, 6]. Le décalage de phase en
-1 du VIH-1 constitue donc une cible de choix pour de
nouveaux composés anti-viraux.
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Le décalage de phase en -1 se produit au sein d’une

séquence, dite glissante, d’un ARN messager viral. |l

s’agit d’un heptanucléotide de type X XXY YYZ (ou X
peut étre A, G, Uou C, Y est Aou U, et Zest A, Uou Cetou les espaces
indiquent les codons dans le cadre de lecture initial). La description
traditionnelle du décalage de phase peut se résumer comme suit:
tout se passe comme si, lorsqu’un ribosome effectuant la traduction
atteint la séquence glissante, "ARN de transfert occupant le site
ribosomique A (c’est-a-dire I'aminoacyl-ARNt qui apporte un acide
aminé pour allonger la chafne protéique en croissance) et I’ARN de
transfert occupant le site ribosomique P (c’est-a-dire le peptidyl-
ARNt chargé de cette chaine protéique) pouvaient se désapparier de
’ARN messager, a la suite d’'une rupture des interactions entre les
codons du messager et les anticodons des ARN de transfert. Les deux
ARN de transfert pourraient ensuite se déplacer en direction 5’ et se
réapparier au messager dans le cadre de lecture -1 par rapport au
cadre de lecture initial. La séquence glissante est telle qu’elle permet
ce réappariement, en tenant compte de la flexibilité des appariements
mettant en jeu la troisieme base des codons. La séquence glissante est
suivie d’'un motif structural particulier qui agit comme signal stimu-
lateur du décalage de phase. Ce motif est le plus souvent un pseudo-
nceud, c’est-a-dire une structure complexe ou la boucle d’une tige-
boucle participe a la formation d’une seconde tige, en s’appariant a
une région complémentaire en aval du messager. La présence d’une
telle structure augmente la probabilité qu'un décalage de phase se
produise. Le mécanisme d’action des signaux stimulateurs de décalage
de phase en -1 demeure encore peu connu. Uanalyse de la structure de
pseudo-nceuds stimulant le décalage de phase en -1 chez divers virus
[7-11] a montré que des interactions spécifiques entre les boucles et
les hélices de ces pseudo-nceuds stabilisent ces structures. Cette sta-
bilisation forcerait le ribosome a s’arréter car, bien qu’il possede une
activité hélicase lui permettant en général de dérouler des structures
comme des tiges-boucles et des pseudo-nceuds [12], il aurait de la
difficulté a dérouler un pseudo-nceud stabilisé. Le messager qui est
soumis a deux tendances contradictoires, la tendance du ribosome

a le dérouler pour continuer sa progression et la résis-
tance opposée par le pseudo-nceud stabilisé, subirait
une tension qui peut étre reldchée lorsqu’il glisse en
direction 3’ [13]. Le décalage de phase serait donc en
réalité un glissement du messager en direction 3’ et non
un déplacement des ARN de transfert (Figure 1).

Pour le VIH-1, le signal stimulateur du décalage de phase
avait été défini comme une tige de 11 paires de bases,
coiffée d’une tétraboucle, localisée a une courte distance
en aval d’une séquence glissante (Figure 24). Il avait
été établi que la présence de ce signal, dénommé signal
classique, augmentait d’environ dix fois I’efficacité du
décalage de phase par rapport a la situation observée
lorsque seule la séquence glissante est présente [14, 15].
€n 2002, notre équipe et celle de Jonathan Dinman et Tariq
Rana ont montré que le signal stimulateur du VIH-1 était
plus complexe et que la séquence en aval de la tige-boucle
classique participait au phénomeéne du décalage de phase,
augmentant son efficacité d’un facteur deux. Toutefois, les
deux équipes ont proposé des structures différentes pour
ce signal. U'équipe de Dinman et Rana a proposé que le
signal stimulateur est un pseudo-nceud stabilisé par une
hélice triple formée par une interaction entre la tige clas-
sique et une portion de I’ARN messager viral [16] (Figure
2B), tandis que nous avons proposé que ce signal stimu-
lateur est une tige-boucle allongée ol une boucle asy-
métrique de trois purines sépare la portion supérieure, la
tige-boucle classique, de la portion inférieure, une courte
hélice de sept paires de bases [17] (Figure 2C). Récem-
ment, le groupe de Samuel Butcher et celui de Dominique
Fourmy ont caractérisé indépendamment la structure du
signal stimulateur du VIH-1 par résonance magnétique
nucléaire (RMN) [18, 19] et ont établi que cette structure
est une tige-boucle allongée (Figure 2D), en accord avec
nos résultats. Uanalyse par RMN a par ailleurs permis une

Figure 1. Modéle simplifié du mécanisme de décalage de phase en -1. Un ribosome traduisant un ARN messager (ARNm) viral (A) avance jusqu’a ce
qu’il rencontre un signal stimulateur en pseudo-nceud (B). Des interactions particuliéres & I'intérieur du pseudo-nceud stabilisent cette structure
et perturberaient 'activité hélicase du ribosome [12], forcant ainsi le ribosome a s’arréter au niveau de la séquence glissante (X XXY YYZ). C. Le
ribosome voudrait dérouler le pseudo-nceud qui oppose une résistance a ce déroulement. UARNm viral subirait une tension qui peut étre reldchée
lorsqu’il glisse en direction 3’. D. Une fraction des ribosomes ayant effectué le décalage de phase poursuit ensuite la traduction dans le nouveau
cadre de lecture -1. UARN de transfert amenant un acide aminé et "ARN de transfert chargé de la chaine protéique en croissance, qui occupent

respectivement les sites ribosomiques A et P, sont indiqués dans la figure.
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Figure 2. Structure du signal
D stimulateur du décalage de
phase en =1 du VIH-1. A. Tige
de 11 paires de bases, coiffée
d’une tétraboucle, initiale-
ment proposée par Jacks et
al. [14]. La séquence souli-
gnée en amont du signal cor-
respond a la séquence glis-
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sante (elle n’est pas indiquée
en Bet C). B. Structure pro-
posée par Dinman et al. [16]

&

correspondant a un pseudo-

nceud stabilisé par une hélice

triple impliquant la tige clas-
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sique (interaction indiquée en pointillé). C. Structure en tige-boucle allongée proposée par Dulude et al. [17] ol la tige-boucle supérieure (en
bleu), qui correspond & la tige-boucle classique (4), est séparée de la tige inférieure (en rouge) par une boucle asymétrique de trois purines (en
vert). D. Structure a haute résolution du signal stimulateur, obtenue par RMN (adaptée de [18]), qui confirme la structure proposée par Dulude et
al. (le code des couleurs est le méme qu’en ).

Figure 3. Modéles hypothétiques du fonctionnement du signal stimulateur du décalage de phase en -1 lors de la traduction d’un ARNm du VIH-1. A. Mo-
dele suggérant I’existence d’un facteur protéique en trans qui se lie au signal stimulateur du VIH-1. IA. Un facteur protéique trans (ballon orange)
interagirait spécifiquement avec le signal stimulateur. Cette interaction impliquerait la tige-boucle supérieure et serait favorisée par la présence de
la tige inférieure. 2A. Un ribosome qui traduit ’ARNm du VIH-1 déroulerait aisément la portion inférieure du signal. Toutefois, la liaison du facteur
trans, qui stabiliserait la portion supérieure du signal et perturberait I'activité hélicase du ribosome, bloquerait celui-ci alors que la séquence glis-
sante (encadré rouge) atteint les sites ribosomiques A et P. "ARNm serait soumis a une tension qui peut étre relachée lorsqu'’il glisse du coté 3°. 3A. Un
ribosome ayant effectué un décalage de phase traduit ensuite le nouveau cadre de lecture -1. B. Modele suggérant une interaction spécifique entre
le signal stimulateur du VIH-1 et le ribosome. Un ribosome qui traduit ’ARNm du virus (1B) rencontrerait le signal avant que la séquence glissante
atteigne les sites ribosomiques A et P (2B). Cette interaction engagerait la portion supérieure du signal et contribuerait a stabiliser cette structure.
Le role de la tige inférieure serait de favoriser une interaction adéquate entre la tige supérieure et le ribosome. 3B. Il y aurait ensuite déroulement de
la portion inférieure du signal permettant au ribosome de progresser sur ’ARNm jusqu’a ce que la séquence glissante atteigne les sites ribosomiques
A et P. Uinteraction entre le ribosome et la portion supérieure du signal stimulateur favoriserait alors le décalage de phase en -1 en s’opposant a la
progression du ribosome. 4B. Un ribosome ayant effectué un décalage de phase traduit le nouveau cadre de lecture -1.
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caractérisation approfondie du signal, montrant notamment que les tiges
inférieure et supérieure ne sont pas coaxiales mais présentent un angle
de 60° entre elles. Un tel angle, en imposant une orientation précise entre
les deux portions hélicoidales du signal stimulateur, pourrait favoriser une
interaction spécifique avec un autre partenaire.

Quelles informations pouvons-nous obtenir a partir de la caractérisation
de la structure du signal stimulateur du décalage de phase en -1 du
VIH-1? Ce signal stimulateur, méme s’il est plus complexe que la courte
tige-boucle définie auparavant, ne devrait pas présenter un obstacle
important au cheminement du ribosome et semble facile a dérouler. Pour
expliquer qu’un tel signal puisse favoriser un décalage de phase, nous
pouvons proposer que ce signal lie spécifiquement un facteur protéique
en trans qui le stabilise et qui s’oppose a I'activité hélicase du ribosome
(Figure 3A). Ce facteur trans hypothétique pourrait interagir avec la por-
tion supérieure du signal, la région qui joue un réle prépondérant dans
la stimulation du décalage de phase. L'orientation de la tige supérieure
imposée par la portion inférieure du signal contribuerait a favoriser
Iinteraction avec le facteur trans. Une autre explication pour le fonc-
tionnement du signal stimulateur du VIH-1 serait qu’il interagisse exclu-
sivement avec le ribosome (Figure 38). Cette interaction engagerait la
portion supérieure du signal et contribuerait a stabiliser cette structure.
Le rdle de la tige inférieure serait de promouvoir une interaction adé-
quate entre le ribosome et la tige supérieure en orientant favorablement
cette derniére. Les deux modeles présentés sont toutefois spéculatifs et
la compréhension du mécanisme de décalage de phase en -1 et du rdle
du signal stimulateur du VIH-1 exige davantage de travaux.

Uobtention de la structure a haute résolution du signal stimulateur du
VIH-1 permet maintenant la conception rationnelle de médicaments anti-
viraux. Ces médicaments pourraient étre de petites molécules, comme, par
exemple, de courts peptides, qui, en se liant au signal stimulateur, I'em-
pécheraient d’interagir soit avec le ribosome soit avec le facteur protéique
dont nous avons suggéré I'existence. Le signal stimulateur serait alors
incapable de provoquer le décalage de phase et, donc, la synthése des
enzymes du virus. Le virus ne pourrait plus se répliquer. ¢
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SUMMARY

The structure of the frameshift stimulatory signal

in HIV-1 RNA: a potential target for the treatment

of patients infected with HIV

Ribosomal frameshift is used by HIV-1 to synthesize the precursor of its
enzymes. The frameshift stimulator is a peculiar structure in the viral
messenger RNA coding for this precursor, which increases the proba-
bility that this frameshift occurs. It was proposed to be either a triplex
structure or an irregular stem-loop. Recently, two NMR groups inde-
pendently showed that the frameshift stimulatory signal of HIV-1is an
extended stem-loop, with an internal three-purine bulge separating
two helical regions. However, it remains unclear how such a structure
promotes frameshifting. It is proposed that frameshifting results from

M/Sn° 11, vol. 22, novembre 2006

a specific interaction between the stimulatory signal

and either a hypothetical protein factor or the ribosome.

The characterization of the structure of the frameshift

stimulatory signal paves the way to the rational design

of novel antiviral drugs, which, by binding to this signal,

could interfere with frameshifting and viral replica-
tion. ¢
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