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RESUME

On sait que le complexe Gp120-Gp41 change de conformation lorsqu'il se fixe sur le CD4. On a
de bonnes raisons de penser que le CD4 change alors lui aussi de conformation. Un calcul des
modes normaux de vibration des deux domaines N-terminaux du CD4 a récemment montré qu'il
devrait s'agir, pour cette partie du CD4, d'un mouvement dit « de charniére ». On vérifie ici qu'on
obtient un résultat similaire A celui obtenu précédemment, lorsqu'on étudie deux autres structures
cristallographiques, déterminées de maniére indépendante. Un schéma décrivant les premieres
étapes du processus conduisant 2 I'infection d'une cellule par le VIH est ensuite proposé. Il repose
sur I'idée que les changements de conformation du CD4 et de Gp120-Gp41 permettent le rappro-
chement des membranes virales et cellulaires.

Mots clés : modes normaux de vibration, structures cristallographiques, co-récepteurs, CXCR4,
CCRS, infection, Gp 120, Gp41

ABSTRACT

It is well known that the gp120-gp41 complex undergoes a conformational change after CD4 binding.
It is likely that CD4 undergoes a conformational change as well. Recently, a calculation of the normal
modes of the two N-terminal domains of CD4 has shown that a hinge-bending motion of one of these
domains with respect to the other may occur. In the present study, results obtained previously are verified
with two other normal mode calculations, starting from crystallographic structures of different origin.
A scheme describing the first steps of the process leading to cell infection by human immunodeficiency
virus (HIV) is then proposed. It rests upon the idea that CD4 and gp120-gp41 conformational changes
allow for bringing the cell and virus membranes closer to each other.

Keywords: normal mode, crystallographic structures, co-receptors, CXCR4, CCRS, cell infection,
Gp120, Gp4l

Abridged version (see p. 168)

Introduction Le CD4 est constitué de six domaines structuraux. Les

quatre premiers (résidus 1-374), dont la localisation est
Le CD4 est le récepteur du virus de I'lmmunodéficience extracellulaire, sont de type « immunoglobuline ». Le sui-
Humaine (VIH). I a une trés grande affinité pour ny 20, vant (résidus 375-395) est un court segment transmem-
une des protéines de I'enveloppe du virus (K, =107 M). branaire tandis que le dernier (résidus 396-435) est
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intracellulaire. Les structures des deux premiers domaines
du CD4 humain (résidus 1-178), d'une part [1-3], et des
deux suivants du CD4 du rat noir (résidus 183-374),
d'autre part [4], ont été résolues a I'échelle atomique
(figure 1). Confrontés aux résultats de nombreuses études,
de mutagenése dirigée notamment, ces travaux ont per-
mis de montrer que les chaines latérales de certains aci-
des aminés du premier domaine du CD4 interagissent
vraisemblablement avec Gp120 lors de la formation du
complexe CD4-Gp120. En particulier : Lys 29, Lys 35,
Phe 43, Lys 46 et Arg 59 [3].

On s'est trés rapidement apercu que la présence du
CD4 a la surface d'une cellule ne suffisait pas a permettre
son infection par le VIH [5], mais ce n’est que trés récem-
ment qu'on a pu identifier quelques-uns des co-récep-
teurs du virus. Il s'agit de récepteurs des chimiokines :
CXCR4, tout d'abord nommé « fusine » [6], CCRS5 [7], etc.
Ce qui permet par exemple d'expliquer pourquoi les chi-
miokines RANTES, MIP-1a et MIP-1p inhibent I'infection
des macrophages par certaines souches du virus [8] (le
CD4 et CCR5 sont présents a la surface des macrophages).

On sait par ailleurs qu'aprés sa fixation sur le CD4
Gp120 change de conformation, ce qui rend accessible
une partie de Gp41, une protéine transmembranaire du
VIH impliquée dans le processus de fusion des membra-
nes du virus et de la cellule hote [9].

On a de bonnes raisons de penser qu'un changement
de conformation du CD4 est aussi nécessaire. Ce change-
ment de conformation serait complexe. Il concernerait,
d'une part, la région charniére entre les domaines 2 et 3
du CD4. On a en effet isolé un anticorps monaclonal qui
se fixe sur un épitope localisé au voisinage de cette région
charniére, qui n’inhibe pas la fixation de Gp120 sur le
CD4, tout en empéchant I'infection par le VIH [10]. De
plus, on a montré que cette région est trés flexible [4] et
que le VIH ne peut pas infecter une cellule portant a sa
surface un CD4 dépourvu de cette région [11].

La région charniére entre les domaines 1 (résidus 1-99)
et 2 (résidus 100-178) du CD4 serait aussi impliquée dans
son changement de conformation. En effet, le mouvement
le plus ample de ces deux domaines, tel qu'on I'obtient en
calculant leurs modes de vibration, est un mouvement re-
latif de I'un de ces domaines par rapport a l'autre, chacun
d'eux restant relativement rigide au cours du mouvement
[12]. C'est certainement la grande flexibilité de la boucle
BC du second domaine (résidus 120-127, dont trois pro-
lines et une glycine) qui rend possible ce mouvement, ce-
lui-ci s'effectuant malgré la surface importante et le
caractére compact de la zone de contact entre les deux
domaines [1], dont la boucle BC fait partie. Or la boucle
BC fait aussi partie de I'épitope du CD4 reconnu par un
anticorps monoclonal, 5A8, qui inhibe la formation de
cellules multinucléées, appelées syncitia, qui provien-
nent de la fusion de cellules saines et de cellules infectées
par le VIH (I'interaction entre le CD4 et Gp120, présent a
la surface des cellules infectées, est a l'origine de ce phé-
nomene). 5A8, de plus, inhibe I'infection des lymphocy-
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Figure 1. Structure des quatre premiers domaines du CD4.

L'orientation relative des deux premiers domaines (D1, D2) et des
deux suivants (D3, D4) est arbitraire (elle n’est pas connue, les
structures cristallographiques des deux paires de domaines ayant
été obtenues séparément). L'hélice représentée au bas de la figure
est la portion transmembranaire du CD4. La strycture du domaine
intracellaire est inconnue. Les localisations du site de fixation du
VIH et des boucles BC (résidus 120-127) et FG (résidus 163-166)
du second domaine sont indiquées (figure créée avec MOLSCRIPT
34)).
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tes T4 par le ViH, et ce, avec la méme efficacité que
Leu3a, un anticorps anti-CD4 qui agit en empéchant la
fixation de Gp120 sur le CD4. L'épitope reconnu par 5A8
est pourtant clairement distinct du site de fixation de
Gp120 puisque 5A8, le CD4 et Gp120 peuvent former
des complexes ternaires [13]. On notera que, de plus, le
remplacement simultané des résidus Pro 121, Pro 122,
Gly 123, dans la boucle BC, par les résidus Ser, Lys, Val,
respectivement, diminue I'affinit¢ du CD4 pour Gp120
[14] alors que cette boucle est située a plus de 15 A du
site d'interaction entre le CD4 et Gp120. Enfin, rappelons
gu'on a montré dans de nombreux cas — par exemple,
ceux de I'hexokinase [15], du lysozyme [16-17], ou de la
citrate synthase [18] ~ que le mouvement de plus grande
amplitude obtenu lorsqu'on calcule les modes normaux
de vibration d'une conformation donnée de ces protéines
ressemble beaucoup au changement de conformation
qu'on observe lorsque ces protéines sont mises en présen-
ce de leur substrat. L'hypothése que les deux premiers do-
maines du CD4 peuvent changer de conformation, que ce
changement de conformation se produit lorsque Gp120
et le CD4 se fixent I'un sur 'autre, et qu'il ressemble au
mouvement de grande amplitude briévement décrit ci-
dessus, est donc a prendre en considération. D'autant
plus qu'un mouvement de ce type, mais de quelques de-
grés d'amplitude seulement, a déja été observé lors de la
comparaison de deux structures du CD4, obtenues a par-
tir de cristaux de maille de symétrie différente [3], ainsi
que lors d'une simulation de dynamique moléculaire en
présence de solvant [19].

Le calcul des modes normaux de vibration des deux
premiers domaines du CD4 [12] avait été fait a partir de
3cd4 [2], la structure cristaliographique la mieux résolue
(R = 2,2 A) parmi celles qui sont actuellement disponibles
dans la base de données de Brookhaven. Les calculs ana-
lysés ci-aprés furent faits a partir de deux autres
structures : Tcdh (R = 2,3 A) et 1cdi (R = 2,8 A). Ces struc-
tures ont été obtenues indépendamment de 3cd4, par un
autre groupe de chercheurs [1, 3] et, en ce qui concerne
1cdi, la maille du cristal étudié avait une symétrie diffé-
rente. De fait, les position des C, dans 3cd4, 1cdh et Tcdi
different de pres de 1 A, en moyenne.

Le but du présent travail est de confirmer les résultats
obtenus précédemment [12], mais aussi de proposer un
modele décrivant les toutes premiéres étapes du proces-
sus conduisant a ['infection d'une cellule par le VIH.

Méthode

La théorie des modes normaux [20] repose sur le fait
que si I'énergie potentielle d'un systéme, V, peut étre
approximée par :

1 e e
V=3 L Xkl )
i
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ol r et r; sont les coordonnées i et j du systéme étudié,
alors on peut résoudre analytiquement les équations du
mouvement des N atomes de ce systéme. Cette théorie a
un caractére général. On peut en effet toujours faire une
telle approximation, dés lors qu'on s'intéresse au mouve-
ment des atomes au voisinage d'un minimum de la surfa-
ce d'énergie potentielle du systéme (dans ce cas, k;; estla
dérivée seconde de V par rapport a r; et r;)-

Dans le cadre de cette théorie, le mouvement de cha-
que atome résulte de la superposition de 3N contributions
sinusoidales d'amplitude et de fréquence différentes - les
modes normaux de vibration du systéme. En pratique, la
fréquence du mode normal j est obtenue a partir de la j €
valeur propre de la matrice 3N x 3N dont les éléments
sont les kiis pondérés par (mimj)_l/z.

On constate notamment que, a une température don-
née, plus la fréquence d'un mode de vibration est basse,
plus son amplitude est grande. Dans le cas des protéines,
on a pu montrer que les modes dont la fréquence dépasse
30 cm™' contribuent pour une part négligeable a I'ampli-
tude des déplacements atomiques [21].

Comme précédemment [12], les études de 1cdh et 1cdi
ont commencé par une minimisation d'énergie poussée,
effectuée avec le programme CHARMM [22] version
21,3, en utilisant des parameétres pour atomes étendus (ce
qui signifie que seuls les hydrogénes impliqués dans des
liaisons polaires sont traités explicitement ; ainsi, les deux
premiers domaines du CD4 sont composés de 1 722 ato-
mes). Les interactions électrostatiques et de Van der Waals
furent calculées, respectivement, avec un rayon de cou-
pure de 7,5 A et une fonction de lissage de type
SHIFT [22], et une fonction de lissage de type SWITCH
[22] entre 6,5 et 7,5 A. La minimisation fut stoppée lors-
que la force moyenne s'exergant sur les atomes devenait
inférieure 3 10~ kcal/imole.A). Ensuite, la matrice des dé-
rivées secondes de |'énergie potentielle, d'ordre 3N =
5166, fut calculée, puis diagonalisée. Comme cette matri-
ce n'est pas trés grande, ce sont les algorithmes standard,
disponibles dans CHARMM, qui ont été utilisés. Ainsi,
I'obtention de 20 valeurs et vecteurs propres a demandé
environ 20 min de CPU sur un processeur de I'IBM SP2
du CNUSC, a Montpellier. Le critére de fin de minimisa-
tion adopté dans ce travail permet d'obtenir pour chaque
matrice six valeurs propres numériguement nulles (envi-
ron 1077 - chacune de ces valeurs correspondant a un
mouvement de translation ou de rotation d'ensemble de
la protéine), ce qui garantit une excellente précision pour
les autres, et notamment pour la premiére valeur propre
non nulle ainsi que pour le vecteur propre qui fui est as-
socié (ce vecteur donne les amplitudes des déplacements
atomiques correspondant au mode de vibration de plus
basse fréquence).
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Résultats et discussion

Au cours des minimisations d'énergie, qui nécessitent en-
viron 10 000 étapes chacune, les C s'éloignent notable-
ment de leur position initiale : de 1,8 et 1,6 A en
moyenne, pour 1cdh et 1cdi, respectivement. Dans le
premier cas, aprés minimisation, I'énergie potentielle est
de -7 318,6 kcal/mole, ce qui est trés voisin de la valeur
trouvée en partant de 3cd4 [12]: -7 313,2 kcal/mole
(pourtant les positions des C,, différent de prés de 2 Aen
moyenne, dans les deux structures ainsi obtenues). Dans
le cas de 1cdi, on arrive & une valeur significativement
plus élevée : -7 279,9 kcal/mole. Comme il s'agit d'éner-
gies potentielles calculées in vacuo, on ne peut cepen-
dant conclure de maniére catégorique : si les valeurs des
énergies de solvatation étaient ajoutées aux valeurs ci-
dessus, 1cdi pourrait tout aussi bien avoir I'énergie la plus
basse des trois.

Le fait que les structures minimisées et cristallographi-
ques soient clairement distinctes est habituel. Les minimi-
sations d'energie étant effectuées in vacuo, ce n’est
d'ailleurs pas surprenant.

Le calcul des modes de vibration n’ayant un sens phy-
sique certain que lorsque les déplacements des atomes
sont de faible amplitude [20], on aurait d'ailleurs pu croi-
re, a priori, qu'il ne doit pas étre possible d'obtenir avec
une telle méthode une description, méme approximative,
des changements de conformation qu'effectuent certaines
protéines et au cours desquels quelques uns de leurs rési-
dus se déplacent de plus de 10 A. Ce qu'il faut saisir, c'est
que ce type de calcul permet d'extraire des informations
sur les caractéristiques purement mécaniques d'une pro-
téine. Le mode de vibration de plus basse fréquence
d'une protéine est en effet le mouvement calculé au cours
duquel ses atomes se déplacent le plus, pour un co(it en
énergie donné [20]. Or, si les atomes d'une protéine peu-
vent se déplacer beaucoup, en dépit du caractére com-
pact de a structure des protéines, c'est en se déplacant de
maniére collective. C'est ce déplacement d'ensemble, qui
peut s'effectuer en rencontrant une résistance minimale,
dont on peut obtenir une description approchée en calcu-
lant le mode normal de vibration de plus basse fréquence
d'une protéine.

Les figures 2 et 3 décrivent le mouvement de plus gran-
de amplitude calculé pour les deux premiers domaines du
CD4 dans le cas des structures 1cdh et 1cdi, respective-
ment. Ce type de carte est dii 2 Seno et Go [23]. Elle indi-
que si deux résidus se rapprochent (un point) ou
s'éloignent (une croix) de maniére significative au cours
du mouvement. Les zones blanches signifient donc que
les acides aminés concernés ne se rapprochent (ou ne
s'éloignent) pas beaucoup. Lorsqu'une zone blanche est
située de part et d'autre de la diagonale de la carte, cela
signifie que le bloc d'acides aminés concerné se compor-
te de maniére relativement rigide. Les figures 2 et 3 décri-
vent donc un mouvement quasi-rigide du premier
domaine du CD4 par rapport au second. Dans le cas de
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Figure 2. Variation des distances entre les résidus d‘acide aminé des
deux premiers domaines du CD4, lors de leur mouvement de plus
grande amplitude, tel qu'il fut calculé & partir de la structure cris-
tallographique 1cdh.

. et + signifient que les résidus se rapprochent (.) ou s'éloignent (+)
plus que ne le font en moyenne, et en valeur absolue, 'ensemble des
paires de résidus.

1cdh (figure 2), comme dans le cas de 3cd4 [12), seuls
quelques acides aminés ont un mouvement propre a l'in-
térieur de chaque domaine, notamment ceux des boucles
BC et FG du second domaine, ainsi que certains acides
aminés N-terminaux. Dans le cas de 1cdh toutefois, le
mouvement de la boucle FG parait étre de plus faible am-
plitude. Le mouvement décrit pour la structure 1cdi (figu-
re 3) est, lui, notablement différent de celui décrit pour les
deux autres structures, le premier domaine paraissant
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Figure 3. Comme pour la figure 2, mais a partir de 1 cdi.
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dans ce cas beaucoup plus rigide que le second. |l est sa-
tisfaisant de constater que le résultat le plus sensiblement
différent de celui obtenu pour 3cd4 I'est pour 1cdi, la
structure de loin la moins bien résolue (R = 2,8 A), celle
dont I'énergie potentielle est par ailleurs la plus élevée,
aprés minimisation.

Lorsqu'on compare les mouvements des résidus du se-
cond domaine calculés pour chacune des trois structures,
3cd4, 1cdh et 1cdi, on remarque que dans les trois cas la
boucle BC se montre particulierement flexible (figure 4).
D'une structure a l'autre, la flexibilité de la boucle FG (ré-
sidus 163-166) est, elle, plus variable. Des résultats simi-
laires sont obtenus lorsqu'on analyse les modes de
vibration correspondant a la deuxiéme ou a la troisieme
plus basse fréquence de chacune de ces structures (dans
le cas de 3cd4, voir [12]).
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Figure 4. Déplacement maximum (en A) de chacun des C,, du se-
cond domaine du CD4, lors du mouvement de plus grande amplitu-
de des deux premiers domaines du CD4, tel qu'il fut calculé a partir
des structures cristallographiques 3cd4, 1cdh et 1cdi.

Dans le cadre de la théorie des modes normaux, il faut 3 kcal/mole
pour obtenir de tels déplacements.

Rappelons que la boucle FG fait aussi partie de la zone
de contact entre les deux domaines. L'insertion de Ser-Arg
aprés Asn 164 diminue d'ailieurs 1'affinité du CD4 pour
Gp120 [24]. De plus, plusieurs anticorps monoclonaux
qui inhibent la formation de syncitia reconnaissent un
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épitope voisin de GIn 165. L'un d'eux, MT151, reconnait
un épitope qui est a cheval sur les deux domaines, de part
et d'autre de la région charniére — les résidus 1, 94 et 165
font partie de cet épitope [25-27]. Il est donc clair que la
fixation de MT151 sur le CD4 doit pouvoir empécher tout
mouvement relatif de grande amplitude de la part des
deux premiers domaines du CD4.

Conclusion

Les résultats décrits ci-dessus confirment qualitativement
ceux obtenus précédemment [12]. lls confortent donc
I'hypothése que le CD4 doit pouvoir effectuer un change-
ment de conformation au cours duquel ses deux premiers
domaines changent d'orientation relative, ce mouvement
étant rendu possible par la grande flexibilité de la boucle
BC du second domaine. Les données relatives a des anti-
corps monoclonaux tels 5A8 ou MT151 suggéerent de plus
gu'un tel mouvement est nécessaire au processus qui
conduit a la fusion des membranes du virus et de la cel-
lule hote.

La figure 5 décrit schématiquement les premiéres éta-
pes du processus qui conduit & l'infection d'une cellule
par le VIH, telles qu'on peut les imaginer lorsqu'on sou-
haite tenir compte de I'ensemble des faits évoqués dans le
présent travail. Selon ce modéle, le changement de con-
formation du CD4 impliquerait a la fois les régions char-
nieres entre les domaines 1 et 2, d'une part, 2 et 3, d'autre
part, rendant possible un ajustement fin de [a position
dans l'espace du premier domaine du CD4. Coupié au
changement de conformation de Gp120-Gp41, ce chan-
gement de conformation permettrait le rapprochement
des membranes du virus (ou d'une cellule infectée, lors
de la formation de syncitia) et de la cellule portant le CD4
a sa surface. Il y aurait alors interaction entre le corécep-
teur et V3, une portion de Gp120 connue pour étre res-
ponsable du tropisme des souches virales [6], ce qui
stabiliserait I'ensemble et rendrait possible la fusion des
deux membranes lors d'une étape ultérieure. On a
d'ailleurs récemment montré que le complexe Gp120-
CD4 interagit directement avec CXCR4 [28]. On a aussi
montré que lorsque cette interaction a lieu en présence de
PMA (phorbol-acétate-myristate), le complexe Gp120-
CD4 est internalisé [28]. Il est probable qu'une telle inter-
nalisation est I'un des autres phénomeénes clés permettant
la fusion des membranes virales et cellulaires. Il est aussi
possible qu'il y ait un contact direct entre une boucle ex-
tracellulaire de CCR5 et I'interface située entre les domai-
nes 2 et 3 du CD4. On a en effet montré que les deux
premiers domaines du CD4 inhibent Ia fixation de MIP-
1o et MIP-1P sur CCRS5, alors qu'un CD4 soluble complet
ne le fait pas [29] (le contact aurait lieu suite au change-
ment de conformation du CD4, au cours duquel cette in-
terface doit se trouver exposée). On a aussi montré qu'un
anticorps monoclonal, Q425, qui reconnait un épitope
localisé sur le troisieme domaine, est capable d'inhiber
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Figure 5. Premiéres étapes du pro-
cessus conduisant a I'infection
d'une cellule par le VIH.

Les membranes de la cellule (en bas)
et celle du virus (en haut) sont cha-
cune symbolisée par deux épais
traits noirs. A gauche : lors de a pre-
miére étape, le VIH se fixe sur une
cellule portant le CD4, grace a la for-
te interaction Gp120-CD4. A droite

: les changements de conformation

1a

du CD4 et de Gp120-Gp41 permet-
tent le rapprochement des membra-
nes du virus et de la cellule.
L'interaction entre Gp120 et le coré-
cepteur stabilise cette configuration,
a partir de laquelle pourra se faire la

fusion des deux membranes.

Gp120

D1

D2 <

D3 D3

D4 D4
———— ﬂn:[: — | —

—
\6 CXCR4, CCR5, etc.
CD4 CD4

I'infection des lymphocytes par certaines souches du vi-
rus — celles qui ne sont pas primaires, c'est-a-dire celles
dont le corécepteur n’est pas CCR5.

Dans le cadre du modele décrit dans la figure 5, les pro-
priétés antivirales de RANTES, MIP-1a et MIP-1B provien-
draient de la compétition entre ces chimiokines et Gp120
pour le corécepteur. De fait, on a récemment montré
qu'un analogue non fonctionnel de RANTES avait lui aus-
si des propriétés antivirales [30].

En ce qui concerne les perspectives thérapeutiques, on
congoit bien qu'il pourrait étre possible de trouver des
molécules ayant une forte affinité pour le corécepteur et,
ainsi, des propriétés antivirales voisines de celles des chi-
miokines. Ces molécules pourraient d'ailleurs avoir trés
peu d'effets secondaires puisqu'il semble que les indivi-
dus qui ont des récepteurs CCR5 non fonctionnels, ce qui
est le cas de 1 % des individus d'origine caucasienne, vi-
vent tout a fait normalement et sortent indemnes de toute
infection, méme lorsqu'ils subissent une exposition répé-
tée au virus [31].

Il faudra cependant trés certainement que ces molécu-
les ne soient pas des protéines. En effet, les protéines qui
circulent dans le sang sont, a de rares exceptions pres, trés
rapidement dégradées. De plus, leur production est col-
teuse.

Or, il faut se rendre compte que I'affinité du complexe
CD4-Gp120 pour CCRS5 est importante (K, =nM [29]). lI
ne sera donc pas facile de trouver une molécule pouvant
perturber la fixation de Gp120 sur ce corécepteur (on

ABRIDGED VERSION

Human CD4 is the receptor for human immunodeficiency
virus (HIV). The binding of gp120, an envelope protein of
HIV, to the N-terminal domain of CD4 is the first step of a
process leading to HIV entry into cells. It is now known that
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n'en a, par exemple, trouvé a ce jour aucune qui soit ca-
pable de perturber la fixation de Gp120 sur le CD4, et qui
ait grace a cela un réel intérét thérapeutique).

Mais peut-étre qu'en cherchant de telles molécules en
trouvera-t-on une qui, a !'instar des anticorps monocio-
naux 5A8 ou MT151, perturbera, voire empéchera, le
changement de conformation du CD4, et aura, ainsi, elle
aussi des propriétés antivirales. Comme on peut de plus
croire que ce changement de conformation doit avoir un
role fonctionnel, par exemple lors de l'interaction du CD4
avec le CMH-II [12], on peut méme penser qu'une telle
molécule est déja produite par I'organisme humain, cette
molécule lui permettant de réguler la fonction normale du
CD4. On peut aussi espérer trouver une molécule qui en-
tre en compétition avec la portion de CCR5 qui semble se
fixer a l'interface entre les domaines 2 et 3 du CD4. Une
telle compétition aurait I'avantage de se faire vis-a-vis de
deux partenaires qui ne sont pas hautement variables
(comme peut I'étre Gp120).

D'un autre coté, s'il se confirme que l'internalisation du
complexe Gp120-CD4—-corécepteur est une des étapes
clés conduisant a I'entrée du VIH dans une cellule, alors
on peut penser que certaines molécules proches du PMA
s'avéreront avoir un réel intérét thérapeutique. Par exem-
ple : la prostratine, un dérivé du phorbol découvert dans
des infusions que les Samoans utilisent pour traiter la fié-
vre jaune [32], une autre maladie virale, et dont on a
montré qu'elle inhibe I'effet cytopathogene du HIV [33].

chemokine receptors such as CXCR4, CCRS, etc., are invol-
ved in the subsequent steps of this process. However, it has
often been proposed that a conformational change occurs in
the HIV envelope glycoproteins, induced by gp120 binding
to CD4. Evidence for an HIV-induced conformational chan-
ge in CD4 has also been obtained.
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The latter conformational change is likely to be complex.
First, a relative movement of domain two with respect to do-
main three may occur. Indeed, while the hinge region
berween these two domains is known to be flexible, it belongs
-to the epitope recognized by a monoclonal antibody able to
block HIV infectivity, but not able to compete with gp120
for CD4 binding. Second, a relative movement of domain
one with respect to domain two may also occur. Indeed, the
hinge region between these two domains belongs to epitopes
recognized by several monoclonal antibodies able to block
HIV infectivity. Some of them do not compete with gp120
for CD4 binding as well (the hinge region between domains
one and two and the HIV binding site are more than 15 A
away from each other). Moreover, although these two do-
mains were found by crystallographers to be tightly aburting,
a normal mode calculation has shown that a hinge-bending
motion is nevertheless possible, due to the flexibility of loop
BC in the second domain (residues 120-127, including three
prolines and one glycine). Note that for several proteins the
hinge-bending motion experimentally observed upon ligand
binding was found to be similar to the largest amplitude mo-
tion obtained with the normal mode theory for these pro-
teins.

The previous calculation of the normal modes of the two N-
terminal domains of CD4 was performed starting from 3cd4,
the crystallographic structure with the better resolution fac-
tor (R = 2.2 A). Here, in order to confirm the results obtai-
ned, other calculations are performed, starring from lcdh
(R =2.3A) or lcdi (R = 2.8 A), two structures solved by ano-
ther group, the latter in the case of a different crystal sym-
metry.

Energy minimization and normal mode calculations were
petformed with the CHARMM-21 program package. The
energy of the minimized structure, starting from lcdh, is clo-
se to the energy previously obtained, starting from 3cd4,
though the r.m.s. distance between both energy-minimized
structures is close to 2 A. The largest amplitude normal mode
obtained for the two corresponding structures are also very si-
milar. In the case of lcdi, the energy value reached at the end
of the minimization process is significantly higher than in the
two other cases while the largest amplitude normal mode ob-
tained is clearly different. Note that lcdi is the crystaliogra-
phic structure with the worst resolution factor.

However, in all three cases, the largest amplitude normal
mode is a hinge-bending motion during which large displa-
cements of residues in loop BC occurs. Thus, the results ob-
tained in the present work with lcdh and 1edi confirm those
obtained previously with 3cd4. They reinforce the hypothesis
that the two N-terminal domains of CD4 undergo a confor-
mational change upon HIV binding.

In order to link these results with other known data related
to the process leading to HIV entry into cells, the following
scheme is proposed. First, the hinge-bending motions of do-
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mains one and two of CD4, on the one hand, of domains two
and three, on the other, allows for a very accurate positioning
in space of domain one, after gp120 binding. Together with
the well documented conformational change of gp120-gp41,
it brings the virus membrane much closer to the cell membra-
ne, and makes possible the interaction of region V3 of gp120
with the co-receptor (the V3 region is involved in HIV cell
tropism and co-receptor selection). This interaction stabilizes
the whole conformational change of the CD4-gp120-gp41
complex, allowing for membrane fusion in the further steps
of the process. The last steps of the process may involve the
downregulation of the co-receptor.

Indeed, evidence for a physical association of CXCR4 with
the CD4-gp120 complex has recently been obtained. Moreo-

ver, when phorbol myristate acetate (PMA) is added, tailless
CD4 are downmodularted.

Within the framework of this scheme, RANTES, MIP-1a
and MIP-1P chemokines have anti-HIV properties because
they compete with gp120 for binding to their receptors. In-
deed, it has recently been shown that a non-functional analo-

gue of RANTES also has anti-HIV properties.

Therefore, molecules able to compete with gp120 for bin-
ding to CCR5 would probably be useful for HIV therapy. In
particular, they may have few secondary effects, since indivi-
duals lacking functional CCR35 seem to live without any pro-
blem (while they are free from infection, despite repeated
exposure to the virus).

However, it is likely that such molecules will have to be non-
proteic. First, most proteins are rapidly cut into pieces in
blood circulation. Second, protein production is expensive.
But then it has to be kept in mind that it is often difficult to
find molecules able to compete with a protein for binding to
another protein, since most protein-protein interactions are
strong ones. Indeed, no molecule having a therapeutic inte-
rest and able to compete with CD4 for binding to gp120 has

ever been found in 10 yeats of research effort.

However, while seeking of such molecules, maybe one will
find a molecule able to block CD4 conformational changes,
thus having interesting anti-HIV properties. Since, however
it is likely that CD4 conformational changes play some role
in normal CD4 function, one possibility is that such a mole-
cule is already somewhere in the human organism, its func-
tion being to regulate CD4 function.

Of course, if it is confirmed that the co-receptor downregu-
lation is one of the last steps of the process leading to the in-
fection of a cell by HIV, then phorbol derivatives may prove
to be powerful therapeutic tools. Indeed, it has already been
demonstrated that one of them, prostratin, found in extracts
used by Samoans against yellow fever, inhibits cell killing by
HIV-1.
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