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Le complexe nsp14:nsp10 du SARS-CoV-2
stabilisé par un nanobody

● Le Complexe de Réplication / Transcription (RTC) du génome viral des Coronavirus possède un système de correction des erreurs médié par une exonucléase (ExoN) 
● Cette fonction ExoN est portée par la protéine non structurale 14 (nsp14) sur sa partie N-terminale, et régulée par un co-facteur la protéine non structurale 10 (nsp10)
● Nsp14 est une protéine multi-domaines bi-fonctionnelle et possède en C-terminal un domaine N7-Méthyltransferase (MTase) impliqué dans le processus de formation de la coiffe des ARN viraux (ARNv)
● Ces deux activités enzymatiques font de la nsp14 une cible thérapeutique intéressante dans la lutte contre les Coronavirus  (ciblant soit le domaine Mtase, soit ExoN ou les deux)
● L’obtention d’une structure à haute résolution par cristallogenèse de la NSP14 en entier permettrait notamment des essais de docking et de co-cristallisation permettant la recherche d’inhibiteurs

 Abstract 

 Objectifs 
● Produire des VHHs anti-NSP14 de SARS-CoV-2 pour réduire la flexibilité du complexe nsp14:nsp10
● Analyser l’affinité des VHHs obtenus contre la NSP14 et du complexe NSP14/NSP10
● Réaliser des essais enzymatiques sur les activités ExoN et N7-Met en présence des VHHs obtenus
● Tester l’influence des VHHs obtenus sur la cristallisation de la NSP14 et du complexe NSP14/NSP10
● Développer un protocole de cristallisation de NSP14 pour réaliser des co-cristallisation avec des inhibiteurs potentiels

= NSP13 

= NSP12 
(Niran) 
+ NSP9 

= NSP14 

= NSP16
/NSP10 

 Activité N7-Met : Voie pour la coiffe des ARN + 
B 

● La figure A décrit le mécanisme global pour l’ajout 
de la coiffe sur les ARN

● La figure B décrit les modifications 
successivement faite pour la création de la coiffe
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 Activité ExoN : Excision des mésappariements 

 Production des VHH anti-NSP14 de SARS-CoV-2 

 Premiers essais d’interactions en BLI (Bio-layer interferometry) 

 Caractérisation de l’effet des VHHs sur l’activité ExoN du complexe NSP14/NSP10 

● Il ne semble pas y avoir de différence significative 

de la dégradation du Hp par le complexe 

NSP14/NSP10 en présence de VHHx.
● Le même résultat a été constaté en ajoutant 20x 

plus de VHHx que de complexe NSP14/NSP10

● Il a été constaté qu’il fallait environ 35 fois plus de 

NSP14 seule pour avoir une activité de 

dégradation similaire à celle du complexe entier, 

ce qui est cohérent avec la littérature

● Sur la NSP14 seule en présence du VHH1, il a été 

observé une légère activité constante, peu importe 

la quantité de NSP14
● Pour l’ajoute du VHH2 à la NSP14 seule, il a été 

observé une forte activité de dégradation dégénéré 

● Les différents complexes ont été assemblés à RT, puis 

purifiés sur une colonne 10/300GL Superdex 200, avant 

d’être à nouveau concentrés

● Le complexe NSP14/NSP10/VHH1 semble avoir une 

homogénéité relative 

● Le VHH1 seul semble très homogène

● La NSP14 seul semble alterner entre une forme très 

majoritaire en monomère et un dimère très minoritaire

● Le complexe NSP14/VHH1 semble avoir des meilleurs 

homogénéité et stabilité dans le temps

● Des essais de cristallogenèse sur des screenings commerciaux ont été réalisés avec :
● La protéine NSP14 seule
● Le complexe NSP14/NSP10
● Le complexe NSP14/NSP10/VHH1 (figure A)
● Le complexe NSP14/VHH1 (figure B)

● Seules les deux dernières conditions ont permis l’obtention de cristaux
● Et seule la dernière condition l’a permise dans des gouttes clairs (Figure B)
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 Premiers essais de cristallogenèse & essais de diffraction 

● Les premières données collectées ont permis de faire un premier 

modèle à basse résolution de la NSP14 en entier,  stabilisé par 

nanobody. Celui ci sera enrichi par les prochaines optimisations 

● Les optimisations de la cristallisation de NSP14 de SARS-CoV-2 

en entier se poursuivent, notamment sur les conditions de 

cristallogenèse et de cryo-protection

● Une expérience de SAXS va également être réalisée sur la NSP14 

pour connaître les épitopes reconnus respectivement par les 3 

VHH obtenus

 Perspectives 

 Conclusions 

 Problématiques 
● Plusieurs essais de cristallisation du complexe nsp14:nsp10 ont été menés, mais 

contrairement à SARS-CoV-1, aucune condition de cristallogenèse du complexe ou de 

la NSP14 seule entière n’a encore été publiée

● Cela est certainement dû à une trop grande flexibilité entre les domaines ExoN et N7-

Met de nsp14, et à un domaine amino-terminal peu structuré en l’absence de nsp10

● Trois nanobodies obtenus ont été caractérisés en BLI 
● Seul le VHH1 a été sélectionné pour sa faible dissociation au cours du temps pour la cristallogenèse
● Le VHH1 a un Kd de 2nM contre la NSP14 seule estimée en BLI, et 6nM pour le VHH2
● Les premiers cristaux diffractés ont permis d’obtenir une structure de nsp14 seule et entière à 3,4Å
● D’autres essais d’optimisation des conditions de cristallogenèse et de cryo-protection sont en cours
● Une analyse de l’influence des VHHs sur l’activité des ExoN a été réalisée

Résultat : VHHs/NSP14 contre NSP10

Résultat : VHHs contre NSP14/NSP10

● Résultats : Les VHH 1 et 2 semblent bien fixer la NSP14 mais 

avec une dissociation beaucoup plus lente pour le VHH1
● L’ajout de NSP10 ou la fixation du complexe 14/10 laisse 

supposer que les VHHs entrent en compétition avec la NSP10

Tampon réactionnel : 
400 mM Tris pH 8, 
2mM MgCl2, 50 mM DTT, 
4.Hp_A 0,1mM

 Première structure & poursuite des optimisations 

VHH1 
14KDa

NSP14 
62KDa

NSP14
/VHH1
76KDa

MALS réalisé sur une colonne 10/300GL Superdex 200

MALS: Complexe NSP14/NSP10/VHH1

MALS: Complexe NSP14/VHH1

MALS réalisé sur une colonne 10/300GL Superose6

 Homogénéité des complexes : SEC-MALS 

B 

A 

● La structure des cristaux avec NSP14/NSP10/VHH1 ont montré que seules NSP14/VHH1 

étaient en réalité cristallisées

● Au cours des optimisations : 
● À des cristaux qui diffractaient à basse résolution jusqu’à 6Å
● Puis des cristaux qui diffractaient entre 4,5 et 4Å, légèrement maclés
● Et maintenant, nous avons des cristaux qui diffractent entre 3,5 et 3Å

● Une expérience de SAXS de la NSP14 contre chacun des 3 VHH va être réalisée
● Une analyse de l’influence des VHHs sur l’activité des N7-Met sera prochainement réalisée
● Les améliorations de la cristallogène de la NSP14 entière, stabilisation par des nanobody, vont 

permettre l’obtention d’une structure complète de plus en plus résolue
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● Plusieurs essais d’interaction en BLI entre les différents partenaires ont été réalisés :
● Les 3 VHHs obtenus ont été testés séparément contre la NSP14
● Puis l’ajout de la NSP10 au complexe VHHx/NSP14
● Ou l’interaction des VHHs avec le complexe NSP14/NSP10 préalablement formé 

Résultat : VHHs contre NSP14

Conformation de l’ARN synthétisé 
« normal » = Polymérisation normal = OK

Conformation de l’ARN synthétisé « anormal » 
(mésappariements) = changements de la 

conformation = excision du mésappariement 
par le complexe NSP14/10 

Conc. 
(nM)

KD (M) Req/
Rmax(%)

Full X^2 Full R^2

100 2,13E-09 97,9 0,4251 0,9988
50 2,13E-09 95,9 0,4251 0,9988
25 2,13E-09 92,2 0,4251 0,9988

12,5 2,13E-09 85,4 0,4251 0,9988
6,25 2,13E-09 74,6 0,4251 0,9988
3,13 2,13E-09 59,5 0,4251 0,9988

1,56 2,13E-09 42,3 0,4251 0,9988

Gamme de dilution (en double référent) 
pour le calcul du Kd du VHH1

● 2 causes de ces mésappariement : 
● Cause naturel (erreur synthèse de la polymérase NSP12
● Causé par l’intégration de nucléotide analogue

Des nucléotides analogue non 
excisable bloquent 

complètement la polymérisation  
Bloquer la voie de la coiffe permet de bloquer la 

synthèse de nouveau ARNviraux

Hypothèse de l’emplacement du VHH

Complexe 
de 94KDa
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