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Abstract

* Le Complexe de Reéplication / Transcription (RTC) du génome viral des Coronavirus possede un systeme de correction des erreurs medié par une exonucléase (ExoN)

* Cette fonction ExoN est portée par la protéine non structurale 14 (nsp14) sur sa partie N-terminale, et regulée par un co-facteur la protéine non structurale 10 (nsp10)

* Nspl14 est une proteine multi-domaines bi-fonctionnelle et possede en C-terminal un domaine N7-Méthyltransferase (MTase) impligué dans le processus de formation de la coiffe des ARN viraux (ARNv)
* Ces deux activites enzymatiques font de la nspl14 une cible therapeutique interessante dans la lutte contre les Coronavirus (ciblant soit le domaine Mtase, soit EXoN ou les deux)

 L’'obtention d’'une structure a haute résolution par cristallogenese de la NSP14 en entier permettrait notamment des essais de docking et de co-cristallisation permettant la recherche d’inhibiteurs
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* Plusieurs essais de cristallisation du complexe nsp14:nsp10 ont été menés, mais
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la NSP14 seule entiere n'a encore éeté publiee

» Cela est certainement di a une trop grande flexibilité entre les domaines ExXoN et N7-

» 2 causes de ces mésappariement :
e Cause naturel (erreur synthese de la polymérase NSP12
e Cause par l'intéegration de nucléotide analogue

Met de nspl4, et a un domaine amino-terminal peu structuré en I'absence de nsp10
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Objectifs
* Produire des VHHs anti-NSP14 de SARS-CoV-2 pour réeduire la flexibilité du complexe nspl4:nspl0
* Analyser '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
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* Tester I'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
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Résultat : VHHs contre NSP14/NSP10 |
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After 3 rounds of planning, E. coli expression and ///—— ) / // | (n M) RmaX(%)
Il L Bores et teenes PUlifaitivalBpecins L/ | | ] ot 100  2,13E-09 97,9 0,4251 0,9988
Résultat : VHHs contre NSP14 | Résultat : VHHs/NSP14 contre NSP10 | 50 2,13E-09 95,9 0,4251 0,9988
e Plusieurs essais d’interaction en BLI entre les différents partenaires ont été réalisés : | * Résultats : Les VHH 1 et 2 semblent bien fixer la NSP14 mais clie i el L Wl e
_ o 12,5 2,13E-09 85,4 0,4251 0,9988
* Les 3 VHHSs obtenus ont éte testés séparement contre la NSP14 avec une dissociation beaucoup plus lente pour le VHH1 625 2 13E-09 74.6 0.4251 0.9988
* Puis I'ajout de la NSP10 au complexe VHHx/NSP14 « L’'ajout de NSP10 ou la fixation du complexe 14/10 laisse 3,13 2,13E-09 59,5 0,4251 0,9988
| _ ] ] L 1,56  2,13E-09 42,3 0,4251 0,9988
 Ou l'interaction des VHHs avec le complexe NSP14/NSP10 préalablement formé supposer que les VHHs entrent en compétition avec la NSP10
e —— — T MALS: Complexe NSP14/NSP10/VHH1 |
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* Le méme réesultat a été constaté en ajoutant 20x de 94KDa

plus de VHHx que de complexe NSP14/NSP10  Le complexe NSP14/NSP10/VHH1 semble avoir une

homogeéneite relative

MALS réalisé sur une colonne 10/300GL Superose6

* || a été constate qu'il fallait environ 35 fois plus de
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ce qui est coherent avec la littérature * La NSP14 seul semble alterner entre une forme trés -
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* Sur la NSP14 seule en présence du VHH1, il a ete . }\\I/?—IFI)—IllLl | NSP14 . VHH1
observé une légere activité constante, peu importe * Le complexe NSP14/VHH1 semble avoir des meilleurs? = 76KDa | 62KDa :14KDa
la quantité de NSP14 homogeénéité et stabilité dans le temps -

* Pour I'ajoute du VHH2 & la NSP14 seule, il a été Tampon réactionnel A NN [ —\

. | 400 mM Tris pH 8, e
observé une forte activité de degradation dégénéré e 2mM MgCl2, 50 mM DTT, | : .
s Seervocccocscsssce 27 nt 4.Hp_A 0,1mM MALS réalisé sur une colonne 10/300GL Superdex 200

Des essais de cristallogenese sur des screenings commerciaux ont eté réalisés avec

« La protéine NSP14 seule o * Les premieres données collectées ont permis de faire un premier
« Le complexe NSP14/NSP10 % o 8 modele a basse résolution de la NSP14 en entier, stabilisé par
« Le complexe NSP14/NSP10/VHHL1 (figure A) @ _— nanobody. Celui ci sera enrichi par les prochaines optimisations
* Le complexe NSP14/VHHL1 (figure B) >
» Seules les deux derniéres conditions ont permis I'obtention de cristaux A * Les optimisations de la cristallisation de NSP14 de SARS-CoV-2
« Et seule la derniére condition I'a permise dans des gouttes clairs (Figure B) | 4 en entier se poursuivent, notamment sur les conditions de
o Q cristallogenese et de cryo-protection

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

etaient en réalité cristallisées

* Une expérience de SAXS va egalement étre réalisée sur la NSP14
pour connaitre les éepitopes reconnus respectivement par les 3
VHH obtenus

* Au cours des optimisations :
* A des cristaux qui diffractaient a basse résolution jusqu’a 6A Hypothese de I'emplacement du VHH

* Puis des cristaux qui diffractaient entre 4,5 et 4A, |légérement maclés

. . . Perspectives
 Et maintenant, nous avons des cristaux qui diffractent entre 3,5 et 3A

* Une expérience de SAXS de la NSP14 contre chacun des 3 VHH va étre réalisee

Conclusions « Une analyse de I'influence des VHHSs sur I'activité des N7-Met sera prochainement réalisée

* Trois nanobodies obtenus ont ete caracterises en BLI - Les améliorations de la cristallogéne de la NSP14 entiére, stabilisation par des nanobody, vont

* Seul le VHH1 a été sélectionné pour sa faible dissociation au cours du temps pour la cristallogenese
* Le VHH1 a un Kd de 2nM contre la NSP14 seule estimée en BLI, et 6nM pour le VHH2

permettre I'obtention d’'une structure complete de plus en plus résolue

* Les premiers cristaux diffractés ont permis d’obtenir une structure de nspl4 seule et entiére a 3,4A
 D’autres essais d’optimisation des conditions de cristallogenése et de cryo-protection sont en cours S L El L S < ‘ R E -FR SBI : C A R E

* Une analyse de l'influence des VHHSs sur I'activité des ExoN a été realisée SYNCHROTRON S gy CORUNAALLELERATED RED T EURDEE
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