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Avant-propos

J’ai débuté mon travail de recherche lors de mon arrivée a Strasbourg en 1990 pour y effectuer
un DEA dans I’équipe de Bernard et Chantal Ehresmann. A cette époque, Roland Marquet, alors jeune
post-doc, et Florence Baudin, tout juste “thésée” démarraient une nouvelle thématique suite & une
collaboration établie avec 1’équipe de Jean-Luc Darlix (ENS-Lyon). C’est ainsi que je me suis
intéressé a la dimérisation de I’ARN génomique du VIH-1 pendant cette année de DEA et les 4 années
de theése qui ont suivi, toujours encadré par Roland qui entre temps avait obtenu un poste de CR1 au
CNRS. Avec I’aide de Eugene Skripkin, chercheur post-doctorant russe, nous avons identifié le site
d’initiation de la dimérisation (DIS) de cet ARN retroviral et grice a de nombreux séjours dans le
laboratoire de Jean-Luc, ol j’ai pu me familiariser avec les techniques de virologie moléculaire, nous
avons montré que la dimérisation de I’ ARN était cruciale pour la replication virale.

Suite a 1’obtention de ma thése en juin 1996, j’ai voulu parfaire ma formation initiée a
Strasbourg et a Lyon et j’ai rejoint I’équipe d’Heinrich Gottlinger (Dana Farber Cancer Insitute,
Harvard Medical School, MA, Boston, USA), spécialiste reputé de 1’assemblage viral. Mon travail
était de comprendre le mécanisme de regulation qui permettrait aux précurseurs protéiques viraux de
se fixer a la membrane plasmique, lieu d’assemblage des virions. J’ai ainsi confirmé 1’existence du
“switch conformationnel” de 1’acide myristique localisé en N-terminal de la protéine de Matrice du
VIH-1. Pendant ces deux ans outre atlantique, j’ai bénéficié¢ du support constant de Bernard, Chantal et
Roland et mes efforts ont été récompensés en 1998 par 1’obtention d’un poste de CR2 au CNRS.

A mon retour, je me suis replongé dans le monde de 1’ARN, point central du laboratoire, mais
en y insérant un aspect cellulaire. Ainsi, aprés avoir mis en evidence un motif de structure tertiaire
dans la région 5° terminale de I’ARN génomique du VIH-1, nous avons pu, en collaboration avec
Markus Dettenhofer (Baltimore, MD, USA), caractériser pour la premicre fois la structure secondaire
de cet ARN dans les cellules infectées et les particules virales. Cette avancée technologique nous a
permis par la suite (1) d’analyser avec Valérie Goldschmidt, alors doctorante au laboratoire, les
variabilités structurales existantes au sein du complexe d’initiation de la rétrotranscription et (2) de
montrer, en collaboration avec 1’équipe de Philippe Dumas (UPR9002), que des antibiotiques de la
famille des aminoglycosides se fixent spécifiquement dans la boucle du DIS de I’ARN génomique du
VIH-1 en culture cellulaire.

Parallelement a ces différentes études, nous avons initié en 2002 une nouvelle thématique
portant sur les relations existant entre la protéine Vif du VIH-1 et son ARN génomique. Cette étude,
débutée lors du DEA de Simon Henriet et poursuivie lors de sa thése, nous aura permis de montrer que
la protéine Vif se fixe de facon spécifique a la region 5’ terminale du génome du VIH-1. Cette fixation
pourrait étre a I’origine de la régulation de plusieurs étapes clés de la réplication virale.

Dans ce mémoire, apres avoir exposé les différents résultats obtenus, régroupés par thématique,
je présenterai les travaux en cours et les projets qui en découlent. Ces projets s’inscrivent non
seulement dans un élargissement des connaissances fondamentales sur le VIH-1 (relation
dimérisation/encapsidation de I’ARN génomique, réle de protéines virales et cellulaires dans la
réplication virale) mais aussi dans le développement de nouveaux agents antiviraux capables de cibler

le DIS et d’inhiber efficacement la réplication virale.
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A. La dimérisation de I’ARN génomique du virus de
I’immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1)

Depuis la fin des années 70, nous savons que les retrovirus encapsident deux molecules d’ARN
génomique de polarité positive. Des clichés de microscopie €lectronique obtenus sur divers retrovirus
ont montré que, dans tous les cas étudiés, les deux molécules d’ARN sont associées a proximité de
leur extrémité 5°, dans une région appelée DLS (Dimer Linkage Structure) (8, 9, 79). La conservation
du caractere diploide des rétrovirus traduit I’existence d’une forte pression de sélection et suggere un
r6le fonctionnel important. Il avait d’ailleurs été proposé que la dimérisation pourrait réguler
positivement I’encapsidation de I’ARN génomique et négativement la traduction des geénes gag et pol.
En effet, I’ ARN viral sert non seulement de génome, mais fonctionne aussi comme ARNm codant les
protéines structurales et enzymatiques. De plus, la dimérisation de I’ARN représente un avantage
évident pour la recombinaison pendant la rétrotranscription. Elle permet en particulier au virus de se
répliquer malgré la présence de lésions dans I’ARN génomique et favorise la variabilité génétique.

Lors de mon arrivée au laboratoire en 1990, les conditions de dimérisation des ARN in vitro
avaient déja été mises au point par Roland Marquet (71). Ceci a été rendu possible grace a I’équipe de
Jean-Luc Darlix, qui, un an auparavant, avait montré que la dimérisation de I’ARN génomique du
VIH-1 pouvait étre reproduite in vitro en utilisant des ARN synthétiques correspondant a I’extrémité
5’ de ces génomes (26, 95). Ainsi, et confirmant ce qui avait été€ observé en microscopie électronique,
nos deux laboratoires ont montré I'importance de la région située en aval du site donneur (SD)
d’épissage dans la dimérisation de I’ARN génomique par un mécanisme impliquant des quartets de G
(71). Bien que plusieurs laboratoires ont confirmé ces résultats, nous avons démontré par la suite avec
Eugene Skripkin (chercheur post-doctorant dans notre laboratoire) que le signal crucial pour la
dimérisation de I’ARN génomique est localisé en amont du SD et que le mécanisme de dimérisation

est différent de celui initialement proposé.

1. Identification du site d’initiation de la dimérisation (DIS)
(avec Eugene Skripkin, chercheur post-doctorant, Delphine Richer, Al)

Des 1994, nous avons suspecté que des séquences en amont du SD étaient impliquées dans la
dimérisation de I’ARN génomique du VIH-1 (isolat MAL) (73). Nous avons, par interférence
chimique et mutagenése dirigée, identifié le site d’initiation de la dimérisation, que nous avons nommé
DIS (Dimerization Initiation Site, également appelée SL1) (figure 1) (83, 87, 108). Il s’agit d’un
élément structural en tige-boucle trés conservé dans les différents isolats du VIH-1, contenant une
boucle de neuf nucléotides dont six forment une séquence autocomplémentaire de type GUGCAC
(sous-type A&G) ou GCGCGC (sous-type B&D). La délétion de cette tige-boucle abolit la
dimérisation, bien que la DLS présumée (séquence 305-615) soit présente. Nous avons montré que
I’étape initiale de la dimérisation est réalisée par des appariements de type Watson Crick entre les
séquences autocomplémetaires de chacun des deux monomeres (figure 1) (83, 84, 86). Ce complexe

boucle-boucle ou “kissing-complex” peut éventuellement étre converti en duplex étendu suite a la

10
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Figure 1 : Identification du site d’initiation de la dimérisation du VIH-1

(A) Organisation génétique de I’ADN proviral du VIH-1. Les différents cadres de lecture sont indiqués. (B)
Représentation schématique de I’ARN génomique du VIH-1. R séquence répétée; TAR éElément de
transactivation de la transcription ; poly-A copie du signal de polyadénylation en 5’ ; US séquence unique en 5’
: PBS site de fixation de I’ ARNtY*?, amorce de la rétrotranscription ; DIS site d’initiation de la dimérisation ; SD
site donneur d’épissage ; gag séquence codant les protéines structurales . (C) Mod¢le de structure secondaire des
500 premiers nucléotides de I’ARN génomique du VIH-1. Les structures secondaires principales sont
représentées : TAR, Poly-A, PBS, DIS, SD, Psi (signal d’encapsidation), AUG (codon d’initiation de traduction
du géne gag). Deux régions DIS sont impliquées dans la formation du complexe « boucle-boucle ». (D) Schéma
du mécanisme de la dimérisation des ARN du VIH-1 montrant le complexe « boucle-boucle » qui peut étre
converti en « duplex étendu ». (E) Comparaison de la séquence du DIS des différents groupes du VIH-1 (M,
Main et O, outlier) et sous-types (A, B, C, D, F, G et H).

11
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Figure 2 : Structure cristallographique du complexe boucle-boucle du DIS de sous-type A (A & B) et modéele
tridimensionnel établi a la suite d’expériences de cartographie en solution (C).

fusion et a 1’appariement intermoléculaire des hélices du DIS. Cette transition ne semble cependant
pas avoir lieu dans le contexte d’un ARN synthétique contenant la région 5’-terminale compléte (ARN
1-615) (86). Les appariements boucle-boucle ne sont pas les seules interactions impliquées dans la
formation d’un dimére d’ARN stable. Nous avons en effet montré que des mutations dans des
séquences localisées en aval du SD (region 305-415), bien que n’empéchant pas la dimérisation,
réduisent considérablement la stabilité thermique du diméres d’ARN (83). L’ensemble de nos résultats
indique que la dimérisation est un processus en deux étapes: (1) reconnaissance entre les deux
monomeres par l’intermdiaire du DIS (initiation); (2) établissement d’interactions additionnelles
impliquant des séquences puriniques conservées en aval du SD et sans doute d’autres séquences non
encore identifiées (figure 1D).

Tous ces résultats ont depuis été€ largement documentés et confirmés par la communauté
scientifique (19, 65, 77) (pour revue voir (85)). Il a cependant été proposé qu’un duplex étendu puisse
se former soit par traitement thermique pour les ARN de petite taille (64, 76), soit par action de la
protéine de nucléocapside NCp7 (75). Il n’est cependant pas exclu que dans ces conditions
particuliéres, le duplex étendu se forme par hybridation d’ ARN plus ou moins dénaturé, plutdt que par
propagation a partir du complexe boucle-boucle. La formation de ce duplex étendu a été relié ex vivo a
une étape dite de “maturation” de I’ARN génomique qui s’accompagne, au sein de la particule virale,
d’une stabilisation thermique accrue de son dimeére d’ARN comme cela a ét€¢ montré chez VIH-1 et
MoMuLV (40, 41). Cette étape semble étre directement reliée a la maturation des précurseurs

protéiques bien que cela ait été remis en cause trés récemment (39). Il est évident que la protéine de

12
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nucléocapside (NC) est en partie responsable de la stabilisation du dimere dans le virion. Cependant,
I’amalgame a rapidement été fait entre cette maturation et le passage du DIS de la forme boucle-
boucle & la forme duplex étendu. Bien que cela ait été observé in vitro avec des systémes minimalistes

(petits ARN) en présence de NC, ce passage n’a jamais été démontré ex vivo.

2. Etude structurale du site d’initiation de la dimérisation
(avec Fabrice Jossinet, doctorant, Delphine Richer, Al ; collaboration avec Eric Westhof, UPR 9002,
Strasbourg)

Une étude phylogénétique réalisée sur plus de 30 isolats du VIH-1, VIH-2 et rétrovirus
apparentés (SIV) nous a permis de montrer que non seulement la séquence autocomplémentaire du
DIS mais aussi les purines flanquantes sont trés conservées (84) (figure 1E) La majorité des isolats se
répartit en deux classes suivant la séquence de la boucle du DIS : la séquence AGGUGCACA présente
dans les isolats de sous-type A et les recombinants de ce sous-type (exemple MAL) ; la séquence
AAGCGCGCA se retrouve quant a elle dans les isolats des sous-types B et D (exemple Lai). Cette
conservation refléte une forte contrainte évolutive. Par mutagenese dirigée et étude des parametres
cinétiques de dimérisation (T,, K;), nous avons montré l'importance des purines en amont de la
séquence auto-complémentaire (88). Par la suite, le travail initi€ lors de ma thése s’est poursuivi avec
Fabrice Jossinet. Nous nous sommes intéréssés a comparer les mécanismes de dimérisation de I’ARN
des sous-types A et B (deux représentants majeurs des DIS du VIH-1). Ainsi, par des expériences
d’interférence des modifications chimiques, nous avons montré que la dimérisation s'avere
particulicrement sensible a des modifications subtiles de la conformation du squelette ribose-
phosphate. La différence essentielle entre les deux sous-groupes concerne le réle du Mg™ dans le
processus de dimérisation. Contrairement a celle du sous-groupe B, la dimérisation de I'ARN du sous-
groupe A requiert la fixation d'un ion Mg** dans la boucle du DIS (56). Nos résultats de cartographie
en solution (56, 88) nous ont permis de construire, en collaboration avec Eric Westhof (UPR9002), un
modele tridimensionnel du complexe boucle-boucle du DIS (figure 2). Dans ce modele, les hélices
s'empilent de facon co-axiale et la structure est contrainte par des interactions non-canoniques entre les
deux purines a la base de la boucle (interaction sheared A-A) (56). De plus, la purine en deuxiéme
position de la boucle serait impliquée dans une interaction triple dont la nature dépendrait de la
séquence des deux paires de bases centrales : elle serait intramoléculaire pour le sous-type B et
intermoléculaire pour le sous-type A.

Depuis ces travaux, de nombreuses données structurales ont été obtenues sur des ARN de
petite taille correspondant au DIS, par cristallographie aux rayons X (35, 36) (figure 2) et par RMN
(42, 59, 60, 74, 113), que ce soit sur le complexe boucle-boucle ou sur le duplex étendu. Ces études
ont majoritairement confirmé 1I’empilement parfaitement coaxial des deux tige-boucles. En revanche,
les études cristallographiques ont montré que les deux purines conservées en 5’ de la boucle (A272,
R273) étaient expulsées de I’hélice et que la base A280, quoique parfaitement empilée dans 1’hélice,

reste non appariée.
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3. Importance fonctionnelle du DIS dans la réplication virale
(collaboration avec Lionel Berthoux, Michéle Ottman et Jean.-Luc. Darlix, INSERM U758-ENS, Lyon)

L’identification du DIS in vitro nous a offert la possibilité de determiner de maniere précise le
role de la dimérisation de I’ARN génomique du VIH-1 dans la réplication virale. Plusieurs mutations
ont été€ introduites au niveau du DIS dans un clone moléculaire infectieux du VIH-1 (pNL4.3) et leurs
effets ont été testés apres infection de cellules lymphoides CD4" (82). Nous n’avons pas observé
d’effet sur la traduction et la maturation des précurseurs protéiques viraux. En revanche, les mutants
étudiés sont 10-100 (substitutions de la boucle) a 1000 (délétion du DIS) fois moins infectieux que des
virus sauvages. Cette chute d'infectivité a au moins deux origines : d’une part, la quantité d’ARN
génomique encapsidé dans les virions mutés est diminué d’un facteur 2 a 5 ; d’autre part, les virus
mutés présentent un défaut au niveau de la réverse transcription. Nous avons montré par PCR semi-
quantitative que la quantité d’ADN proviral est fortement diminuée, alors que les premicres étapes de
la rétrotranscription ne le sont pas. L’analyse de I’ARN génomique montre une fraction importante de
monomere dans les particules virales, suggérant que les dimeres formés en absence de DIS sont peu
stables. Ainsi, le DIS ne serait pas absolument requis pour la dimérisation de I’ARN génomique in
vivo, mais les dimeres formés en absence de DIS seraient anormaux. Paralléelement a nos travaux,
plusieurs groupes ont montré I’importance du DIS pour I’encapsidation de I’ARN génomique et la
réplication virale (13, 18, 45, 66). Depuis, le DIS est considéré comme partie intégrante du signal
d’encapsidation (W, Psi) de I’ARN génomique du VIH-1.

4., Tentative d’inhibition de la dimérisation

Du fait de I’intervention du DIS dans les étapes précoces (transcription inverse) et tardives
(encapsidation) du cycle rétroviral, il nous est apparu intéressant d’un point de vue stratégique de

cibler le DIS pour essayer d’inhiber la réplication virale.

a. Stratégie antisens
(avec Eugene Skripkin & Steve Lodmell, chercheurs post-doctorant, Delphine Richer, Al -
collaboration avec M. Blumenfeld, Genset, Paris)

La forte pression évolutive souligne I’importance structurale et fonctionnelle du DIS et c’est
pour cette raison que nous avons envisagé la possibilité d’inhiber la réplication virale en ciblant le DIS
par une approche sens ou antisens. Avec E. Skripkin, nous avons ainsi testé la capacité d’une large
panoplie d’oligonucléotides ARN et ADN de diverses tailles (9 a 35 nucléotides) a interférer avec le
dimere d’'un ARN 1-615 (sous-type A) préformé. Nous savions déja a cette époque que le complexe
boucle-boucle était en équilibre dynamique, et qu'un dimere d'ARN préformé pouvait étre aisément
déplacé par un ARN compétiteur (86). Plusieurs résultats inattendus ont été obtenus. D’une part, les
ARN s’averent beaucoup plus efficaces que leurs homologues ADN, qu’ils soient sens ou antisens
(107). En revanche, un oligonucléotide sens constitué¢ d’une tige ADN et d’une boucle ARN a la
méme capacité d’inhibition que son homologue ARN, démontrant une fois de plus I’importance de la
structure fine de la boucle. D’autre part, les oligonucléotides antisens sont beaucoup plus efficaces que

les sens. Cette différence a deux origines. Les tige-boucles sens, capables de dimériser sur elle-mémes,
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forment des interactions boucle-boucle réversibles et agissent par un mécanisme d’inhibition
competitive. Au contraire, les tige-boucles antisens (qui dimérisent trés mal sur elles-mémes) forment
avec I’ARN viral un complexe tres stable, probablement un duplex étendu, qui est irréversible.

Cette étude a été comparée a I’inhibition de la dimérisation in vitro d’ARN de sous-type B (
isolat Lai) (68). Des différences significatives sont apparues. Alors que seuls les oligonucléotides
ARN inhibent la dimérisation de I’ARN MAL, les oligonucléotides ARN et ADN inhibent la
dimérisation de I’ARN Lai avec la méme efficacité. De plus, seuls les oligonucléotides antisens sont
de bons inhibiteurs. Ces résultats ont ainsi confirmé que les purines situées de part et d’autre de la
séquence autocomplémentaire étaient cruciales pour la structuration de la boucle et que la formation
d’un duplex étendu nécessitait une stricte complémentarité entre les deux boucles. Un des rdles des
purines non complémentaires pourrait étre d’empécher la propagation des interactions

intermoléculaires.

b. Fixation d’antibiotiques de la famille des aminoglycosides
(collaboration avec Eric Ennifar & Philippe Dumas, UPR 9002, Strasbourg)

Apres avoir résolu la structure cristallographie du complexe boucle-boucle (35), I’équipe de
cristallographie de notre unité (E. Ennifar & P. Dumas) a récemment observé une ressemblance
structurale frappante entre le DIS et le site A de I'ARN 16S présent dans la petite sous-unité (30S) du
ribosome d'Echerichia coli (34) (figure 3). La structure du DIS se superpose de maniére quasi parfaite
a celle du site A complexé a la paromomycine. Le site A du ribosome fixe certains antibiotiques de la
famille des aminoglycosides, comme la néomycine et la paromomycine. Ces antibiotiques bloquent la
croissance bactérienne en interférant avec la fidélit€ de la traduction. En collaboration avec cette
équipe, nous avons testé I’hypothése selon laquelle le DIS fixerait certains des aminoglycosides se
fixant au site A bactérien (34). En utilisant des ARN synthétiques correspondant au DIS des sous-
types A et F du VIH-1 et des ARN de grande taille contenant le DIS (ARN 1-615), nous avons
confirmé la fixation spécifique de la néomycine et de la paromomycine, alors que d’autres
antibiotiques comme la kanamycine B, la généticine ou la tobramycine ne se fixent pas. La fixation
des aminoglycosides est détectée par inhibiton de la coupure a 1’acétate de plomb (entre les nts A272
et G273) et/ou protection des modifications au DMS (positions N1-A280 et N7-G274). Ainsi, par
analogie structurale avec le site A du ribosome, nous avons montrer que 1’uridine en seconde position
dans la séquence autocomplémentaire des sous-types A, C, F, G et H joue un réle clé dans la fixation
des aminoglycosides (figure 3 et figure 1E pour la phylogénie). De ce fait, aucune fixation spécifique
n’a pu étre détectée sur le DIS des sous-types B&D qui contient un C a la place du U dans la séquence
autocomplémentaire. Nous avons également montré que la fixation des aminoglycosides stabilise le
complexe boucle-boucle du DIS.

L’obtention récente par le groupe de P. Dumas de structures cristallographiques du DIS du sous-
type F complexé a divers aminoglycosides nous ouvre une voie vers le « drug design ». Il nous est en
effet maintenant possible d’imaginer les modifications chimiques a apporter aux aminoglycosides pour
qu’ils fixent avec une plus grande spécificité le DIS des différents sous-types du VIH-1, dont le sous-

type B (voir projet).
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Complexe boucle-boucle Site A du ribosome
du DIS eubactérien
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Figure 3 : Similitude entre le complexe boucle-boucle du DIS et le site A du ribosome bactérien. (A) Les
nucléotides identiques dans les 2 ARN sont en gras; ceux qui sont nécessaires pour la fixation des
aminoglycosides sont en gras et ouvert. De part et d’autre sont représentées les structures cristallographiques du
complexe boucle-boucle du DIS (isolat MAL) et du site A complexé a la paromomycine. Les deux sites
potentiels de fixation d’antibiotiques sont indiqués en rose et en orange. (B) Structure chimique des
aminoglycosides utilisés. Le cycle désoxystreptamine (DOS) est en rouge.

B. Structure et versatilité de la région 5’ non traduite de ’ARN
génomique du VIH-1

La structure secondaire de la région 5’ non traduite de I’ARN génomique du VIH-1 a été
largement étudiée depuis maintenant plus de 10 ans et plusieurs modeles de structure secondaire ont
été proposés (6, 10, 25, 46). Cette région, qui est la plus conservée du génome, peut étre décomposée
en plusieurs domaines structuralement et fonctionnellement indépendants impliqués dans des étapes
clés de la réplication virale. La région R comprend le signal de trans-activation de la transcription
(TAR), site de fixation de la protéine Tat, et le signal de poly-adénylation dont la copie 5’ est
réprimée. La région U5 localisée en aval de R, contient le site de fixation de I’ARNt;"** amorce de la
rétrotranscription (PBS). Plus en aval sont localisées des tiges-boucles qui contiennent des éléments
essentiels a la réplication virale : le site d’initiation de la dimérisation (DIS), le site majeur d’épissage

(SD), le signal d’encapsidation de I’ARN génomique (Psi) et le codon AUG initiateur de la traduction.
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La détermination et la compréhension des mécanismes qui régissent la structuration des ARN en
général et de la région 5 non traduite de I’ARN génomique du VIH-1 en particulier revét un intérét
considérable. En effet, il apparait de plus en plus probable que la versatilité structurale de la région 5’
non traduite puisse réguler le devenir (traduction, dimérisation, encapsidation, assemblage) de I’ARN

génomique du VIH-1. Cependant, la majorité des études réalisées a ce jour (in vitro) manque

cruellement de correspondance cellulaire et d’analyse tridimensionnelle du repliement de cette région.

1. Interaction tertiaire dans la région 5’ terminale

L’encapsidation de I’ARN génomique du VIH-1 nécessite non seulement un signal
d’encapsidation spécifique et multipartite constitué par une succession de tiges-boucles mais
également des facteurs protéiques rétroviraux (précurseur Pr55%* en particulier) (24). Il apparait de
plus en plus probable qu’une étape de condensation de I’ARN génomique soit nécessaire a son
empaquetage dans la particule virale. De plus, il semble que I’ARN soit indispensable a I’assemblage
de la particule virale en formant un “ échafaudage ” (78) et que les protéines virales Gag induisent un
changement conformationnel de la région leader du VIH-1 (116). Ces résultats combinés sont en
accord avec la reconnaissance d’une conformation bien structurée de la région leader du génome au
moment de 1’assemblage des particules virales.

Récemment, nous avons identifié, par des expériences de «ladder selection » (sélection
d'ARN progressivement hydrolysés a leur extrémité 5' ou 3') et de mutagenese dirigée, une interaction
a longue distance entre deux régions de I'ARN génomique du VIH-1 distantes de plus de 300
nucléotides : l'une est localisée dans une région non traduite en aval du signal de polyadénylation
(séquence 77GCUUGCCS83), l'autre dans la séquence codant la protéine de la matrice MAp15
(séquence 460GGCAAGC466) (91). L'importance fonctionnelle potentielle de ce pseudo-noeud est
étayée par sa conservation dans les différents isolats du VIH-1 et chez d'autres lentivirus. En
collaboration avec A.M. Aubertin (UMR544-INSERM, Strasbourg), nous avons introduit plusieurs
mutations dans un clone moléculaire infectieux du VIH-1 (pNL43) et testé leurs effets sur la
réplication virale. Malheureusement, aucune différence significative n’a pu étre observée entre les
différents virus mutants et sauvage, quelque soit le type cellulaire utilisé (lignées stables ou PBMC).
Bien que ces résultats ne soient pas ceux attendus, I’existence d’un pseudo-nceud dans cette région
n’est pas remise en cause car : (1) il est possible que les substitutions testées ne soient pas suffisantes
pour observer un effet significatif ou que des facteurs en trans (protéines ou séquence ARN
redondante) masquent 1’effet des mutations ; (2) des résultats ont suggéré que 1’inhibition du signal de
polyadénylation en 5° pourrait étre due a des séquences en aval dans la région leader (non encore
définies) et que la structure tertiaire de I’ARN aménerait a proximité ces deux régions (3) ; (3) enfin, la
méme interaction intramoléculaire a ét€ mise en évidence récemment dans les virions d’un virus murin

(MoMuLV) (48), confirmant I’importance de cette région dans la structuration de I’ ARN génomique.
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2. Analyse conformationnelle de I’ARN génomique ex vivo
(collaboration avec Markus Dettenhofer et Xiao-Fang Yu, Baltimore, USA)

Depuis 1992, date de la premiere structure secondaire de la région 5° non traduite de I’ARN
génomique du VIH-1 (46), notre équipe s’est continuellement intéressée au repliement de cet ARN in
vitro (6, 44, 53, 88, 108). De nombreux modé¢les de structures secondaires ont été proposés et le débat
sur la conformation de la région 5’-terminale de I’ARN génomique du VIH-1 a toujours été tres
animée. Il y a quelques années, le groupe de Ben Berkhout (Amsterdam, ND) a proposé que la région
5’ non traduite du VIH-1 (1, 2, 11, 12, 52) et du VIH-2 (29, 62) pourrait former des structures

secondaires alternatives.

Figure 5 : Représentation schématique des
deux conforméres proposés par Ben
Berkhout. LDI (Long Distance Interaction)
et BMH (branched Multiple Hairpins).

TAR

En fait, cette région serait en

équilibre  dynamique entre  deux

conformations : la premicre, trés stable

serait formée par appariement entre le

signal de polyadénylation et le DIS (LDI,

Long Distance Interaction Branched Multiple Hairpins
(LbI) (BMH) Long Distance Interaction) ; la

deuxiéme, métastable serait formée d’une
succession de tiges-boucles (BMH,

Branched structure with Multiple Hairpins) et correspondrait a la conformation que nous avons mise
en évidence en culture cellulaire, a 1’exception des interactions a longue distance (US/AUG) (figure
5). S’il existe, ce « switch » conformationnel pourrait réguler de facon temporelle différents éléments
régulateurs présents dans la région 5° de I’ARN génomique. Ainsi, dans la conformation LDI, la
séquence du DIS, masquée par un appariement a longue distance, empécherait I’ARN de dimériser et
d’étre encapsidé. En revanche, la boucle du DIS est formée dans la conformation BMH. Ce
changement de conformation (LDI vers BMH) pourrait étre induit in vivo par la protéine de
nucléocapside NCp7 (52). Dans cette optique, il est possible d’envisager un mécanisme en deux étapes
: (1) au moment de la traduction, le ribosome détruirait des interactions a longue distance pour induire
un changement conformationnel de la région 5’ ; (2) Apres traduction, le domaine NC du précurseur
Pr55%¢ interagirait préférentiellement avec son propre ARN messager (67, 93) pour induire des
changements conformationnels importants (BMH) modulant la dimérisation et 1’encapsidation de

I’ARN génomique. Ce modele n’a pas été démontré pour le moment.

Avec Markus Dettenhofer (doctorant aux USA), nous avons adapté la technique de cartographie

des ARN en solution et mis au point les conditions expérimentales pour déterminer la structure
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secondaire de la région 5’-terminale de I’ARN génomique du VIH-1 dans les cellules infectées et les
particules virales. Nous avons pu obtenir pour la premiére fois une cartographie de I’ARN du VIH-1
ex vivo de qualité similaire a celle obtenue in vitro sur des ARN synthétiques (figure 4) (89). Nous
avons ainsi montré que la structure secondaire de la région 5 non traduite de I’ARN du VIH-1 dans
les cellules infectées et les particules virales est de maniére générale trés similaire a celle obtenue in
vitro. Ces résultats (hyper-réactivité du A263, accessibilité du PBS dans les cellules et protection dans
les virions due a I’hybridation avec I’ARNt;”*) suggeérent que les différents domaines fonctionnels
proposés sont présents dans un contexte cellulaire. Cependant, en comparant les profils de réactivité
chimique des ARN provenant des cellules infectées et des particules virales, nous avons montré qu’il

existe des différences significatives pour certains domaines.
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Figure 4 : Représentation schématique de la région 5’ non traduite de ’ARN génomique du VIH-1 et de sa
structure secondaire. (A) Les différentes régions fonctionnelles sont indiquées. (B) Exemple de profils de
réactivité vis-a-vis du DMS de la région 280-340. (C) Modele de structure secondaire déduit des expériences de
cartographie in situ.

En particulier, I’hélice du SD est protégée vis-a-vis du DMS dans les particules virales tout
comme certains nucléotides du domaine d’encapsidation (hélice Psi) ce qui suggere qu’un changement
conformationnel a eu lieu au niveau de ces deux hélices au moment de I’encapsidation (89). Ce
changement pourrait étre induit soit par I’interaction avec d’autres séquences ARN, soit par la fixation
de protéines cellulaires ou virales comme notamment la protéine de nucléocapside (NCp7) ou son
précurseur Gag. Enfin, cette étude nous aura permis de définir que la représentation sous forme de
tige-boucles de I’ARN génomique est I’espéce conformationnelle la plus représentée au sein de la
cellule (figure 4) (89).
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3. Variabilité structurale du complexe d’initiation de la réverse transcription
(avec V. Goldschmidt, doctorante)

Chez tous les rétrovirus, la rétrotranscription est initiée a partir d’un ARNt cellulaire (ARNt;""*

chez le VIH-1) et nécessite I’hybridation des 18 nucléotides situés en 3’ de ’ARNt a la séquence
complémentaire PBS de I’ARN viral (ARNv) (72). En plus de cette interaction, des interactions
spécifiques ont été décrites chez plusieurs rétrovirus et rétrotransposons a LTR. Cependant, des
résultats contradictoires ont été obtenus suivant les isolats du VIH-1 étudiés. En effet, alors que
certains travaux montrent ’existence d’une interaction entre la séquence riche en A de I’ARN viral de
l’isolat HXxB2 (sous-type B) et I’anticodon de I’ARNt;"”*, comme ce qui a été proposé par notre
laboratoire pour I’isolat MAL (sous-type A) (53, 54), d’autres proposent des interactions alternatives
entre I’amorce et la matrice (7, 55). L’isolat MAL différe des isolats de sous-type B (NL4.3, Lai,
HxB2) par une insertion de 23 nts en aval du PBS et des mutations ponctuelles, ce qui a pour
conséquence une variabilité locale de la structure secondaire au niveau du domaine PBS.

Afin de comprendre plus finement les remaniements structuraux au niveau du complexe
d’initiation de la réverse transcription entre les différents isolats, nous avons mené avec Valérie
Goldschmidt une étude de cartographie in situ sur I’ARNv de I’isolat NL4.3 et de I’isolat chimérique
NL4.3/MAL, dont le domaine PBS de NL4.3 a été substitué par celui de I’isolat MAL (43), et nous
avons comparé les profils de réactivité au DMS dans les cellules (ARNt non hybridé) et dans les
virions (ARNt hybridé). Les données de cartographie des ARNv MAL et NL4.3 dans les cellules
infectées et les particules virales confirment les modeles de structures secondaires préalablement
établis in vitro. Non seulement la conformation des ARNv nus (sans ARNt) mais également celle des
ARNv hybridés a I’ARNt,"* différent radicalement. Nous avons ainsi pu confirmer que de nombreux
remaniements conformationnels intra- et intermoléculaires s’opérent au niveau du complexe
d’initiation de la rétrotranscription de I’isolat MAL (figure 6). A P’inverse, celui de I’isolat NL4.3
subit peu de réarrangements structuraux. Seul le PBS est protégé et la région riche en A

complémentaire a I’anticodon de I’ ARNt;""*

reste accessible, suggérant que cette interaction n’est pas
essentielle a D'initiation de la rétrotranscription dans I’isolat NL4.3 alors qu’elle I’est pour I’isolat
MAL (figure 6). En effet, des études cinétiques de synthése d’ADN « strong-stop » (-) ont montré que
I’initiation de la rétrotranscription de I’ARN MAL est tres affectée lorsque I’amorce naturelle est

Lys

remplacée par un ARNt;™® transcrit in vitro (pas de modification post-transcriptionnelle), ou par un
p p 3 p p p p

oligonucléotide complémentaire au PBS (ORN;"™"*

). Ces résultats confirment le rdle des bases
modifiées de I’ARNt;"* et I’importance des interactions intermoléculaires du complexe d’initiation de
I’isolat MAL. Cependant, la substitution de I’ARNt;"** naturel par un ARNt;"”* transcrit in vitro ou par
un ORN,""* affecte peu I’initiation de la rétrotranscription de ’ARN NL4.3. Ainsi, les interactions
intermoléculaires ne semblent pas requises pour ’initiation de la rétrotranscription de I’ARNv de

I’isolat NL4.3.
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Figure 6 : Modeéles de structure secondaire de ’ARNv MAL, de son complexe avec ’ARNt;""* et de
I’ARNv NL4.3. (A) Structure secondaire de la region 5’-terminale de I’ARNv MAL. Le PBS et la boucle riche
en A sont indiqués. (B) Structure secondaire du complexe ARNV/ARNt;"* L’ARNt est coloré en bleu
excepté les régions interagissant avec I’ARNv (anticodon, région 3’-terminale). Les hélices 1 et 2 et la jonction
(J) entre le PBS et I’hélice 2 sont indiquées respectivement en rose et violet. (C) Structure secondaire de la
region PBS de I’ARNv NL4.3 en interaction avec I' ARNt;"¥*. Les hélices 1 et 2 sont entourées en rose.

C. Role de la protéine de Matrice du VIH-1 dans le ciblage
membranaire du précurseur protéique Pr55%

Lors de mon stage post-doctoral effectué dans le laboratoire du Dr. H. Géttlinger (Dana Farber
Cancer Institute, Boston, USA), je me suis intéressé a 1’assemblage des particules virales du VIH-1 et
plus particulierement au réle du domaine de fixation aux membranes (domaine M) de la protéine de la
Matrice (MAp15) dans cette étape. Les protéines de structure interne du VIH-1 sont synthétisées dans
le cytoplasme sous la forme d'un précurseur polyprotéique de 55 KDa, Pr55%%, qui est rapidement
transporté au niveau de la membrane plasmique (dans la plupart des cellules) ou l'assemblage du virus
s'effectue, en partie, par l'auto-assemblage de Pr55%*¢ (domaines CA et NC). Pendant ou apres le
relargage des particules virales, Pr55% est clivé par la protéase virale pour donner la Matrice
(MAp17), la Capside (CAp24), la Nucléocapside (NCp7) et la p6, qui constituent les protéines
structurales internes du virion mature. Le ciblage de Pr55%* au niveau du site d'assemblage du virion
est indépendant des glycoprotéines de 1'enveloppe (SUgp120 et TMgp41) qui atteignent la membrane
plasmique par la voie sécrétoire classique. De ce fait, les protéines Gag sont suffisantes pour former
des particules pseudo-virales (VLP).

La protéine de Matrice joue un rdle crucial dans plusieurs étapes du cycle réplicatif du VIH-1 et
notamment dans le ciblage des précurseurs protéiques au niveau du lieu d’assemblage. Le domaine M
est localisé dans la partie N-terminale de la protéine et est composé d’un cluster d’acides aminés
basiques et d’un acide myristique li€ de fagon covalente a I’extrémité N-terminale. Ces deux motifs
sont nécessaires pour une fixation optimale aux membranes de la cellule.

Au moment ol nous avons abordé ce travail, la structure cristallographique de la Matrice non
myristillée était connu et avait révélé que les résidus basiques du domaine M étaient orientés a la

surface de la protéine, favorisant ainsi leur interaction avec les groupements chargés négativement des
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phospholipides des membranes (49). De plus, un modele de régulation basé sur le "switch"
conformationnel de l'acide myristique avait été proposé (figure 7) (110, 119). Ce modele suggéerait que
I'acide myristique serait enfoui a l'intérieur d'une poche hydrophobe de la Matrice jusqu'a ce qu'un
changement conformationnel ait lieu et expose le groupe myristate. Afin de mieux comprendre ce
phénomene, nous avons montré par des expériences de mutagenese dirigée que la substitution d’un
seul acide aminé dans ’extrémité N-terminale de la Matrice (L8A) abolit complétement la formation
de particules virales sans pour autant compromettre la myristylation. Cependant, I’association de cette
protéine mutante a la membrane plasmique est fortement altérée (taux équivalent & une protéine non
myristylée) suggérant que le groupement myristique ne doit plus étre disponible pour un ancrage a la
membrane plasmique. Les effets de la mutation L8A ont pu étre compensés par 1’incorporation d’une
seconde mutation (W16A) dans le coeur hydrophobe de la protéine, augmentant ainsi I’association a la
membrane plasmique et le taux de particules virales produites (90). Ainsi, nos résultats suggerent que
le cceur globulaire trés compact de la Matrice doit séquestrer le groupement myristyle pour empécher
des associations aberrantes avec les membranes intracellulaires, alors que la partie N-terminale de la
protéine doit contrdler de fagon spécifique 1I’exposition de I’acide myristique pour son insertion dans la

membrane plasmique (90).

A GAG

Figure 7 : Structure de la protéine Gag du
VIH-1. A. Représentation schématique du
précurseur Pr55gag et de ses sous-domaines.
B. Modéle du « switch » conformationnel de

B
I’acide myristique de la protéine de Matrice
proposé par Tang et al. (114). Schéma
< adapté de (94).
monomere trimere

Depuis, des avancées spéctaculaires ont eu lieu. Récemment, la structure de la Matrice
accrochée a son myristate a été résolue par RMN (94, 114). Cette étude a montré 1’existence de deux
états de la protéine (figure 7) : une forme dans laquelle I’acide myristique est exposé, et une autre ou il
est séquestré dans la structure. Dans cette derniere, I’acide myristique est inséré dans une cavité pré-
existante de la protéine et interagit avec des acides aminés de la partie N-terminale, si bien que le
changement conformationnel pour passer d’une forme a 1’autre ne serait pas dramatique. Ceci conforte
notre étude et explique le fait que la substitution d’un seul acide aminé dans le domaine M puisse

changer I’état de la protéine (ouvert ou fermé).
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Mon projet de recherche s’articule autour de deux thémes principaux : le premier est dans la
continuité de mes activités antérieures sur le réle de la dimérisation de I’ARN génomique du VIH-1
dans la réplication virale et sur le repliement tridimensionnel de cet ARN au sein de la cellule infectée
et de la particule virale. Le deuxiéme concerne le réle de la protéine virale Vif et de la protéine
cellulaire hDBR1 sur la réplication virale et leurs relations avec I’ARN génomique du VIH-1. Cet axe
de recherche a débuté avec I’arrivé de Simon Henriet en 2002 et s’est trouvé renforcé avec deux
chercheurs post-doctorants, successivement Boulbaba Selmi (année 2004) et Serena Bernacchi

(depuis 2005), et dernierement avec Gaélle Mercenne (doctorante, depuis septembre 2005).

A. Mécanismes de dimérisation et d’encapsidation de I’ARN
génomique du VIH-1

Il est maintenant bien établi que la séquence auto-complémentaire du DIS est cruciale pour la
réplication virale (pour revue voir (85)). Il est cependant nécessaire de rappeler que d’une part, des
mutations partielles ou complétes du DIS n’éliminent jamais totalement la présence d’ARN dimérique
dans les particules virales (50, 66, 85, 104, 105), et d’autre part, que des séquences en dehors de la
tige-boucle du DIS sont aussi importantes pour la dimérisation de I’ARN génomique (31, 96, 97, 101).
Le fait qu’il y ait toujours une portion d’ARN dimérique présent dans ces virions mutants suggere que
la séquence auto-complémentaire du DIS est le point de départ pour la dimérisation de I’ARN
génomique, mais souléve également le fait que des régions en dehors du DIS pourraient étre

impliquées dans ce processus.

Le lien entre dimérisation et encapsidation de I’ARN génomique a toujours été une question tres
discutée du fait du chevauchement de ces deux domaines au niveau de la région 5’ terminale du
génome du VIH-1 (figure 8). Qui de la dimérisation ou de I’encapsidation a lieu en premier dans la
cellule ? L’ ARN encapsidé est-il dimérique ou monomérique ? Récemment, ces questions importantes
ont fait I’objet d’une révue (98). A I’heure actuelle, nous pensons que la dimérisation est un pré-requis
pour ’encapsidation de I’ARN génomique, ou tout du moins pour la production de particules virales
infectieuses. En effet, I’ARN génomique peut étre encapsidé sous forme de monomere ou de dimere
instable (18, 99, 100, 103, 104) mais ces mutants qui présentent des défauts de dimérisation ne se
répliquent généralement pas aussi bien qu’un virus sauvage. De plus, ’idée de pré-requis de la
dimérisation pour I’encapsidation de I’ARN génomique (98) souléve inévitablement la question du
lieu de formation des dimeres d’ARN génomique. Sont-ils formés directement apres transcription dans
le noyau ? Des facteurs protéiques sont-ils nécessaires a sa formation ? Ce sont ces questions

auxquelles nous essayerons d’apporter des réponses.
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Figure 8 : Localisation des sites d’encapsidation (Psi) et de dimérisation (DIS/DLS) de ’ARN génomique
du VIH-1. (A) Représentation schématique de la région 5°-UTR du génome du VIH-1. Les principaux motifs
fonctionnels sont représentés. (B) ARN génomique et exemples d’ARN mono et multi-épissés.

1. Quel est le lieu de formation des diméres d’ARN génomique ?
(avec Delphine Richer, Al)

Afin de répondre a cette question, nous envisageons de mettre a profit I’expertise acquise au
laboratoire sur [’étude in vitro de la dimérisation des ARN et sur ’analyse de la structure ex vivo de
la région 5-UTR de I’ARN génomique du VIH-1. Dans un premier temps, nous étudierons la
dimérisation in vitro d’ARN du VIH-1 de tailles différentes (de 300 a 9000 nucléotides). La
dimérisation des grands ARN n’est pas une chose triviale, et aucune étude n’a pour le moment montré
qu’il était possible de dimériser in vitro des ARN correspondant a la taille compléte des génomes
rétroviraux. Une explication possible est que le domaine de dimérisation n’est plus accessible dans
ces grands ARN ou qu’il nécessite un remodelage conformationnel induit par la NC pour dimériser.
L’hypothese idéale serait alors que I’ARN puisse dimériser avant qu’il ne soit complétement transcrit,
suggérant que la dimérisation démarre dans le noyau. Des analyses préliminaires effectuées sur les
isolats MAL (sous-type A) et NL4.3 (sous-type B) avec des ARN de 300 a 4000 nucléotides de long
vont tout a fait dans le sens que la dimérisation s’effectue de facon co-transcriptionnelle. En revanche,
et spécifiquement pour les grands ARN, nous avons observé que le taux de dimeére diminuait fortement
lorsque ces ARN ¢étaient soumis au test de dimérisation in vitro apreés une étape de dénaturation
thermique. Ces resultats confirment que la probabilité de collision productive entre le DIS de deux
molécules d’ARN diminue avec la taille de I’ARN. Il est aussi possible que ces ARN adoptent des
conformations alternatives qui les rendent incompétents pour la dimérisation. Nous envisageons de
confirmer cette hypothése en étudiant la formation d'hétérodimere (dimere formé entre des ARN de
taille différentes) et en déterminant la stabilité thermique des différents ARN testés. Une étude récente

réalisée sur MoMulV va tout a fait dans le sens d’une initiation de la dimérisation pendant le
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processus de transcription (38). De plus, la dimérisation co-transcriptionnelle serait un argument
supplémentaire a I’homoploidie des génomes rétroviraux (37, 58).

Dans un deuxiéeme temps, nous réaliserons une étude de fractionnement cellulaire
(cytoplasme/noyau) sur des cellules infectées. Les ARN seront isolés et les deux compartiments seront
comparés (Northern) quant a la nature dimérique ou monomérique de [’ARN rétroviral.
Parallélement, les compartiments nucléaires et cytoplasmiques seront isolés directement aprés
modification des ARN au DMS (voir Acitivté Scientifique, §B.2.). Dans ce cas, nous analyserons
laccessibilité de la boucle du DIS et en déduirons la forme de I’ARN présent dans chacun des
compartiments. Ces expériences seront répétées avec des mutants du motif de transport nucléo-
cytoplasmique (Rev/IRRE) ou aprés traitement des cellules avec des agents bloquant le transport de
I’ARN génomique du VIH-1 (leptomycine). Par ces méthodologies complémentaires, nous devrions
étre en mesure de retenir les ARN génomiques du VIH-1 dans le noyau et ainsi enrichir la quantité

d’ARN a analyser aprés extraction.

2. Transport et sélection des ARN génomiques
(avec Lucile Sinck, étudiante M2 ; collaboration avec Marylene Mougel, UMR5121, Montpellier)

Le transport des ARN rétroviraux est une étape importante de la réplication virale. Les
différents rétrovirus ont adapté leur systeme suivant leur complexité. Ainsi, le VIH-1 code pour un
adaptateur viral, Rev, qui va entrer en contact avec la machinerie de transport, Crml. Crml est un
transporteur de la famille des karyophérines qui induit non seulement 1’export nucléaire de protéines
possédant un motif NES (Nuclear Export Signal) riche en leucine, mais également de diverses classes
d’ARN comme I’ARNr 5S, des snARN, et de certains ARNm fixant des protéines contenant un NES
comme la protéine Rev (22). La protéine Rev quant a elle interagit avec un signal en cis sur I’ARN
viral, le RRE (Rev Responsive Element) présent uniquement sur les ARN génomiques et mono-
épissés (figure 8). En utilisant une technique de fluorescence, il a été montré que dans des cellules
vivantes (cellules d’encapsidation ou chroniquement infectées), les ARN du virus de la leucémie
murine (MLV) sont transportés par des vésicules endosomiques (5) (figure 9). Ce transport est
dépendant des protéines virales Gag et Env, elles-mémes transportées a la surface des vésicules
d’endosomes. Gag est ainsi principalement présente dans les endosomes tardifs mais se redistribue a la
surface des endosomes précoces et de recyclage en présence d’enveloppe. Ces résultats suggerent que
Env et Gag servent de protéines adaptatrices pour arrimer I’ARN a un systéme de transport vésiculaire

endosomique et le diriger ainsi vers des sites spécifiques de la membrane plasmique (5 , 92).
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Figure 9 : Transport vésiculaire des ARN rétroviraux dans le cytoplasme. D’aprés (5).

Récemment, deux équipes (dont celle de M. Mougel) ont montré que le signal d’encapsidation
de I’ARN génomique de MoMuLV (4 tiges boucle appelées A, B, C et D) serait impliqué dans le
transport nucléo-cytoplasmique des ARN non épissés et dans le transport endosomal (4, 109). De
maniere intéressante, ce motif se superpose, comme chez le VIH-1, au domaine nécessaire a la

dimérisation de I’ARN génomique (27).

En collaboration avec le groupe de Maryléne Mougel, nous envisageons de vérifier

U'importance du DIS dans le transport nucléo-cytoplasmique du génome du VIH-1. Plusieurs mutants
de délétion au niveau des signaux de dimérisation (DIS) et d’encapsidation (V) ont déja été réalisés.
L’effet de ces mutations sera suivi par hybridation in situ (FISH).
De facon complémentaire, nous voulons introduire un site aptameére fixant la streptavidine dans la
région 5’ non traduite de I’ARN génomique du VIH-1 (111). Ainsi, en utilisant des conjugués or-
streptavidine, nous devrions étre capable de (1) distinguer les molécules d’ARN monomériques et
dimériques sur des cellules fixées et (2) de suivre le traffic de I’ARN dans la cellule.

Finalement, nous chercherons a comprendre pourquoi seules les molécules d’ARN génomiques
sont encapsidées dans les particules virales alors que les ARN épissés contiennent eux aussi une
grande partie des signaux requis pour cette encapsidation (TAR, polyA, DIS — voir figure 8). Il a en
effet été montré qu’une quantité non négligeable d’ARN viral épissé peut étre encapsidée lorsque
U’encapsidation de I’ARN génomique est réduite (par des mutations du motif W par exemple) (96).
L’encapsidation des ARN viraux épissés et/ou leur exclusion des particules virales suggere que
certaines séquences d’ARN viral ou leur conformation est importante pour ’assemblage efficace et/ou
Uintégrité structurale de la particule virale en elle-méme (63). Afin de mieux comprendre cette étape,

nous proposons d’étudier ’effet de I’épissage sur la sélection de I’ARN génomique du VIH-1. Altére-t-
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il la présentation de motifs requis pour la dimérisation et donc ’encapsidation de I’ARN ? Nous
tenterons de répondre a cette question en comparant la dimérisation in vitro et la structure secondaire

d’ARNm viraux épissés a celle de I’ARN génomique.

B. Fixation de dérivés d’aminoglycosides au DIS et inhibition de la
réplication virale

(collaboration avec Eric Ennifar & Philippe Dumas, UPR9002 ; Patrick Pale, UMR7123, ULP,
Strasbourg ; Jean-Luc Décout, UMR5063, Grenoble ; Anne-Marie Aubertin,UMRS544, Strasbourg)

Suite a la mise en évidence par 1’équipe de P. Dumas d’une forte analogie structurale entre le
DIS et le site A du ribosome bactérien, nous avons montré comme ce dernier, que le complexe boucle-
boucle du DIS est capable de fixer de manieére spécifique certains antibiotiques de la famille des
aminoglycosides (33). En particulier, cette fixation est restreinte aux sous-types A&G et F&H du VIH-
1 et seules la néomycine et la paromomycine sont capables de se fixer et de stabiliser le complexe
boucle-boucle. L'ensemble de ces résultats démontre que le DIS constitue une cible de choix pour des
agents antiviraux dérivés des aminoglycosides existants.

Depuis, cette étude in vitro a été élargie a d’autres aminoglycosides. Nous avons pu établir que
les aminoglycosides de type DOS (DésOxyStreptamine)4,5 disubstitués (neomycine, paromomycine et
lividomycine) fixent de maniere spécifique les complexes boucle-boucle du DIS et stabilisent les
dimeres d’ARN 1-615 in vitro. De maniere intéressante, seuls les composés de cette série posseédant 4
(néomycine et paromomycine) ou 5 cycles (lividomycine) sont de bons fixateurs et stabilisateurs. En
revanche, ceux ne possédant que 3 cycles (ribostamycine, butyrosine), les DOS 4,6 disubstitués
(kanamycine, tobramycine) et le DOS 6 monosubstitué (apramycine) ne se fixent pas et ne stabilisent
que faiblement les dimeres d’ ARN in vitro.

Bien qu’elle n’inhibe pas la dimérisation de I’ARN génomique in vitro, la fixation des
aminoglycosides au DIS pourrait interférer avec la réplication virale en altérant la reconnaissance de
celui-ci par la machinerie d’encapsidation, ou en bloquant les étapes tardives de la rétrotranscription
au cours de laquelle le dimere d” ARN doit se dissocier. De plus, la conversion éventuelle du complexe
boucle-boucle en duplex étendu lors de la maturation des particules virales pourrait aussi étre inhibée
par les aminoglycosides. Dans le but d’étudier 1’effet des antibiotiques sur la réplication virale, nous
avons tout d’abord cherché a vérifier que les aminoglycosides considérés comme bons fixateurs
(néomycine, paromomycine et lividomycine) se fixaient au DIS de I’ARN génomique dans les cellules
infectées et les particules virales. Nous avons dans un premier temps introduit des mutations
ponctuelles dans le clone moléculaire infectieux pNL4.3 (sous-type B) pour convertir le DIS en sous-
types A&G, C, et F&H. En effet, les clones moléculaires infectieux du VIH-1 communément utilisés
appartiennent au sous-type B, pour lequel nous avons montré que le DIS ne fixe pas les
aminoglycosides. Apres production d’un stock de virus possédant les DIS désirés, des cellules
lymphoides CD4" ont été infectées en présence ou en absence d’aminoglycosides. Quatre jours apres
infection, les cellules infectées et les particules virales ont été récoltées et modifiées au DMS (voir

Activité Scientifique, §B.2). Nous avons ainsi montré que le nucléotide A280 est protégé vis-a-vis de
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la modification au DMS dans les sous-types A et F en présence des antibiotiques, et ceci aussi bien
dans les cellules infectées que dans les virions (figure 10). A I’inverse, le profil de réactivité du DIS
du sous-type B est identique a celui qui est observé sans antibiotique, confirmant que les

aminoglycosides ne se fixent pas au DIS de sous-type B.

cellules

modification relative du A280
modification relative du A280

subtype B

P
aromo Neo

Figure 10 : Protection du DIS vis-a-vis du DMS induite par la fixation des aminoglycosides dans les
cellules CEMx174 et dans les virions. Les gels ont été quantifiés et la modification du A280, normalisée par
rapport au A272, a été comparée a celle obtenue sans aminoglycoside.

En parallele, E. Ennifar (équipe de P. Dumas) a pu résoudre les structures cristallographiques du
complexe boucle-boucle du DIS de sous-type F en présence de divers aminoglycosides (néamine,
néomycine, ribostamycine et lividomycine) (figure 11). Ces structures démontrent que les dérivés 4,5
disubstitués forment des complexes trés spécifiques avec le DIS. En effet, ces aminoglycosides
forment plus de contacts directs avec le DIS qu’avec le site A du ribosome. De plus, certains cycles
des aminoglycosides établissent des contacts avec les deux brins d’ARN monomere, expliquant ainsi
en partie ’effet stabilisateur de ces aminoglycosides sur la dissociation des complexe boucle-boucle

du DIS. Cette étude vient d’étre soumise pour publication (32).
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Figure 11 : Structure du complexe ribostamycine/DIS. a & b : Vue stéréoscopique du complexe
ribostamycine/DIS tourné de 90°. Les deux molécules d’ARN sont representées en gris clair et foncé et les 2
aminoglycosides en rouge et orange. La densité électronique est représentée en vert et bleu respectivement
autour de I’ARN et de I’antibiotique. ¢ & d : Détails du complexe ribostamycine/DIS. Les 2 brins d’ARN sont
représentés en vert et bleu. Les cations K* et les molécules d’eau sont en représentés respectivement par des
sphéres jaunes et rouges.

Bien que les aminoglycosides testés jusqu'a maintenant n’induisent pas une inhibition
significative de la réplication virale du VIH-1 (ou alors a des concentrations élevées, >uM), les
structures cristallographiques obtenues en présence des antibiotiques nous fournissent les
connaissances requises pour initier une étude rationnelle de « drug design ». C’est pour cette raison
que nous collaborons depuis quelques années avec des chimistes organiciens (P. PALE & J.-L.
DECOUT) en vue de synthétiser de nouvelles molécules dérivées d’aminoglycosides capables
d’interférer efficacement avec la fonction du DIS, sans préjuger de la nature de Uinterférence. Une
fois ces molécules obtenues, nous analyserons leurs effets in vitro (empreinte au plomb et au DMS,
stabilité des dimeéres d’ARN) et les molécules ayant passé ce premier crible seront testées sur la
réplication virale du VIH-1 (effet inhibiteur ou non) et pour leur cytotoxicité. Des étapes clés de la
réplication virale comme [’encapsidation de I’ARN génomique, la stabilité du dimére d’ARN au sein

de la particule virale et la rétrotranscription seront analysées.
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C. Role des protéines Vif et hDBR1 dans la réplication virale du
VIH-1

1. Fixation de la protéine Vif sur I’ARN génomique du VIH-1
(avec Simon Henriet, doctorant, Serena Bernacchi, chercheur post-doctorante, Delphine Richer, Al -
collaboration avec Etienne Decroly & Robert Vigne, INSERM U372, Marseille)

Le génome des lentivirus, dont le VIH-1, code pour plusieurs protéines dites « auxilliaires » qui
ne sont habituellement pas retrouvées chez les autres rétrovirus. L’étude de la réplication des lentivirus
chez leurs hétes naturels a montré que ces protéines initialement considérées comme accessoires sont
essentielles a la propagation de I’infection et au développement de la pathogenese in vivo. Parmi elles,
Vif (Viral Infectivity Factor), une petite protéine trés basique de 23 kDa, est essentielle a la formation
de particules virales infectieuses dans les cellules dites « restrictives » (lymphocytes T CD4",
monocytes, macrophages), alors que des virus AVif se répliquent efficacement dans des lignées
cellulaires T dites « permissives » (Jurkat, CEMSS, ...). Récemment, plusieurs groupes ont montré
que les cellules restrictives expriment de facon spécifique les protéines APOBEC-3G et APOBEC-3F,
deux cytidine déaminases dont I’action hypermutatrice lors de la synthése du brin (-) de ’ADN
proviral est létale pour le virus (102, 118). En réponse a ce mécanisme de défense, sans doute a
I’origine dévolu aux rétrovirus endogenes, les rétrovirus ont co-évolué en exprimant la protéine Vif.
En interagissant avec APOBEC-3F/3G, Vif induit leur dégradation par la voie du protéasome et leur
exclusion des particules virales et permet la production de particules virales qui peuvent exprimer
pleinement leur potentiel infectieux. Bien que les mécanismes moléculaires de [’exclusion
d’APOBEC-3G par Vif soient peu connus a I’heure actuelle, le point commun reliant ces deux
protéines est le fait qu’elles fixent ’ARN génomique du VIH-1 et qu’elles co-localisent avec le
précurseur Pr55%¢. Dans la mesure ot Pr55%¢ et I’ARN génomique sont les composants majeurs du
nucléoide, Vif pourrait optimiser la morphogenése des particules virales en interagissant avec ces
composés (51, 117). En effet, le core des virus AVif est instable, et ceci pourrait expliquer le défaut de
démarrage de la rétro-transcription observé chez ces virus (30, 81).

Au moment ou nous avons initié ce projet au laboratoire avec Simon Henriet (doctorant), il avait
été montré que Vif intéragissait non seulement avec le précurseur protéique Gag (14, 106) mais aussi
avec I’ARN génomique (28, 57, 117). Dés lors, il nous est apparu important de définir le(s) site(s)
minimum d’interaction de la protéine Vif sur I’ARN génomique du VIH-1, ainsi que les propriétés de
cette fixation (motif ARN, séquences consensus ...). Plusieurs fragments d’ARN synthétiques
correspondant a diverses régions du génome du VIH-1 ont été synthétisés et leur affinité pour la
protéine Vif a été testée par retard de migration électrophorétique et rétention sur filtre de cellulose
(figure 12). Nous avons montré que Vif fixe de manic¢re coopérative les ARN rétroviraux localisés
dans la région 5’ du génome (région 1-1500) avec des constantes de dissociation (K,) comprises entre
50 et 100 nM. La technique de « ladder selection », associée a la mutagenese dirigée et aux empreintes
a la nucléase T1 nous ont permis de montrer que plusieurs domaines dans la région 5’ terminale fixent

préférentiellement Vif (figure 12). En particulier, la tige-boucle TAR (région 1-57) est un point de
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Figure 12 : Interaction de Vif avec ’ARN génomique du VIH-1. (A) fragments d’ARN testés et leur position
dans génome. (B) Courbes d’affinité de la GST-Vif pour les différents fragments d’ARN. (C) et (D)
Stoechiométrie de I’interaction entre His-Vif et ’ARN A (C) et B (D). (E) Empreintes enzymatique a la nucléase
T1 sur ’ARN A du VIH-1. L’ARN radioactif est incubé en présence de quantité croissante de GST-Vif et les
empreintes sont analysées sur gel dénaturant. (L) Ladder obtenu apres hydrolyse alcaline ; (T1) traitement a la
RNase T1 sur ’ARN dénaturé et renaturé (C,) ; (G) incubation avec la GST seule (318 nM). A droite est
représenté le modele de structure secondaire de la région R-US5-PBS de I’ARN génomique du VIH-1 sur lequel
sont représentées les positions de I’ARN protégées a faible concentration (cercle rouge) ou a forte concentration
(cercle jaune) de GST-Vif.
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nucléation nécessaire a la propagation de la fixation de Vif a ’ARN (de 5° vers 3°) mais semble
insuffisante pour stabiliser ces interactions. Deux autres sequences de fixation plus courtes ont été
localisées entre les nucleotides 500 et 1000. Nos résultats suggerent que Vif pourrait assister d’autres
protéines virales ou cellulaires dans le repliement de I’ARN génomique de maniére a faciliter son
encapsidation et/ou sa transcription inverse, et qu’elle pourrait également protéger I’ARN du VIH-1 de

I’action antivirale des protéines APOBEC-3G/3F. Ces résultats viennent d’étre publiés (47).

En complément des méthodes biochimiques, nous utiliserons la spectroscopie de fluorescence
pour caractériser la fixation de Vif a ’ARN génomique. Vif présente en effet de nombreux résidus
tryptophanes, qui constituent des sondes de fluorescence intrinséques a la protéine. La fluorescence
permet de discriminer les contributions électrostatiques et non électrostatiques de la fixation de Vif a
[’ARN, de déterminer le nombre de protéines fixées et leur affinité (K,), et d’évaluer quantitativement
la coopérativité. Les premiers résultats indiquent que les ARN ayant une faible affinité pour Vif dans
le test de rétention sur filtre de nitrocellulose fixent cette protéine de maniére essentiellement
électrostatique, tandis que ceux ayant une forte affinité dans ce test fixent Vif de maniére spécifique
(non électrostatique). La spectroscopie de fluorescence nous permettra également d’analyser la
fixation de Vif a de petits ARN qui contiennent les sites de fixation putatifs identifiés par voie
biochimique. Ainsi, nous avons déja montré que la tige-boucle TAR (nucléotides 1 a 62 de I’ARN
génomique) fixe spécifiquement le méme nombre de molécules de Vif (et avec une méme affinité) qu’un

ARN contenant les 500 premiers nucléotides du génome du VIH (environ 10 molécules de Vif).

2. Vif influence-t-elle le processus de rétrotranscription au niveau structural
et/ou fonctionnel ?
(avec Simon Henriet, doctorant)

L’étape d’initiation de la rétrotranscription est un processus hautement spécifique qui implique
des particularités structurales. De plus, il a été montré que Vif joue un rdle important dans la
structuration et la stabilisation du nucléoide viral et influence fortement le démarrage de la
rétrotranscription (28, 51, 57, 81). En effet, bien que I’ARNt;"*, servant d’amorce a la
rétrotranscription, soit encapsidé dans les particules virales Avif (28), la syntheése du brin (-) d’ADN
est défective. Le mécanisme par lequel Vif stimule les premiéres étapes de la rétro-transcription reste
mal connu. Récemment, il a été suggéré que Vif (1) stimule la fixation de la reverse transcriptase (RT)
sur une amorce en augmentant la vitesse d’association et (2) augmente le taux de polymérisation de la
RT (15).

Nous envisageons a présent de mettre a profit les compétences acquises dans notre laboratoire
sur le complexe d’initiation de la rétro-transcription du VIH-1, tant du point de vue fonctionnel que
structural, pour étudier le réle de la protéine Vif dans cette étape clé du cycle rétroviral. Cette étude a
déja débuté dans le laboratoire (S. Henriet) et nous testons actuellement ’effet de Vif sur 3 étapes clés
de la rétrotranscription : I’hybridation de I’ARNt;”* sur I’ARN génomique, la synthése de I’ADN
« strong-stop » (-) en présence de la RT du VIH-1 et le 1 transfert de brin. Ces tests seront réalisés
en présence ou en absence de la protéine de la nucléocapside (NCp7) afin de mettre en évidence un

effet synergique potentiel entre les deux protéines. En effet, il a été montré que ces deux protéines
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interagissent entre elles (14, 106). A plus long terme, et dans le cas d’un effet positif, nous tenterons
d’identifier par mutagenése dirigée le(s) domaine(s) de la protéine Vif impliqué(s) dans cette
activation, puis de confirmer cet effet dans un systéeme réplicatif.

En paralléle, nous essayerons de comprendre le role de Vif sur la conformation du complexe
d’initiation de la rétrotranscription présent dans les particules virales. La technique de cartographie
pour étudier la structure secondaire de I’ARN du VIH-1 in situ (dans les cellules infectées et les
particules virales) est au point dans le laboratoire (43, 89). Elle sera utilisée sur des cellules H9 (T
CD4*) exprimant de fagcon stable le virus HxB2Aenv Vif+/-. Les profils de réactivité obtenus en
présence ou en absence de Vif seront comparés et nous pourrons ainsi en déduire les changements de
conformation induits par la protéine. Dans ce cas précis, nous pourrons non seulement étudier [’effet
de Vif sur la structuration de I’ARN dans les cellules infectées mais également sur des particules

virales matures.

3. La protéine Vif régule-t-elle la traduction des protéines APOBEC-3F/3G ?

(avec Gaélle Mercenne, doctorante ; Serena Bernacchi, chercheur post-doctorante)

De nombreux travaux ont montré que Vif contrecarre I’activité antivirale d’APOBEC-3G/3F,
une enzyme de la famille des cytidines désaminases spécifique des acides nucléiques (102, 118). En
présence de Vif, APOBEC-3G/3F est exclue des particules virales par un mécanisme encore inconnu.
Lorsqu’elle est encapsidée, APOBEC-3G/3F s’associe au complexe de rétrotranscription ou elle
désamine les cytidines (dC) en uridines (dU) lors de la synthése du brin (-) d’ADN viral. Au final,
I’ADN proviral contient de nombreuses transitions dG vers dA qui conduisent a la production de
protéines tronquées ou non fonctionnelles (figure 13). De plus, il a aussi été montré que la demi-vie
d’APOBEC-3G (20, 69, 70) et que le niveau d’expression basal d’APOBEC-3G en présence
d’inhibiteur du protéasome (112) sont fortement diminués en présence de Vif, suggérant que Vif
pourrait réguler négativement le niveau d’expression d’APOBEC-3G/3F en agissant sur sa traduction.
La capacité de Vif a lier ’ARN et le fait que des mutants de Vif dans son domaine putatif de fixation a
I’ ARN soient non fonctionnels cadrent tout a fait avec cette hypothése (57).

cellule VIF+
APOBEC-3G+

ALl > o

ADN proviral

dAdCdCAG mmmm

dAdUdCAG memm

Sl
dégradation hypermutation

Figure 13 : Représentation schématique du mode d’action des protéines APOBEC-3G et Vif. Adapté de (23).

cellule VIF-
APOBEC-3G+
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Afin de nous permettre de mieux comprendre les mécanismes moléculaires menant a la
régulation d’APOBEC-3F/3G par Vif, nous aborderons plusieurs points particuliers par la

combinaison de différents techniques (biochimiques, biophysiques et cellulaires).

a._Fixation de Vif a ’ARNm d’APOBEC-3G/3F
Les clones d’APOBEC-3G et 3F exprimant un ARNm complet contenant les régions 5’ et 3’ non

traduite sous la dépendance d’un promoteur de I’ARN polymérase du phage T7 sont disponibles au
laboratoire. La fixation de Vif a ces ARNm sera testée par les techniques déja utilisées pour étudier la
fixation a I’ARN génomique : retard de migration électrophorétique, rétention sur membrane de
cellulose et fluorescence. Des expériences préliminaires de fluorescence ont montré que Vif se lie a
I’ARNm d’APOBEC-3F avec une trés forte affinité (supérieure a celle de la région 5’ de I’ARN
génomique du VIH). Afin de localiser de facon précise les sites de fixation, nous réaliserons des
mutants dans lesquels différentes régions de I’ARN seront délétées (en particulier les régions 5’ et 3’
non traduites) et utiliserons des fragments d’ARN plus petits correspondant aux différentes régions de
I’ARNm. Nous espérons montrer par ces expériences que Vif interagit avec I’ARNm d’APOBEC-
3F/3G, en particulier avec les régions non traduites de celui-ci, souvent impliquées dans les
mécanismes de régulation traductionnelle. Dans la méme optique, I’empreinte de Vif sur ’ARNm sera
étudiée par des expériences de protection vis-a-vis de réactifs chimiques (DMS, DEPC, radicaux
hydroxyles...) et enzymatiques (nucléases S1, TI...). La comparaison des profils de coupures

permettra d’identifier, au nucléotide pres, le(s) site(s) de fixation de la protéine.

b. Régulation de la traduction d’APOBEC-3G/3F par Vif

Pour mener a bien cette étude, plusieurs stratégies sont envisagées. Dans un premier temps,

nous fusionnerons une étiquette (HA ou autre) aux protéines APOBEC et nous testerons directement
Ueffet de la protéine Vif sur la traduction de ’ARNm d’APOBEC dans un lysat de réticulocytes de
lapin. L’analyse quantitative des protéines HA-APOBEC sera ensuite réalisée par western blot. En
fonction des résultats obtenus précédemment, nous déléterons les sites de fixation de Vif dans ’ARNm
d’APOBEC et nous étudierons la traduction des ARNm mutés comme ci-dessus, en absence et en
présence de Vif. Si les mutants de délétion ne sont plus réprimés par Vif, les séquences d’intérét seront
insérées en amont (région 5’ non traduite) ou en aval (région 3’ non traduite) d’un gene rapporteur
(ex. luciférase) et ’activité luciférase sera déterminée dans un lysat de réticulocytes de lapin en
présence et en absence de Vif.

En paralléle, nous testerons l’effet direct de la protéine Vif sur la traduction d’APOBEC-3G/3F
étiquettée apres transfection. Les plasmides exprimant les protéines Vif et APOBEC-3G/3F seront co-
transfectés dans des cellules HeLa et la quantité de protéines sera analysée par immunoprécipitation
et Western blot. La quantité d’ARNm d’APOBEC sera mesurée par RT-PCR quantitative. Comme
précédemment, diverses constructions mutantes de I’ARNm d’APOBEC (dans les régions 5’ et/ou 3’
non traduite) seront testées afin de confirmer ou d’infirmer 'implication de ces régions dans la
régulation de la traduction d’APOBEC. Une fois que le réle de Vif dans la régulation de la traduction
aura été établi de facon précise, nous pourrons envisager d’analyser des mutants de la protéine Vif

afin de déterminer la ou les régions de la protéine impliquées dans la régulation.
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c. Analyse structurale de la région 5’ et/ou 3’ non traduite

Les régions 5’ ou 3’ non traduites des ARNm impliquées dans des mécanismes de régulation
traductionnelles possédent souvent des motifs trés structurés. Pour cette raison, nous souhaitons
étudier la structure secondaire des régions non traduites des ARNm d’APOBEC-3G/3F. Pour mener a
bien cette étude, une cartographie en solution détaillée sera réalisée in vitro sur des ARN
synthétiques correspondant aux régions 5’ et 3’ non traduite a partir de sondes de structure chimiques
(DMS, DEPC, kethoxal) et enzymatiques (T1, T2, VI1). Ces sondes nous permettront de tester
I’accessibilité des nucléotides dans la structure secondaire ou leur implication dans des interactions

tertiaires.

4. La protéine hDBR1 et la réplication virale du VIH-1

(avec Gaélle Mercenne, doctorante)

Ce projet a débuté 1I’année derniere avec I’arrivée dans le laboratoire de Gaélle Mercenne. Un
crible génétique réalisé€ chez S. cerevisiae a permis d’identifier une mutation qui inhibe la transposition
du rétrotransposons Tyl de plus de 85% (16). Le géne sauvage impliqué, dbrl, code pour une 2’-5’
phosphodiestérase qui clive les points de branchements des lassos d’ARN produits lors de 1’épissage,
les convertissant en molécules linéaires. La protéine DBR1 participe ainsi au recyclage des introns. Le
défaut de rétrotransposition dans une levure mutante dbrl est lié a un défaut de rétrotranscription de
I’ARN de Tyl (80). De plus, une forte accumulation des introns excisés sous forme de lariats est
observée, ce qui suggere que la liaison 2°-5’, responsable de la forme des lassos, bloque la progression
des exonucléases. Une étude récente a montré que I’extrémité 5° de ’ARN de Tyl dans les VLP
(Virus Like Particle) forme une liaison 2°-5’ phosphodiester intramoléculaire avec la cytosine 5824
situé a la jonction entre la région R (redondante en 5’ et 3’ de I’ARN) et U3 (unique en 3’) (17). Ainsi,
cette jonction serait idéalement placée pour permettre le transfert de I’ADN « strong-stop » (-) de la
copie 5’ de R vers la copie 3°. Elle pourrait aussi servir de signal favorisant ’encapsidation de I’ARN
au détriment de sa traduction. Ainsi, les VLP produites dans la levure sauvage contiennent des ARN
possédant un phosphate a leur extrémité 5°, qui résulte du clivage de la liaison 2’-5’ phosphodiester

par I’enzyme DBR1 (17). Cependant, la formation des lassos a récemment été remise en cause (21).

Les rétrovirus étant trés proches des rétrotransposons aussi bien au niveau de leur organisation
génétique que de leur cycle de réplication (a la différence majeure d’un cycle purement intracellulaire
pour les rétrotransposons), nous avons décidé d’étudier le rdle de ['enzyme humaine de
débranchements des lassos d’ARN (hDBRI1) dans la réplication du VIH-1. Le géne humain hdbrl a été
cloné : il présente 40% d’identité avec le géne dbrl de S. cerevisiae et est capable de complémenter la
mutation dbrl dans cette levure (61).

Nous avons surproduit la protéine humaine hDBRI dans un systéme bactérien et mis au point un test
d’activité in vitro a partir d’un intron catalytique de groupe Il et d’un court ARN branché synthétisé
par voie chimique. Nous avons ainsi pu mettre en évidence que la protéine humaine purifiée
permettait ’hydrolyse in vitro de I’ARN branché. Ce test préliminaire devrait nous permettre de
détecter la présence de la protéine hDBRI dans les particules du VIH-1. En effet, si elle intervient

dans le débranchement d’une liaison 2°-5° phosphodiester entre le 5° et le 3’ de I’ARN génomique, il
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se pourrait que cette protéine soit retrouvée au sein méme de la particule virale. Nous avons construit
des clones d’expression eucaryotes de la protéine hDBRI et nous envisageons maintenant de tester
cette hypothése par des expériences de co-transfection avec le vecteur exprimant la protéine hDBRI et
un clone moléculaire infectieux du VIH-1. Les particules virales seront purifiées et testées quant a la
présence de la protéine hDBRI. Cependant, méme si elle n’est pas encapsidée, cette protéine pourrait
Jjouer un role apreés 'entrée du virus dans la cellule, au moment de la rétrotranscription du génome
viral.

Une étude trés récente est venue nous conforter dans nos hypotheéses. Il a en effet été montré que la
réduction de I’expression de la protéine hDBRI réduisait non seulement la formation de particules
virales mais aussi la synthése de I’ADN proviral (inhibiton aprés le 1°" saut de brin) (115). De plus, la
surexpression de la protéine restaure complétement les effets négatifs, suggérant un effet direct
d’hDBRI sur la réplication du VIH-1. Ces auteurs n’ont cependant pas testé la présence éventuelle de
la protéine dans les virions et l'infectivité des virions produits en absence d’hDBRI.

Si hDBRI est encapsidée, nous envisageons de tester le rdle de cette protéine sur la réplication virale
apreés inhibition de son expression par la technique de « silencing ». Ainsi, les particules virales
récoltées en présence ou en absence de la protéine hDBRI seront d’une part analysées quant a leur
pouvoir infectieux (infection de cellules T CD4*) et d’autre part étudiées quant a efficacité de
réverse transcription endogéne (incorporation d’un nucléotide radioactif aprés perméabilisation des

virions ou par RT-PCR quantitative).
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