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 Les dernières données sur le SIDA communiquées conjointement par l’ONUSIDA et 

l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) montrent que, chaque jour dans le monde, plus de 

6800 personnes sont infectées par le Virus de l’Immunodéficience Humaine (VIH) et que plus 

de 5700 en meurent. Les raisons majeures de cette évolution sont le manque d’accès aux 

services de prévention et de traitement de l’infection.  

 Les chiffres au niveau mondial parlent d’eux-mêmes : 

Personnes vivant avec le SIDA en 2007 33,2 millions [30,6 - 36,1 millions]

Nouveaux cas d’infection au VIH en 2007 2,5 millions [1,8 - 4,1 millions]

Décès du au SIDA en 2007 2,1 millions [1,9 - 2,4 millions]
 

 Au niveau géographique : 

Estimation du nombre d’adultes et d’enfants atteints du VIH en 2007 

 
 La pandémie du VIH reste le défi infectieux le plus grave en matière de santé 

publique. Actuellement, le SIDA est à lui seul responsable de la diminution de l’espérance de 

vie observée dans plusieurs pays particulièrement touchés par cette infection. En octobre 
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2002, l’OMS a fait un communiqué : « On estime actuellement à 47 ans l’espérance de vie à 

la naissance en Afrique subsaharienne. Sans le SIDA, elle serait d’environ 62 ans ». Un 

exemple marquant est la diminution observée en Afrique du Sud où l’espérance de vie est 

passée de 62,8 ans en 1990 à 51,3 ans en 2006 alors que parallèlement, en France, l’espérance 

de vie est passée de 77,4 à 80,7 ans (estimations OMS). 

 A l’heure actuelle, la recherche médicale a beaucoup avancé et plusieurs médicaments 

à activité anti-rétrovirale sont disponibles sur le marché. Cependant, cette avancée est contre 

balancée par deux phénomènes. Le premier est un accès difficile des populations pauvres à 

ces traitements coûteux et le second est l’apparition de virus multirésistants aux différents 

traitements prescrits. En effet, le virus du VIH se caractérise par une très grande variabilité 

génétique expliquée par son mode de réplication. A chaque fois qu’il est mis en présence d’un 

nouveau  composé à activité anti-rétrovirale, des mutations de résistances, qui sont propres à 

chaque molécule, ou famille de molécules, apparaissent permettant ainsi au virus de se 

multiplier efficacement à nouveau. Il est donc important de comprendre de manière précise 

pour chaque étape du cycle de multiplication rétroviral potentiellement ciblée par des 

inhibiteurs le mécanisme catalytique et les différentes interactions qui y sont associées. Ceci 

peut permettre de trouver, pour une même cible, différentes classes d’inhibiteurs qui 

possèderont des spectres de mutations de résistances non recouvrant, de manière à limiter au 

maximum les phénomènes de résistance croisée. 

 De ce fait, la recherche de nouvelles cibles thérapeutiques représente un enjeu de taille 

dans la lutte contre ce fléau. Si notre étude ne s’inscrit pas directement dans la recherche de 

nouvelles molécules à destinée thérapeutique, elle a pour but de comprendre le déroulement 

mécanistique d’une étape clé du cycle de multiplication du VIH : l’intégration de son génome 

au sein de celui de la cellule hôte. Cette étape est catalysée par une enzyme codée par le 

génome viral : l’intégrase (IN). Depuis le début des années 90, beaucoup de molécules 

montrant une activité inhibitrice de l’IN ont été identifiées à l’aide de tests menés in vitro. 

Cependant, que se soit lors du passage à des tests d’inhibition ex vivo ou durant les premières 

phases des tests cliniques, la majorité des molécules s’est révélée ou inefficace contre la 

multiplication virale, ou trop toxique pour être développée dans le cadre des multithérapies. 

Après plus de 15 ans d’études intensives, un seul inhibiteur de l’IN, le Raltegravir, a été 

accepté par la Food and Drug Administration (FDA) en novembre 2007.  
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Figure 1 : Organisation génomique d’un rétrovirus dit « simple »  

Organisation génomique typique des rétrovirus dit « simples » avec gag-pol-env et les 
protéines virales issues de la protéolyse des trois polyprotéines traduites.  

gag pol 

env 

LTR LTR

Gag

Pol
Env

MA

CA
NC

PR
RT

IN

SU 
TM 



 
 

17

I. La Famille des Retroviridae (00.061) 
 C’est une large famille de virus infectant essentiellement les vertébrés. Ces virus sont 

associés à de nombreuses maladies qui sont le plus souvent dite à évolution lente comme des 

maladies dégénératives du système nerveux central et du système immunitaire. Ils peuvent 

également être responsables d’infections chroniques avec réplication continue du virus, mais 

sans pathologie détectable. Malgré la diversité des espèces infectées, et des interactions avec 

l’hôte, tous les rétrovirus connus ont une structure et un mode de réplication similaire. Leur 

matériel génétique se compose d’ARN de polarité positive. Jusqu’à présent, deux familles de 

virus, les retroviridae et les hepadnavirus, possèdent une enzyme permettant la transcription 

inverse d’ARN simple brin en ADN bicaténaire : la transcriptase inverse (RT). Le génome des 

rétrovirus code en plus pour une enzyme qui va intégrer l’ADN proviral néosynthétisé par la 

transcription inverse au sein du génome de la cellule hôte : l’intégrase (IN). 

 Les rétrovirus se composent d’une double copie de leur génome sous forme d’ARN de 

polarité positive (7 à 12 kb), protégée par la nucléocapside de nature protéique. L’ensemble 

est lui-même inclus dans la capside, elle aussi de nature protéique à géométrie sphérique ou 

conique. Ils présentent tous une enveloppe constituée d’une bicouche phospholipidique 

sphérique d’environ 100nm de diamètre, composée de protéines virales mais aussi de 

différentes protéines membranaires. Certaines protéines, de part leur structure et leur affinité 

pour des protéines membranaires de l’hôte, vont donner le tropisme du rétrovirus pour un type 

d’hôte (famille, espèces, …) et un type cellulaire (cellules du système immunitaire, du 

système nerveux, …). 

 Les gènes codent pour des polyprotéines qui après protéolyse donneront plusieurs 

protéines structurales. Ils sont dans un ordre invariable : gag – pol – env (cf. figure 1). gag 

donne les protéines de la matrice (MA), de la capside (CA) et de la nucléocapside (NC). pol 

code pour les trois enzymes virales que sont la protéase (PR), la transcriptase inverse (RT) et 

l’intégrase (IN). Enfin, env code pour les protéines d’enveloppe. Lorsque le génome du 

rétrovirus ne code que pour Gag, Pol et Env, il est dit « simple ». Dans d’autres cas, le 

génome peut coder pour des protéines de régulation dites accessoires, le rétrovirus est alors dit 

« complexe ». 

 Lors de la phase précoce de la réplication, l’ARN viral est converti en ADN double 

brin par la RT. Dans un deuxième temps, l’IN virale l’intègre au sein de l’ADN de la cellule 
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Figure 2 : Arbre phylogénétique des rétrovirus 

Arbre des six genres appartenant aux orthoretrovirinae. A noter le positionnement des 
spumaretrovirinae. D’après (Weiss, 2006) 
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infectée. L’intégration faite, le provirus peut s'exprimer ou non, mais il restera toujours 

présent de manière latente dans la cellule. Cette latence permet au rétrovirus d’échapper au 

système immunitaire et de ressurgir lorsque sa vigilance est amoindrie, comme dans les cas de 

stress intense ou d’immunodépression. 

I.A. La structure taxonomique de la famille des Retroviridae. 

 L’alignement des séquences génomiques rétrovirales ainsi que la comparaison des 

séquences protéiques de la RT, l’élément protéique le plus conservé chez les rétrovirus, ont 

permis à l’ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses) de définir une 

classification des rétrovirus en 7 genres pouvant se répartir en deux sous-familles, que sont les 

Orthoretrovirinae (00.061.1) et les Spumaretrovirinae (00.061.2) (cf. figure 2). 

 Concernant la sous-famille des Orthoretrovirinae, six genres ont été déterminés : 

 Alpharetrovirus (00.061.1.03) 

 Betaretrovirus        rétrovirus simples                   (00.061.1.01) 

 Gammaretrovirus (00.061.1.02) 

 Epsilonretrovirus                                                                      (00.061.1.08) 

 Deltaretrovirus         rétrovirus complexes                      (00.061.1.05) 

 Lentivirus                                                                                                     (00.061.1.06) 

 Pour ce qui est de la sous-famille des Spumaretrovirinae, il n’y a qu’un seul genre, 

celui des Spumavirus (00.060.0.07) qui ne comprend que des rétrovirus non-oncogéniques. 

Ces virus établissent des infections persistantes chez différentes espèces animales (primates et 

humains (Primate Foamy Virus de type 1 : 00.061.2.07.003.00.002), chats, hamsters…). Ils 

sont considérés comme non pathogènes. Les Spumavirus peuvent être également considérés 

comme des rétrovirus complexes puisque leur génome possède deux ORFs supplémentaires 

codant pour des protéines accessoires. 
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I.B. Le genre Lentivirus 

 Les virus appartenant à ce genre causent des maladies généralisées, caractérisées par 

de longues périodes d'incubation (jusqu’à 11 ans pour le VIH-1) et par une infection 

persistante. Ils infectent différentes espèces animales dont les primates (VIH-1, VIH-2, SIV), 

les félins (FIV) ou encore les bovins (BIV). Les particules virales possèdent un diamètre de 

80 à 100 nm et les protéines d’enveloppe sont glycosylées. La capside est de forme conique. 

Les lentivirus sont des rétrovirus complexes. Leur génome dont la taille est supérieure à 9 kb 

(9,2 kb dans le cas du VIH-1) code pour les polyprotéines rétrovirales classiques Gag, Pol et 

Env et pour différentes protéines auxiliaires et régulatrices (Tat, Rev, Nef, Vif, Vpr et Vpu 

chez le VIH-1) au niveau d’« Open Reading Frames » (ORFs) situés entre le gène pol et le 

gène env ainsi que dans la région 3' du gène env (cf. figure 11 A : organisation du génome du 

VIH-1).  

 Les lentivirus se différencient des autres rétrovirus par leur capacité à infecter des 

cellules sans qu’elles entrent nécessairement en phase de mitose. Le passage de la paroi 

nucléaire est réalisé alors que le génome viral interagit avec différents partenaires au sein d’un 

complexe supramoléculaire de préintégration (CPI) nucléoprotéique. Cette entité passe dans le 

noyau par un mécanisme qui n’est pas encore très clair. Plusieurs acteurs moléculaires du CPI 

ont été identifiés comme ayant un rôle dans son adressage nucléaire.  
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Le VIH-1 

I.B.1. Présentation, historique et origine du VIH-1  

 Le Virus de l’Immunodéficience Humaine 1 (VIH-1) possède un tropisme dirigé 

contre les cellules du système immunitaire. Il infecte de manière prépondérante les 

lymphocytes T CD4+ (LT CD4+), les macrophages, les cellules dendritiques, ainsi que des 

cellules des systèmes lymphatique, hématopoïétique et nerveux. La destruction des LT CD4+, 

qui constituent la clé de voûte du système immunitaire, va conduire à une chute de l’efficacité 

de la réponse immunitaire face aux agressions extérieures. En dessous d’un certain taux de LT 

CD4+, différentes infections opportunistes vont pouvoir se développer. Au stade inférieur à 

300 LT CD4+ par µL de sang, la personne infectée développe le Syndrome 

d’Immunodéficience Acquise (SIDA). 

 Le virus fut mis en évidence aux Etats-Unis en 1981 à partir de l’observation d’une 

recrudescence d’épidémies d’infections opportunistes, habituellement observées chez des 

individus fortement immunodéprimés. La population touchée se composait principalement 

d’homosexuels, de toxicomanes et de personnes ayant subi une transfusion sanguine. Les 

patients présentaient une diminution très importante du nombre de LT CD4+. Cette affection 

fut associée au SIDA. En 1983, l’équipe du Professeur Montagnier (Institut Pasteur, Paris, 

Prix Nobel de Médecine 2008) parvient à isoler un rétrovirus à partir de ganglions d’un 

patient présentant une lymphadénopathie (Barre-Sinoussi et al., 1983). Il est dénommé LAV 

(lymphoadenopathy-associated virus) et ses caractéristiques se révèlent être proches de celles 

du HTLV (Human T cell Lymphotropic Virus) découvert en 1980 par le Professeur Gallo 

(Etats-Unis) (Poiesz et al., 1980). En 1986, une commission scientifique propose une 

dénomination commune : le virus responsable du SIDA est appelé VIH-1. L’équipe du Pr. 

Montagnier identifie en 1986 un deuxième virus, le VIH de type 2, chez des patients 

originaires d’Afrique de l’Ouest. Ces deux virus présentent des symptômes cliniques ainsi que 

des propriétés structurales, génétiques et biologiques similaires (Clavel et al., 1986). 

 La pandémie et la mortalité dues aux deux VIH sont telles, que beaucoup de 

chercheurs se sont interrogés quand à son origine. Différentes études montrent, notamment 

grâce à la phylogénie que les deux VIH possèdent une origine animale ((Sharp et al., 1999) ; 

(Courgnaud et al., 2004)). En effet, plus d’une trentaine d’espèces de singes africains sont  
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Figure 3 : Arbre phylogénétique des VIH-1 et -2  

Arbre phylogénétique créé à partir des séquences pol des différents VIS dont deux lignées 
comprennent le VIH-1 et le VIH-2. D’après (Courgnaud et al., 2004) 
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connues pour être infectées par le VIS (Virus de l’Immunodéficience Simien) mais de 

manière asymptomatique. La construction de l’arbre phylogénétique des lignées de VIS à 

partir des séquences protéiques Pol des différents lentivirus de primates permet de dégager six 

lignées principales (cf. figure 3) dont : 

o une lignée VIScpz (retrouvée chez le chimpanzé Pan troglodytes troglodytes) 

fortement associée au VIH-1  

o une lignée VISsm (retrouvée chez le mangabey enfumé Cercocebus torquatus) 

qui est associée au VIH-2.  

Les deux souches de VIH se différencient donc de part leur lien de parenté avec le 

VIS, mais aussi par leur origine géographique ainsi que par l’organisation de leur génome. Le 

VIH-2 se retrouve principalement dans l’ouest africain, alors que le VIH-1 présente une 

répartition mondiale. Il y a trois sous-groupes de VIH-1 selon les critères phylogénétiques : 

les groupes M (le plus courant), N et O eux même subdivisés en sous types ou clades. Afin 

d’expliquer cette origine animale, deux hypothèses d’évolution sont envisageables. D’une 

part, il existerait une co-évolution entre le virus et l’hôte sans qu’il y ait de transfert 

interespèce. Ceci est notamment illustré par les quatre VISagm différents isolés chez chacune 

des quatre espèces principales de singe vert différenciées par des critères morphologiques, 

génétiques et géographiques. D’autre part, la parenté virale peut suivre la proximité 

géographique et dans ce cas, l’hypothèse d’une transmission interespèce semble plus logique. 

Ce serait le cas des deux types de VIH qui sont très proches des virus simiens présents dans 

les mêmes zones géographiques.  

I.B.2. Pathogénicité du VIH-1 

 Chez l'homme, la cinétique d’infection du VIH-1 peut-être divisée en trois phases 

successives : la primo-infection, la phase de latence clinique et la phase SIDA précédant la 

mort (cf : figure 4). 

 La primo-infection est cliniquement associée à des symptômes proches de ceux 

observés pour une grippe ou une mononucléose.  Ils apparaissent approximativement 3 à 6 

semaines après l'infection. Le nombre de LT CD4+ circulants dans le sang baisse de manière 

significative dans les 4 à 8 semaines. Ce niveau peut remonter lors de l’entrée en phase de 

latence clinique mais rarement au niveau observé avant l'infection. Les symptômes associés à  
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Figure 4 : Cinétique de l’infection au VIH 
Les trois phases d’évolution d’une infection au VIH reliées au nombre de LT CD4+ circulants 
et à la charge virale du plasma.  
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la primo-infection sont accompagnés d'une réplication virale intense détectable dans le sang à 

partir de la troisième semaine post-infection. Durant cette période, les protéines ainsi que les 

particules virales peuvent être détectées dans le plasma et dans les liquides cérébrospinaux. Le 

nombre de virus plasmatiques peut atteindre 106 à 107 particules par millilitre (ml). 

Cependant, les particules infectieuses se rencontrent à une fréquence de 1 sur 3000 à 1 sur 

100 000 (Piatak, Jr. et al., 1993). La réponse immunitaire dirigée contre le VIH commence à 

être efficace à partir de la troisième semaine (Graziosi et al., 1993) (cf. figure 4).   

 La chute des antigènes viraux observable est associée à une diminution des symptômes 

cliniques et à une stabilisation du nombre de LT CD4+. Cette période, nommée période de 

latence clinique, est caractérisée par une absence de symptômes. Durant cette phase, un déclin 

progressif des LT CD4+ est observé sauf chez les individus dits non-progresseurs. Bien que 

cette phase asymptomatique soit appelée phase de latence clinique, plusieurs indices 

démontrent qu'il y a une réplication virale rapide et continue durant cette période. En effet, les 

ARNs viraux peuvent être détectés par hybridation in situ à partir de ganglions lymphatiques 

et par PCR (Polymerase Chain Reaction) à partir de plasma de patient à tous les stades de la 

maladie ((Pantaleo et al., 1993); (Piatak, Jr. et al., 1993)). Mais cette réplication est, pour un 

temps, contrôlée par le système immunitaire.  

 La phase de latence clinique permet la dissémination du virus dans tout l’organisme 

hôte. Macrophages, monocytes, cellules dendritiques et cellules nerveuses seront infectées par 

le VIH durant cette période. Les macrophages sont particulièrement impliqués dans ce 

processus puisqu'ils favorisent le passage du virus à travers les barrières hématoencéphalique 

et alvéolocapillaire. Le VIH n'étant pas cytopathique et se répliquant faiblement à l'intérieur 

des macrophages (par rapport aux LT CD4+), et ces cellules ayant une demi-vie plus longue 

(14 jours au lieu de 1,5 jours pour les LT CD4+), ils pourraient servir de cellules réservoir 

((Cavert and Haase, 1998) ; (Ho, 1998)). Certains LT CD4+ quiescents infectés par des 

particules virales défectives ou contenant un ADN viral latent intégré ou non-intégré dans leur 

génome constituent également des réservoirs potentiels  pour le VIH-1 (Finzi et al., 1997).  

 Après plusieurs mois ou années, le niveau des LT CD4+ passe du nombre normal 

compris entre 600 et 1200 cellules par millilitre (mL) à moins de 500 cellules / mL (cf. figure 

4). Les symptômes cliniques associés au SIDA peuvent alors être observés. La troisième 

phase de la maladie appelée SIDA est définie par un nombre de LT CD4+ inférieur à 300  
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Figure 5 : Cycle de réplication 
du VIH-1 
Les grandes étapes de la 
réplication du VIH-1 et celles 
potentiellement inhibées par des 
drogues commercialisées (a, b, c 
et e) ou à l’étude (d et e). 

a : Inhibiteurs de fusion 
bloquant l’entrée du virus dans 
la cellule. 

b : Inhibiteurs de la transcriptase 
inverse bloquant la synthèse de 
l’ADN viral. 

c : Inhibiteurs de la protéase 
bloquant la maturation en 
inhibant la protéolyse des 
polyprotéines virales catalysée 
par la protéase. 

d et e : Inhibiteurs de l’IN. 2 
types d’inhibiteurs, ceux du 
3’processing (maturation de 
l’ADN viral, d) et ceux du 
transfert de brin (intégration de 
l’ADN viral dans l’ADN hôte, e) 

D’après (Pommier et al., 2005) 
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cellules / mL. Durant cette phase, l'individu infecté devient sensible à des infections dites 

opportunistes. Ces dernières touchent essentiellement les poumons, le cerveau, les yeux et le 

tube digestif. Les plus fréquentes sont la pneumocystose (infection pulmonaire due à 

Pneumocystis jiroveci), les candidoses oesophagiennes (infections de l’oesophage dues à des 

champignons appartenant au genre Candida), la tuberculose (due à Mycobacterium 

tuberculosis), le sarcome de Kaposi (du au Virus HHV-8) et les infections à cytomégalovirus 

dit CMV ainsi que différentes autres infections. Le virus circulant devient de nouveau 

apparent et l'augmentation de ces titres est corrélée avec le stade avancé de la maladie (Ho et 

al., 1989). La corrélation entre la sévérité des symptômes et le nombre total de LT CD4+ est 

bien établie et représente toujours le critère par excellence de pronostic. 

I.B.3. Cycle réplicatif du VIH-1 

 Les grandes étapes du cycle réplicatif du VIH sont décrites sur la figure 5 ci-contre. 

Les phases précoces du cycle de réplication débutent par la reconnaissance de la cellule cible 

par le virion et vont jusqu’à l’intégration du génome viral au sein du génome de la cellule 

hôte. Les étapes tardives commencent avec l’expression régulée du génome proviral intégré et 

tout les processus mis en route pour arriver à la libération dans le milieu extérieur et la 

maturation des virions néoformés. 

I.B.3.a. Structure et composition du virion 

 La morphologie et la structure du VIH-1 ont été résolues par microscopie électronique 

(Gelderblom et al., 1987) (cf. figure 6A). Les particules virales mûres sont grossièrement 

sphériques et possèdent un diamètre d’environ 100 nm. La capside est incluse dans une 

membrane à bicouche phospholipidique à la surface de laquelle des spicules composés de 

deux glycoprotéines (cf. figure 6B) sont observés : 

 -  SU (Surface Unity) gp120 qui se fixe au récepteur cellulaire. 

 - TM (TransMembrane) gp41, liée à gp120, qui est responsable de la fusion de 

l'enveloppe virale avec la membrane cellulaire.  

Ces deux protéines (membranaire pour SUgp120 et transmembranaire pour TMgp41) 

adoptent un regroupement en trimères. 
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Figure 6 : Structure du  virion mature du VIH-1 
A : Virion mature du VIH-1 au microscope électronique, la zone dense centrale est la capside 
qui contient le génome viral. 
B : Organisation et composition d’un virion mature. D’après (Freed, 1998) 
 
 

 
Figure 7 : Processus d’entrée du VIH-1 dans la cellule 
A : Attachement du virion à la membrane cellulaire par des liaisons non spécifiques 
B : Liaison au récepteur CD4, initiation des changements conformationnels 
C : Liaison au corécepteur, achèvements des changements conformationnels avec ancrage de 
la membrane du virion à la membrane cellulaire par TMgp41.  
D : 2ème changement conformationnel de TMgp41 avec un repliement en « hairpin » qui 
permet le rapprochement des deux membranes et leur fusion.  
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 La membrane interne est tapissée par environ 2000 copies de la protéine de la matrice 

(MA). Au centre, la capside de forme conique est formée par l'assemblage d’environ 2000 

copies de la protéine CA (p24). Les enzymes présentes dans le virion sont la transcriptase 

inverse (RT), l'intégrase (IN) et la protéase (PR). Une cinquantaine de molécules de chaque 

enzyme est présente dans chaque virion. Les particules virales contiennent également trois des 

six protéines accessoires virales que sont Nef (Negative factor), Vif (Virion Infectivity Factor) 

et Vpr (Viral Protein Regulatory). Le génome est composé de 2 ARNs monocaténaires et 

contient 9 gènes différents qui codent pour 15 protéines virales. Les deux ARNs sont 

étroitement associés, en un complexe ribonucléoprotéique stabilisé par les protéines de la 

nucléocapside (NCp7) (environ 2000 copies). 

 Les trois autres protéines accessoires que sont Rev (Regulator of Viral Expression), 

Tat (Trans-Activator for viral Transcription) et Vpu (Viral Protein Unknown) n’apparaissent 

pas dans les virions matures. 

I.B.3.b. Les étapes précoces du cycle de réplication 

  Le processus d’entrée dans la cellule cible requiert des interactions spécifiques 

entre l’enveloppe virale et des récepteurs de surface cellulaire. Les deux protéines 

d’enveloppe virale (SUgp120 et TMgp41) sont associées de manière non covalente sous 

forme de trimères qui forment l’unité fonctionnelle active (cf. figure 7A). Les trimères de 

SUgp120 interagissent avec le récepteur de surface CD4 de la cellule cible (cf. figure 7B). 

Cela induit un changement conformationnel des protéines d’enveloppe qui permet 

l’interaction avec des récepteurs secondaires spécifiques (Kwong et al., 1998) (cf. figure 7C). 

A ce jour, deux d’entre eux jouent un rôle bien établi in vivo : CCR5 situé à la surface des 

macrophages et CXCR4 à la surface des lymphocytes T. CCR5 semble être utilisé 

invariablement lors de chaque nouvelle infection. Une délétion de 8 résidus au niveau d’un 

récepteur mutant CCR5 a été mise en évidence et les individus homozygotes pour cette 

délétion (1 à 2% de la population de type caucasien) sont totalement résistants au VIH. Cette 

observation a mis en lumière l’importance de ce corécepteur et a permis l’ouverture d’une 

nouvelle voie de recherche d’inhibiteur de la réplication du VIH. 

  L’interaction entre SUgp120, CD4 et le ou les corécepteurs induit un 

changement conformationnel radical de la sous unité transmembranaire TMgp41. Le trimère  
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Figure 8 : Etapes précoces du cycle de réplication du VIH 

Décapsidation progressive après la fusion. La transcription inverse est réalisée pendant le 
trafic intracellulaire du CPI. L’ADN viral double brin est ensuite maturé par l’IN, puis 
transloqué dans le noyau. Après le passage des pores nucléaires, le génome viral est intégré. 
A noter la formation des cercles à un et deux LTR. 
En in set : les composant viraux identifiés comme appartenant au CPI. 
D’après (Greene and Peterlin, 2002) 
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de TMgp41, qui possède une structure tertiaire coil-coiled, projette ses trois peptides de fusion 

afin d’amarrer la bicouche lipidique de la cellule cible (cf. figure 7C). Un deuxième 

changement de structure de TMgp41 dit en épingle à cheveux (hairpin) permet le 

rapprochement des deux membranes et favorise ainsi la fusion et la libération de la capside 

virale dans le cytoplasme cellulaire (Chan and Kim, 1998) (cf. figure 7D). Actuellement, il 

existe un inhibiteur de fusion (T-20) qui bloque le changement structural aboutissant à la 

formation de cette structure dite « hairpin ». Notons qu’un système d’entrée par endocytose a 

été également mis en évidence au niveau des cellules dendritiques (Geijtenbeek et al., 2000). 

Le VIH-1, par l’intermédiaire de SUgp120, interagit avec des récepteurs membranaires 

spécifiques DC-SIGN. Les cellules dendritiques, lors de leur maturation, quittent les zones 

périphériques pour les ganglions lymphatiques. Arrivées à ce niveau, les cellules dendritiques 

exposent les virus fixés à DC-SIGN et permet donc à la manière d’un cheval de Troie 

d’infecter les lymphocytes T présents. 

  Lorsque la membrane du virion fusionne avec celle de la cellule hôte, la 

capside est libérée dans le cytoplasme. Le mécanisme de sa déstructuration reste encore à 

élucider. Le processus pourrait intervenir après une phosphorylation de MA par une 

MAPKinase et par l’action de différentes protéines cellulaires et virales comme la 

cyclophiline A, Vif et Nef. La capside désintégrée, le complexe de transcription inverse est 

libéré (cf. figure 8). Ce complexe inclut la double copie d’ARN génomique viral, l’ARNt de 

la lysine (ARNt3
lys) qui sert d’initiateur de la transcription inverse ainsi que d’autres facteurs 

dont Vpr et des facteurs cellulaires. Ce complexe est pris en charge au niveau des 

microfilaments d’actine par l’intermédiaire de MA phosphorylée. Cette interaction est 

obligatoire pour synthétiser l’ADN viral. A noter également l’importance de Vif pour l’étape 

de transcription inverse. Elle va limiter l’effet mutagène induit par la déaminase APOBEC3G 

en favorisant sa séquestration cytoplasmique lors de l’assemblage viral (Henriet et al., 2005). 

  La transcription inverse est réalisée par la RT qui possède toutes les activités 

catalytiques nécessaires à la conversion de l’ARN génomique viral en ADN bicaténaire. 

D’une part, l’activité ADN polymérase ADN- et ARN-dépendante permet de synthétiser un 

génome ADN double brin à partir d’un ARN mono brin. D’autre part, l’activité 

endonucléasique ARN (ARNase H) est responsable de la dégradation de la matrice ARN et 

des amorces ARNt durant la synthèse d’ADN viral. Ces deux activités sont situées sur des 

domaines distincts de la RT (Kogel et al., 1995). L’activité ADN polymérase est quelque peu 

différente de celle que l’on observe au niveau des systèmes réplicatifs bactérien et eucaryote  
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Figure 9 : Transcription inverse réalisée par la RT 
A : Initiation de la transcription inverse par un primer ARN (ARNt3

lys), en vert, qui 
 s’hybride partiellement avec la région PBS de l’ARN génomique, en noir. 
B :  Synthèse du début du brin d’ADN (-), en bleu, arrêt rapide. L’extrémité 5’ de 
 l’ARN viral est dégradée. 
C :  1er saut de brin : hybridation de la séquence R de l’ADN (-) avec celle de l’extrémité 
 3’ de l’ARN viral. 
D : Poursuite de la synthèse du brin ADN (-) avec dégradation de l’ARN viral 
 parallèlement à la synthèse de l’ADN, à l’exception de la séquence PPT. 
E : L’ARN PPT non dégradé sert d’amorce à la synthèse du brin (+) d’ADN viral, en 
 rouge. L’ADN (+) est synthétisé jusqu’à l’extrémité U5. 
F :  La séquence PBS du brin (+) est synthétisée à partir de l’ARNt, puis après sa 
 dégradation, on a le 2ème saut de brin. 
G :  Poursuite de la synthèse du brin d’ADN (+). 
H : La synthèse s’achève au niveau des extrémités LTR afin d’avoir 2 séquences 
 terminales identiques (U3-R-U5 complètes). 
D’après (Basu et al., 2008) 
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puisqu’il y a absence de relecture (3’-5’ exonucléasique) ce qui induit l’apparition de 

nombreuses mutations au cours de la réplication virale. Pour le VIH-1, cette fréquence est très 

élevée (1 base sur 10,000) (Bebenek et al., 1993) ce qui fait environ une mutation par cycle de 

réplication. Le processus de la transcription inverse est réalisé en plusieurs étapes dont deux 

sauts de brins intra ou inter moléculaires qui vont permettre d’aboutir à un ADN viral double 

brin possédant des extrémités franches et avec à ces extrémités (LTR) des groupes de 

séquences identiques dans le même ordre : U3-R-U5 (cf. figure 9 pour un schéma détaillé du 

mécanisme).  

  Ce complexe nucléoprotéique est également appelé complexe de préintégration 

(CPI). Le CPI se compose du double brin d’ADN viral, de l’IN, MA, Vpr, RT, mais aussi de 

facteurs cellulaires dont les HMGI(Y) (High mobility group DNA binding cellular protein 

(Miller et al., 1997) et LEDGF/p75 (Lens Epithelium-derived Growth Factor). Il se déplace 

dans le cytoplasme en suivant les microtubules selon un mouvement orienté rapide (0.1 à 1 

µm / sec) ((McDonald et al., 2002), (Arhel et al., 2006)). Au niveau de la région 

périnucléaire, le CPI atteint les pores nucléaires en suivant le réseau de filaments d’actine 

avec une vitesse inférieure à 0.03 µm / sec (Arhel et al., 2006). Sa translocation réalisée, le 

mouvement intranucléaire observé est alors typiquement diffusif et sans orientation 

préférentielle. Les Adénovirus et le virus de l’Herpes simplex utilisent également les 

microtubules pour gagner le noyau par l’intermédiaire de moteur moléculaire cellulaire 

comme la dynéine (cf. figure 8). Parallèlement à ce déplacement, l’IN va catalyser la 

maturation de l’ADN viral. Elle va cliver les deux extrémités 3’ de l’ADN viral au niveau de 

la séquence consensus  CAGT, entre le A et le G, libérant le dinucléotide GT. L’ADN viral 

ainsi maturé présentera alors des extrémités cohésives nécessaires à l’intégration future au 

sein du génome cellulaire hôte. Cette étape est appelée le 3’processing et elle sera décrite plus 

précisément dans la partie suivante. 

 L’ADN viral ainsi maturé pourra alors être intégré après son passage dans le noyau. 

Notons que l’ADN viral linéaire peut également se circulariser. Dans les cellules infectées, 

deux formes d’ADN viral circularisé coexistent. Ils sont dit cercles 1-LTR ou cercles 2-LTR 

selon qu’ils possèdent une (U3-R-U5) ou deux séquences LTR (U3-R-U5/U3-R-U5) 

juxtaposées (cf. figure 8). La circularisation de l’ADNc viral est réalisée selon un mécanisme 

qui n’est pas encore totalement élucidé. La présence des formes circulaires à 2-LTR de l’ADN 

viral peut, par exemple, être augmenté lorsque l’IN est catalytiquement inactive ou lorsque 

l’infection virale est réalisée en présence d’un inhibiteur de transfert de brin, qui bloque le  
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Figure 10 : Régulation de la transcription post-intégrative du VIH 

A : Présentation des mécanismes favorisant la latence transcriptionnelle du provirus. 
B : Présentation de l’activation transcriptionnelle du provirus par la protéine accessoire Tat. 

D’après (Greene et al., 2002) 

Intégration dans une région 
chromatinienne répressée 

Elongation abortive de l’ARNpolII en 
absence de Tat 
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cycle de réplication viral au niveau de l’étape de l’intégration. Le rôle, au niveau du cycle de 

réplication de ces formes circulaires de l’ADN viral, n’a pas encore été établi de manière 

claire (Brussel and Sonigo, 2004). 

  A l’inverse des autres rétrovirus, le VIH et les lentivirus peuvent infecter les 

cellules qui ne sont pas en phase de division. Cette étape oblige une traversée de la paroi 

nucléaire. Le complexe de préintégration présente un diamètre d’environ 50nm qui est le 

double du diamètre intérieur des pores nucléaires. De ce fait, sa traversée ne peut se faire par 

simple diffusion, mais nécessite un mécanisme actif dont les différentes phases et intervenants 

restent encore flous. Parmi les différents partenaires impliqués dans le CPI, plusieurs 

séquences nécessaires à la translocation nucléaire ont été mises en évidence que se soit au sein 

de l’IN (Gallay et al., 1997), MA (Bukrinsky et al., 1993) et Vpr (Heinzinger et al., 1994). De 

plus, il est possible que l’ADN proviral lui-même intervienne car il présente dans sa structure 

un ‘DNA Flap’ de 99 nucléotides qui pourrait constituer en lui-même un signal de localisation 

nucléaire (Nermut and Fassati, 2003) (cf. Figure 8, in set). Le nombre et la diversité des 

séquences de localisation nucléaires (NLS) contenus au sein des différents éléments du CPI 

pourraient agir soit dans un système de coopérativité, soit jouer chacun un rôle plus important 

selon le type de cellules infectées (revue: (Bukrinsky, 2004)). 

I.B.3.c. L’intégration 

  La barrière nucléaire passée, le CPI peut intégrer l’ADN viral bicaténaire au 

sein du génome de la cellule hôte et ainsi devenir un provirus fonctionnel. Cette réaction est 

médiée par l’intégrase qui lie les extrémités de l'ADN viral au génome cellulaire (Miller et al., 

1997). Les protéines HMGI (Y) de la cellule hôte et BAF (barrière à l'autointégration) sont 

nécessaires pour avoir une intégration efficace, bien que leurs fonctions précises demeurent 

inconnues (Chen and Engelman, 1998). L’IN catalyse alors la deuxième réaction qui est 

l’intégration du génome viral et qui établit donc le provirus dans le génome cellulaire. Le 

mécanisme de l’intégration concertée sera décrit plus précisément dans la partie suivante (cf. 

figure 8). 

I.B.3.d. Les étapes tardives du cycle de réplication 

  La latence transcriptionnelle du VIH explique l’impossibilité d’éradiquer 

définitivement le virus des patients infectés par des traitements basés sur des inhibiteurs  
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Figure 11 : Epissage alternatif de l’ARNm du VIH-1 
A: Organisation du génome. B: Les sites d’épissages en 5’ sont noté D1-5 et en 3’A1-6. RRE 
(Rev Responsive Element) ESS (Exon Splicing Silencer) et ESE (Exon Splicing Enhancer) 
modulent l’épissage. C: ARNm épissés, en présence ou non de Rev et les protéines traduites 
résultantes. D’après (Kammler et al., 2006) 

 

Figure 12 : Influence de Nef sur l’environnement cellulaire 

Nef inhibe les processus apoptotiques et favorise la libération des virions. Vpr favorise l’arrêt 
du cycle en G2/M, et bloque les processus apoptotiques. D’après (Greene et al., 2002) 
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antirétroviraux. Actuellement, deux mécanismes potentiels de répression de la transcription 

virale sont étudiés. Le premier concerne l’environnement génomique au sein duquel le 

provirus est intégré : si le génome viral est dans une zone hétérochromatinienne qui est 

répressée, sa transcription est également répressée (Jordan et al., 2001). La deuxième cause de 

latence peut être l’absence d’un enhanceur de transcription du VIH ou le déficit en Tat (cf. 

figure 10 A). Au niveau de la région 5’-LTR du provirus, différents éléments promoteurs sont 

présents : l’élément initiateur, la TATA box et trois sites Sp1 qui permettent le recrutement et 

le positionnement correct de l’ARN polymérase II (ARN pol II). Le génome du VIH possède 

également des enhanceurs transcriptionnels qui lient des facteurs nucléaires comme NFκB ou 

NFAT. La transcription commence, mais en l'absence de Tat, elle échoue rapidement (cf. 

figure 10 A) dès la fin de la synthèse d’un petit ARN non-polyadénylé formant une structure 

en tige-boucle stable. Avec la Cycline T1 (CycT1), Tat lie à petit ARN et recrute la kinase 

cycline-dépendante cellulaire 9 (Cdk9) qui va phosphoryler le domaine C-terminal de l’ARN 

pol II, permettant ainsi la poursuite de l'élongation de la transcription (cf. figure 10 B). 

 La réplication rétrovirale exige une exportation nucléaire de l’ARNm provenant d’un 

épissage alternatif de l’ARN viral génomique. L’ARNm non épissé de 9 kb code pour Gag ou 

Gag-Pol, quatre ARNm d’environ 4 kb sont épissés séparément. Ils codent pour Vif, Vpr, 

Vpu, et Env. Enfin, trois ARNm sont produits par multi-épissage. Ils aboutissent à des ARNm 

de 2 kb environ et codent pour Tat, Rev et Nef (cf. figure 11 C). Rev est la protéine virale qui 

contrôle les différents épissages de l’ARNm. En effet, en l’absence de Rev, les ARNm viraux 

transcrits seront entièrement épissés et aboutiront des ARNm de 2kb. En présence de Rev, il 

existe au niveau de l’ARNm viral en 3’ une structure secondaire qui permet l’interaction de 

Rev avec une séquence ARM (Arginin Rich Motif) (cf. figure 11 B)((Cullen, 1998) ; (Malim 

et al., 1989)). Les ARNm produits dans ce contexte seront ceux de 4 et 9 kb. 

 Alors que Rev et Tat interagissent avec l’ARN viral, Nef agit sur l’environnement 

cellulaire afin de favoriser l’assemblage et la libération de virions infectieux. Nef interfère 

avec plusieurs cascades de signalisation dont celle de l’activation des lymphocytes T et celle 

responsable de l’expression à la membrane des récepteurs CD4 et du CMH I. De plus, Nef 

inhibe les processus apoptotiques cellulaires en bloquant la cascade de signalisation au niveau 

de ASK-1 (Apoptosis Signal regulating Kinase-1). Nef interagit également avec le facteur 

antitumoral p53 qui peut être un initiateur apoptotique. Ainsi, Nef prolonge la vie des cellules 

infectées et favorise la production de virions (cf. figure 12). 
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Figure 13 : Modifications 
post-traductionnelles et 
adressage à la membrane 
Les myristoylations de 
Gag et Gag-Pol 
permettent l’interaction 
avec les microdomaines 
où se réalisent 
l’assemblage et la 
libération des virions 
immatures. L’interaction 
avec TSG101 permet 
l’adressage à la membrane 

plasmique. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 14 : Maturation du virion du VIH par la protéase 
A : Clivages réalisés par PR sur Gag et Gag-Pol. 3 vagues successives pour aboutir au virion 
mature. 1ère vague : Séparation de NC ou NC-Pol, NC : les enzymes et l’ARN sont au centre 
du virion. 2ème vague : Séparation de CA pour former la capside virale. 3ème vague : 
maturation de tous les composants de Gag et de Pol. D’après (Shehu-Xhilaga et al., 2002) 
B : Virion immature. C : Virion mature. 

D’après Greene et al., 2002

D’après Henderson et al., 
von Schwedler et al. 1998 
EMBO J, Shehu-Xhilaga et 
al., 2001, J of Virology

A B

C

D’après Henderson et al., 
von Schwedler et al. 1998 
EMBO J, Shehu-Xhilaga et 
al., 2001, J of Virology

A B

C
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 Les nouvelles particules virales sont assemblées au niveau de la membrane plasmique. 

Chaque virion se compose d'approximativement 1500 molécules de Gag et de 100 

polyprotéines de Gag-Pol, deux copies du génome viral d'ARN, et Vpr. Plusieurs protéines 

participent à l'assemblage, y compris les polyprotéines Gag et Gag-Pol, ainsi que Nef et Env. 

Une protéine cellulaire, HP68 (liant l’ATP), agit probablement comme une chaperonne 

moléculaire qui facilite le changement conformationnel de la polyprotéine Gag requis pour 

l'assemblage des capsides virales (cf. figure 13). 

 Les polyprotéines Gag et Gag-pol subissent des modifications post-traductionnelles 

permettant un adressage à la membrane dont des myristoylations qui leurs permettent 

d’interagir préférentiellement avec le cholestérol et les glycolipides qui composent 

préférentiellement les microdomaines membranaires. La maturation des polyprotéines Gag 

rend notamment apparent un domaine de type PTAP dans la séquence correspondant à la 

protéine virale p6 qui est reconnue par le TSG101 (expression du gène suppresseur de tumeur 

101). Cette dernière est une protéine normalement associée aux protéines responsables de 

l’export des endosomes tardifs vers la membrane plasmique (cf. figure 13).  

 La maturation du virion est en majorité réalisée par clivage des polyprotéines Gag et 

Gag-Pol par la protéase du VIH-1 (PR) (cf. figure 14). Cette enzyme virale est une protéase à 

aspartate dont la forme active est un homodimère. L’interaction de dimères de Gag-Pol 

permet la reconstitution du site catalytiquement actif. PR va alors s’automaturer par clivage. 

La maturation du virion libéré se fait en plusieurs temps qui correspondent chacun à un type 

de clivage de PR. Les clivages de Gag vont aboutir aux protéines structurales MA, CA et NC, 

ceux de Gag-Pol : à MA, CA, NC ainsi qu’à PR, RT et IN. Les clivages de Gag ne se font pas 

au hasard, mais sont séquentiels (Wiegers et al., 1998) (cf. figure 14 A). Dans un premier 

temps, PR libère NC, qui va former avec l’ARN viral le complexe nucléoprotéique central du 

virion. PR sépare ensuite MA de CA qui vont pour la première tapisser l’intérieur de la 

bicouche lipidique et pour la seconde former la capside conique qui contient l’ARN lui-même 

protégé par NC. Enfin, la maturation du virion s’achève lorsque PR catalyse le clivage des 

peptides situés aux extrémités de CA et NC  (SP1 et SP2). Cette progression séquentielle est 

nécessaire au bon déroulement de la maturation des virions ((Pettit et al., 2005), (Mirambeau 

et al., 2007)). Dans le cas où la maturation ne s’effectue pas ou mal, les virions perdent tout 

pouvoir infectieux (figure 14 B et C). 
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Figure 15 : Organisation génomique des spumavirus. 
Les protéolyses sont représentées par les flèches noires. IP est un promoteur interne. DBD est 
pour DNA Binding Domain (interaction avec l’ADN), NE pour séquence non essentielle et 
TA pour domaine TransActivateur, SP est le peptide signal de Env. A noter : pas de clivage 
entre la PR et la RT. Au niveau de Gag, présence des boites GR (I, II et III). 
D’après (Delelis et al., 2004) 
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I.C. Le genre Spumavirus 

 Ce genre est particulièrement intéressant au niveau taxonomique car il présente toutes 

les caractéristiques des rétrovirus, mais il se distingue par d’autres qui rapprocheraient ces 

virus à des pararetrovirus, comme le virus de l’hépatite B (HBV) ou les rétrotransposons de 

levure. Ces virus furent isolés chez plusieurs mammifères comme le chat ou le cheval, mais ce 

sont surtout les primates dits non humains qui sont infectés par ce type de virus avec une 

prévalence de près de 70%. Quelques transmissions du virus primate / humains furent 

décrites, mais elles restent anecdotiques. En culture cellulaire, ces virus sont facilement 

identifiables car ils induisent la formation de syncytia, conduisant à la lyse cellulaire. 

Cependant in vivo, le virus semble être complètement dépourvu de pathogénicité tout en 

maintenant une infection persistante. Le prototype des spumavirus est le primate foamy virus 

de type 1 (PFV-1). Son étude a permis de mettre en évidence l’appartenance de ce genre aux 

rétrovirus dit complexes puisqu’en plus des gènes structuraux gag-pol-env, ils présentent deux 

ORFs additionnels qui, à la différence des orthoretrovirus complexes, se situent uniquement à 

l’extrémité 3’ de leur génome (gène bel pour Between env and LTR), sous contrôle d’un 

promoteur interne transactivé par Bel1 (ou Tas) (cf. figure 15).  

 Seules les particularités propres aux spumavirus, qui les rapprochent notamment des 

hepadnavirus et des transposons de levure, seront exposées rapidement. Au niveau structural, 

leur génome diffère de celui des orthoretrovirus au niveau du gène gag. En effet, s’il code 

pour une nucléocapside, cette protéine virale ne contient pas de motif dit « boite CH » 

caractéristique des repliements en doigt de zinc, qui permettent de former des interactions non 

spécifiques avec l’ARN génomique (Schliephake and Rethwilm, 1994). Ce dernier d’une 

longueur d’environ 12000 bases est le plus long de tous les rétrovirus. Lors d’une infection, 

contrairement aux autres rétrovirus, les virions des spumavirus ne sont retrouvés qu’en très 

faibles quantités dans le milieu extracellulaire. La majorité d’entre eux est localisée au niveau 

du réticulum endoplasmique des cellules infectées ((Goepfert et al., 1995) ; (Hooks and 

Gibbs, Jr., 1975)). Il a également été montré que 20% des virions de PFV-1 contenaient de 

l’ADN (Yu et al., 1996) contre 0,001% dans le cas du VIH-1 (Trono, 1992). Différentes 

données expérimentales permettent de penser que la transcription inverse est un mécanisme 

qui peut être précoce comme tardif dans le cycle de réplication des spumavirus, c’est-à-dire 

qu’elle peut avoir lieu avant ou après l’étape d’intégration et d’expression virale ((Moebes et 

al., 1997) ;(Delelis et al., 2003)). Par comparaison avec les orthoretrovirus, le génome 
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infectieux des spumavirus pourrait aussi bien être de l’ADN que de l’ARN ((Roy et al., 

2003); (Yu et al., 1999)). Cette observation les rapprocherait des hepadnavirus, si ce n’était 

que l’intégration reste obligatoire dans le cycle de réplication des spumavirus.  

 Le déroulement de l’étape d’intégration diffère quelque peu de l’intégration observée 

par exemple pour le VIH-1. En effet, l’intégration comprend deux phases : la maturation de 

l’ADN viral double brin par 3’processing après la séquence consensus CA. La seconde est 

l’intégration à proprement parler. Dans le cas des spumavirus, l’analyse des extrémités LTR 

des provirus intégrés et des formes circulaires à 2 LTR a révélé la présence d’une asymétrie 

de cette étape de 3’processing. Cette dernière a été reproduite in vitro. L’IN des spumavirus 

ne réalise le 3’processing qu’au niveau du LTR en 3’ de l’ADN viral. Cette hémimaturation 

des extrémités est suivie ensuite par l’intégration du génome viral au sein du génome de la 

cellule hôte. Le mécanisme utilisé rappelle celui utilisé par le rétrotransposon Ty de levure, où 

les réactions de clivage des extrémités n’ont pas lieu sur les deux brins du rétrotransposon 

avant son intégration ((Su and Brown, 1997) ; (Mules et al., 1998)). L’intégration des 

spumavirus suit donc un mécanisme intermédiaire. 

 Les mécanismes de transcription post-intégrative des spumavirus ont révélé 

que cette étape montre elle aussi des différences avec celle des orthoretrovirus. Deux points 

apparaissent comme fondamentalement différents, premièrement la présence d’un promoteur 

fonctionnel interne au virus (Lochelt et al., 1993). Deuxièmement, les spumavirus utilisent 

d’un transcrit splicé pour l’expression de la protéine Pol alors que chez les orthoretrovirus la 

protéine Pol provient d’un ARNm génomique ((Enssle et al., 1996); (Lochelt and Flugel, 

1996); (Yu et al., 1996)). Il n’y a donc pas de polyprotéine Gag-Pol chez les spumavirus (cf. 

figure 15). 
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I.D. Les traitements anti-rétroviraux actuels 

Les médicaments anti-rétroviraux actuels ciblent quatre étapes du cycle de réplication 

du VIH-1 que sont la transcription inverse de l’ARN génomique en ADN viral double brin, 

l’intégration de l’ADN viral au sein de l’ADN de la cellule hôte, la maturation du virion, et la 

fusion de l’enveloppe virale avec la membrane cellulaire. Les composés actifs approuvés par 

la FDA (Food and Drug Administration) sont au nombre de 27 subdivisés en cinq classes. 

Différentes combinaisons de ces drogues entrent dans la composition des traitements anti-

rétroviraux hautement actifs (HAART) qui constituent la majorité des thérapies anti-VIH 

utilisées actuellement.  

Les inhibiteurs de la RT analogues des bases nucléosidiques / nucléotidiques bloquent 

la synthèse de l'ADN viral (treize médicaments dont quatre combinaisons). La molécule la 

plus ancienne est l’AZT (Azidothimidine). Elle a été approuvée en 1987. Cette famille 

d’inhibiteurs utilise la faible spécificité de reconnaissance des bases par la RT ainsi que 

l’absence de relecture et donc de correction lors de la transcription inverse de l’ARN en ADN 

viral. L’absence du groupement hydroxyl en position 3’ du ribose bloque l’allongement de la 

chaîne d’ADN viral. La RT est ciblée par une deuxième famille de composés, les inhibiteurs 

de la transcriptase inverse non analogues (à ce jour, trois médicaments). Comme leur nom 

l’indique ces molécules sont des inhibiteurs non compétitifs des nucléosides. Ces composés se 

fixent sur un site différent du site actif induisant une chute de l’efficacité catalytique de 

l’enzyme.  

En décembre 1995, le premier des neuf inhibiteurs de la protéase du VIH fut approuvé 

par la FDA (le Saquinavir). Ces composés inhibent de manière compétitive l’activité de PR. 

Cette dernière ne peut donc plus cliver la polyprotéine Gag-Pol synthétisée et la maturation 

des virions étant incomplète, ces particules virales néo-formée présentent une infectiosité très 

diminuée.  

Les inhibiteurs de la PR et de la RT sont associés dans les multithérapies qui 

permettent de ralentir l’apparition de virus résistants aux traitements d’inhibiteurs. Ces 

traitements multiples mettent en évidence des actions additives, négative et/ou synergiques 

des médicaments, notamment par inhibition ou activation des cytochromes P450 qui vont 

métaboliser les drogues, en particulier CYP3A4 (cf. figure 16). La connaissance des voies 

métaboliques des molécules administrées permet de prévoir certaines interactions. Le choix  



 
 

44

 
 

 
 

Figure 16 : Mécanisme d’interaction métabolique drogue / drogue 
En italiques, exemples d’interaction entre des drogues vis-à-vis de CYP3A4. Les interaction 
peuvent être synergiques (l’antiPR Ritonavir va par son inhibition de CYP3A4 augmenter la 
concentration plasmatique d’autres antiPR), comme négatives (la névirapine (NNRTI) est un 
inducteur de CYP3A4, il va augmenter le métabolisme des antiPR). Le choix des associations 
des traitements est donc primordial. Exemple, la cyclosporine (anti fongique) est un 
compétiteur des antiPR pour CYP3A4, le métabolisme des deux molécules sera diminué, les 
concentrations administrées doivent être réajustées pour éviter d’atteindre des concentrations 
toxiques. 

Inhibiteur Substrat 1 Substrat 2 Inducteur 

CYP3A4  
(Cyt P450) 

Métabolisme 
compétitif 

Métabolites 

Inhibition du 
métabolisme 

 → [Substrat 1] ↑ 

Induction du 
métabolisme 

 → [Substrat 2] ↓ 

EFV 
Nevirapine 

Inhibiteur de PR 
(RTV, LPV) Cyclosporine

Inhibiteur 
de PR 
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de la combinaison des drogues administrées est donc primordial. Il est possible alors de 

diminuer les doses administrées aux patients et ainsi minimiser les effets secondaires associés. 

Cependant, la plasticité du génome viral du à l’absence de relecture de la RT lui permet 

d’échapper à ces inhibiteurs combinés.  

Dans le but de diversifier les cibles, deux autres étapes furent étudiées : la fusion du 

virion avec la cellule hôte et l’intégration du génome viral. Actuellement, il existe un 

inhibiteur de fusion approuvé par la FDA depuis 2003, le T-20, administré généralement 

lorsque les multithérapies deviennent inefficaces car le mode d’injection en sous-cutané est 

responsable d’effets secondaires marqués. Enfin la dernière molécule approuvée en 2007 est 

le Raltegravir, un inhibiteur de l’IN. Son mode d’action sera développé dans la partie 

consacrée aux composés anti-IN. 

Toute cette pharmacopée permet de lutter à plus ou moins longue échéance contre 

l’apparition de virus multirésistants. Cependant, le virus de par ses propriétés de latence 

lorsqu’il devient résistant à un traitement, le reste quasi définitivement. De plus, il faut noter 

également l’existence du phénomène de résistance croisée. Ce dernier correspond à 

l’acquisition de mutations acquises pour résister à un inhibiteur qui lui permettent de résister à 

un autre inhibiteur sans que ce dernier n’ait jamais été administré au patient. Une 

diversification des cibles et des modes d’action des médicaments permet donc de limiter au 

maximum ce phénomène de résistance croisée. 
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Figure 17 : L’intégration de l’ADN du VIH-1 in vivo 

Les différentes étapes du cycle de multiplication du VIH-1 avec en détail, les étapes 
catalysées par l’IN: le 3’processing et le transfert de brin avec les différents partenaires 
cellulaires et viraux impliqués (p75 : LEDGF/p75). D’après (Semenova et al., 2008)
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II. L’intégrase du VIH, sa structure, ses fonctions 

 L’intégrase est la troisième protéine douée d’activité enzymatique codée par la 

séquence pol du génome du VIH-1. Cette protéine de la famille des polynucléotidyl 

transférases de 32 kDa possède une structure qui comprend trois domaines fonctionnels : le 

domaine N-terminal (résidus 1 à 49), le core catalytique (résidus 50 à 212) et le domaine C-

terminal (résidus 213 à 288) (Engelman et al., 1993). 

II.A. Les activités catalytiques de l’intégrase du VIH-1 

 L’IN est l’enzyme rétrovirale qui réalise l’intégration du génome viral au sein du 

génome de la cellule hôte. Cette étape est un passage obligé du cycle de réplication virale et 

n’a lieu qu’une seule fois au cours d’un cycle réplicatif.  

II.A.1. Les activités de l’intégrase in vivo  

 Le processus général de l’intégration covalente du génome rétroviral comprend deux 

étapes distinctes aussi bien spatialement que temporellement (cf. figure 17). L’IN est liée à 

une séquence d’attachement dite « att » située aux deux extrémités de l’ADN viral au sein des 

LTR. Dans un premier temps, l’IN catalyse une coupure endonucléolytique nommée 3’-

processing au niveau des deux extrémités 3’-OH de l’ADN viral après un dinucléotide CA 

très conservé chez les rétrovirus (cf. figure 18 A et B). Cette réaction cytoplasmique est une 

attaque nucléophile par une molécule d’eau, suivie d’une libération dans le milieu d’un 

dinucléotide de séquence GT dans le cas du VIH-1 et AT dans le cas de PFV-1. L’unité 

catalytiquement active de cette étape n’est pas encore déterminée de manière certaine. L’ADN 

viral possède alors des extrémités cohésives avec les bases CA 3’-OH. Cet ADN est 

l’intermédiaire maturé qui va servir de substrat au double transfert de brin de l’intégration 

concertée.  

 La dernière étape se passant dans le noyau, l’IN et tout le Complexe de Préintégration 

(CPI) doivent traverser la membrane nucléaire au niveau des pores. Le rôle de l’IN dans le 

passage du pore nucléaire reste encore sujet à discussion. En effet, ce complexe 

nucléoprotéique d’une taille deux fois supérieure à celle des pores nucléaires, dont le diamètre 

intérieur est d’environ 48 nm, ne peut passer cette barrière de manière passive. Pour le 
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Figure 18 : Réactions catalysées par l’IN in vivo 
Les extrémités 3’-OH sont en rouge et les 5’ sont en vert 
A : ADN viral, détail de la séquence att. La flèche verte montre la coupure endonucléolytique 
(3’-processing) au niveau de la séquence consensus CAGT. 
B : Le 3’-processing effectué, l’ADN possède alors deux nouvelles extrémités 3’-OH. Le 
dinucléotide GT est libéré. 
C : L’IN va, après translocation dans le noyau, rapprocher l’ADN viral et l’ADN cible. 
D : L’intégration des deux extrémités 3’-OH néo-formées est dite concertée car elle se fait 
simultanément sur les deux brins d’ADN cible à 5 pb d’écart. 
E : Les deux bases non appariées de l’ADN viral sont excisées, l’ADN sera réparé par la 
machinerie cellulaire. 
D’après (Pommier et al., 2005) 

A B

C D
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moment de nombreuses hypothétiques NLS ainsi que des séquences d’adressage au noyau 

non conventionnelles ont été identifiées que se soit au niveau de l’IN ou de MA. Différents 

interactants cellulaires du CPI ont également été annoncés comme importants dans l’import 

nucléaire. Des membres de la famille de l’importine α ou LEDGF/p75 ont été mis en 

évidence par différentes techniques (double hybride, immunoprécipitation,…), mais leur 

importance dans l’import nucléaire a été pour chacun d’eux remis en question (revue : 

(Suzuki and Craigie, 2007)). De ce fait, le mécanisme exact et donc le rôle de l’IN dans cette 

translocation au travers de la membrane nucléaire reste encore non défini (cf. figure 17), mais 

la karyophilie globale du CPI permet au VIH-1 de se multiplier dans des cellules sans qu’elles 

entrent en division comme les macrophages. 

 Le noyau atteint, l’IN peut alors réaliser de manière concertée pour les deux extrémités 

processées de l’ADN viral l’intégration du génome viral au sein du génome cellulaire. Pour 

cela, les deux ADNs, viral et cible, doivent interagir de manière stable. Si l’IN seule suffit, 

d’autres partenaires cellulaires permettent de moduler l’intégration. L’interaction de l’IN avec 

LEDGF/p75 ((Maertens et al., 2003) ; (Llano et al., 2006)) permet d’augmenter l’efficacité de 

l’intégration du provirus, mais également d’avoir une sélection plus ou moins marquée du site 

de l’intégration (cf. figure 17). Des études récentes utilisant notamment les siRNA ont montré 

l’implication de l’emerine (une protéine présente au niveau de la face interne de la membrane 

nucléaire) et de BAF dans cet ancrage du CPI à l’ADN cellulaire (Jacque and Stevenson, 

2006). Cependant, l’implication de l’emerine pourrait déjà être remise en cause notamment 

sur un modèle de fibroblastes embryonnaires murins knock-out pour l’emerine dans lesquels 

le VIH-1 se réplique normalement (Shun et al., 2007a). Il est donc difficile encore maintenant 

de dire précisément quels sont les déterminants et les partenaires de l’IN au cours de cette 

étape qui précède l’intégration.  

 Cette réaction est une attaque nucléophile des extrémités 3’-OH de l’ADN viral 

processé sur deux 5’-phosphates situés sur des brins opposés et séparés par 5 paires de bases, 

ce qui correspond à un écart d’environ 15 Å si l’on considère la forme hélicoïdale B de 

l’ADN (Varmus and Paul, 1997). Pour réaliser l’intégration concertée, il faut donc que les 

deux sites actifs de l’unité fonctionnelle soient séparés d’environ 15 Å (cf. figure 18 C et D). 

La distance entre les sites actifs dans la maille cristallographique de chacune des structures de 

domaines de l’IN contenant le site catalytique (IN1-212, IN55-212 et IN55-288) est d’environ 30 Å 

et l’IN est alors sous forme dimérique. Pour trouver une distance entre deux sites actifs de 



 
 

50

l’ordre de 15 Å, il faut que l’IN soit dans un état multimérique d’ordre supérieur à deux. 

Différents modèles du complexe réalisant l’intégration concertée ont été suggérés, ils font 

tous intervenir un tétramère d’IN ((Podtelezhnikov et al., 2003) ; (Wielens et al., 2005)). 

 Au final, dans l’ADN cellulaire, l’intégration concertée crée une cassure double brin 

qui aboutit à des interruptions de la structure nucléoprotéique de la chromatine, à deux courtes 

séquences non appariées simples brins flanquant l’ADN proviral et des interruptions en 

interne de cet ADN nouvellement intégré (cf. figure 17 et 18 E). Ces évènements sont 

également retrouvés lors de la réplication de l’ADN cellulaire notamment au niveau des 

fourches de réplication. Afin d’achever l’intégration, les deux CA non appariés sont éliminés 

de chaque extrémités 5’ de l’ADN viral. L’espace compris entre le 5’-OH de l’ADN cellulaire 

et 3’-OH de l’ADN viral est ensuite réparé afin d’éviter l’entrée en apoptose de la cellule 

hôte. Une étude, non encore confirmée à ce jour, a mis en évidence une activité ADN 

polymérase de l’IN lui permettant ainsi de combler ces espaces (Acel et al., 1998). Ceci étant 

dit, les études les plus récentes tentent à montrer que c’est la machinerie cellulaire qui est 

responsable de cette réparation. Actuellement, plusieurs protéines cellulaires sont susceptibles 

de jouer ce rôle de réparation de l’ADN.  

o La voie NHEJ (Non Homologous End-Joining) représentant le mécanisme 

majeur de réparation des cassures doubles brins de l’ADN, est la voie la plus 

étudiée. Cette voie est médiée par la DNA PK qui est activée par l’extrémité 

cassée de l’ADN. Elle est composée d’une sous unité catalytique (DNAPKCS) 

et de l’hétérodimère Ku70/86 qui reconnaît l’ADN cassé. L’implication de la 

voie NHEJ dans cette réparation fait l’objet d’une certaine controverse ((Daniel 

et al., 1999) ; (Baekelandt et al., 2000)).  

o D’autres facteurs cellulaires sont potentiellement impliquée : la Poly (ADP-

ribose) polymérase 1 (PARP-1) qui est activée par les cassures simple et 

double brins (Ha et al., 2001).  

o Une voie de réparation en réponse à l’activation de la kinase ATR qui est 

impliquée dans la régulation des points de contrôle du cycle cellulaire (Daniel 

et al., 2003) pourrait également être impliquée.  

o Enfin, deux autres facteurs cellulaires RAD18 (facteur réparant les lésion post-

réplicatives et les trans-lésions) et RAD52 (facteur de la voie de recombinaison 
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homologue) pourraient également jouer un rôle dans la réparation de l’ADN 

((Mulder et al., 2002) ; (Lau et al., 2004)). 

 Si la séquence att terminale de l’ADN viral est primordiale pour que se réalise l’étape 

de 3’-processing, il y a peu de spécificité quand à la séquence d’intégration au niveau du 

génome de la cellule cible. Il faut cependant noter que dans le cas de VIH-1, l’intégration se 

fait en général au niveau de gènes transcrits par l’ARN pol II et que les régions 

transcriptionellement inactives comme les télomères et centromères présentent statistiquement 

peu de phénomènes d’intégration. De plus, un certain consensus pour les séquences 

d’intégration comportant une symétrie de type palindromique a pu être mis en évidence pour 

différents rétrovirus dont le VIH-1 (Wu et al., 2005). Il a été récemment montré que l’IN 

pouvait être acétylée au niveau de son domaine C-terminal par une histone acétyl-transférase. 

Si, in vitro, cette acétylation ne modifie en rien la réaction de 3’-processing, elle stimule de 

manière significative la réaction de transfert de brin (qui correspond à une demi-intégration). 

Cependant, l’acétylation de l’IN in vitro n’ont pas encore pu être confirmées in vivo 

((Cereseto et al., 2005) ; (Topper et al., 2007)). Il ne fait aucun doute que l’intégration 

rétrovirale est influencée par la structure chromatinienne. Dans le cas du VIH-1, il a été 

montré par la technique du double hybride qu’une sous unité du complexe SWI / SNF, qui est 

impliqué dans les changements de structure chromatinienne, SNF5 / Ini 1 interagit avec l’IN 

(Kalpana et al., 1994). Cependant, in vivo, le rôle de cette interaction lors de l’intégration n’a 

pas encore été démontré de manière claire. Cette hypothèse de l’importance de la structure 

chromatinienne dans le choix des sites d’intégration est renforcée par la mise en évidence des 

interactions entre les intégrases lentivirales dont celle du VIH-1 et LEDGF/p75, qui est et un 

facteur de croissance associé à la chromatine. L’interaction avec le CPI va induire un ciblage 

spécifique, sans qu’il soit pour autant obligatoire, de la zone d’intégration de l’ADN viral par 

l’intermédiaire de LEDGF/p75. Des expériences utilisant la technique des siRNA contre 

LEDGF/p75 ont montré une redistribution des zones d’intégration du VIH-1 dans le génome 

des cellules hôtes. En présence de LEDGF/p75, les provirus sont intégrés de manière 

préférentielle au sein des unités transcriptionnelles actives. En son absence, la répartition des 

provirus intégrés est redistribuée vers les zones de type CpG et vers les promoteurs 

transcriptionnels, comme c’est le cas pour les autres rétrovirus (Shun et al., 2007b). 
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Figure 19 : Réactions catalysées par l’IN in vitro 
A : Réaction de 3’-processing : coupure endonucléolytique après le CA.  
B : Réaction de transfert de brin : insertion covalente du CA-OH en interne d’un 
oligonuléotide. 
C : Réaction de désintégration : l’IN clive un oligonucléotide au repliement en Y mimant le 
produit du transfert de brin au niveau du CA conservé. 
D : Réaction de coupure d’une séquence de type palindromique : l’IN clive cette séquence 
palindromique après chacun des deux CA (coupure principale) et après le A qui suit le CAGT 
(coupure secondaire), à la manière d’une enzyme de restriction. 

D’après Delelis et al., revue en préparation 

A B

C 

D
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II.A.2. Les activités de l’intégrase observées in vitro 

 Afin de mieux comprendre le mécanisme catalytique de l’IN et de trouver des 

inhibiteurs efficaces, différents tests d’activité catalytique de l’IN ont été mis au point in vitro. 

Ces tests miment deux réactions mises en évidence in vivo : le 3’-processing et le transfert de 

brin. L’IN recombinante est mise en présence d’ADN double brin qui miment la séquence 

terminale U3 ou U5 des LTR viraux (Leh et al., 2000). La réaction de 3’-processing est une 

réaction très spécifique et séquence dépendante. Cette réaction implique la coupure 

endonucléolytique d’un dinucléotide GT situé après la séquence CA conservée chez les 

rétrovirus du brin 3’ des deux extrémités des LTR (cf. figure 19 A). Une mutation dans ces 

bases abolit complètement toute activité de 3’-processing. Les séquences adjacentes même si 

elles sont importantes restent moins stringentes vis-à-vis de cette activité (Esposito and 

Craigie, 1998). Le 3’-processing correspond à l’attaque nucléophile d’une molécule d’eau. 

Cependant, d’autres nucléophiles peuvent être utilisés comme, par exemple le glycérol, mais 

la coupure résultante présente une spécificité réduite (Engelman et al., 1991). Lorsque l’on 

utilise comme cation divalent le Mn2+, la stringence vis-à-vis de l’agent nucléophile est 

également réduite. L’utilisation du Mg2+, qui semble être le cofacteur biologique, permet 

d’obtenir une coupure plus spécifique qu’en présence de Mn2+.  

 Lors de la réaction de 3’-processing, il est possible d’observer dans une plus faible 

mesure du transfert de brin que l’on peut quantifier entre 1 et 5 % (cf. figure 19 B). Au cours 

de cette réaction, l’agent nucléophile est l’extrémité 3’-OH du brin processé. Ces faibles 

pourcentages peuvent être augmentés lorsqu’il y a déjà dans le mélange réactionnel de l’ADN 

pré-processé (Li and Craigie, 2005). En utilisant un oligonucléotide mimant une seule 

extrémité de l’ADN viral, on reproduit in vitro une demi-intégration. L’intégration concertée 

complète est encore plus difficile à reproduire in vitro. Pour cela, il faut utiliser des 

oligonucléotides plus longs. Ces expériences ont permis de montrer que l’IN seule était 

capable de réaliser cette réaction ((Li et al., 2005) ; (Li et al., 2006) ; (Sinha et al., 2002) ; 

(Sinha and Grandgenett, 2005)). Par contre, différents facteurs cellulaires et viraux sont 

apparus comme étant des cofacteurs permettant de stimuler ce processus d’intégration 

concertée comme la protéine NC (Carteau et al., 1999), les facteurs cellulaires HMG I(Y) 

(Hindmarsh et al., 1999) et LEDGF/p75 ((Cherepanov et al., 2003) ; (Cherepanov, 2007)). 

Contrairement au transfert de brin, lors d’expériences mimant l’intégration concertée, 

l’utilisation d’ADN pré-processé n’augmente pas l’efficacité de la réaction, au contraire, 
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l’efficacité de la réaction est réduite. Ceci démontre que la réaction d’intégration concertée 

nécessite une conformation de l’IN qui va être acquise ou facilité par la réaction de 3’-

processing (Li et al., 2005).  

 Une troisième réaction est également réalisée in vitro : la désintégration. Cette réaction 

correspond à la réaction inverse du transfert de brin (Chow et al., 1992). L’IN va cliver un 

ADN replié en une forme caractéristique de Y mimant ainsi une demi-intégration au niveau 

d’une séquence comprenant le CA terminal du brin 3’ qui aurait été processé avant le transfert 

de brin (cf. figure 19 C). La structure minimale requise pour avoir une réaction de 

désintégration comprend uniquement 5 paires de bases hybridées TAGCA qui correspondent 

à l’extrémité du LTR processé (Chow and Brown, 1994). Historiquement, de part la faible 

stringence requise pour son bon déroulement, la désintégration a joué un rôle essentiel dans la 

localisation du domaine catalytique de l’IN ((Engelman and Craigie, 1992) ; (Vink et al., 

1993)). Cette réaction est encore aujourd’hui intéressante car elle peut être catalysée, 

contrairement au 3’-processing et au transfert de brin, par des intégrases tronquées d’un de 

leur domaine C- ou N-terminal (IN1-212 et IN55-288) ((Leh et al., 2000), (Laboulais et al., 

2001)) ou le core catalytique seul (IN55-212). La désintégration comme les autres activités in 

vitro nécessite un cation divalent qui agit comme un cofacteur de l’IN. Le cofacteur 

préférentiel de cette réaction est le Mn2+, mais elle peut également être réalisée en présence de 

Mg2+. Les IN tronquées ne réalisent cette réaction qu’en présence de Mn2+. Cette activité n’a 

encore jamais été mise en évidence in vivo, mais elle est utilisée pour mettre en évidence le 

type d’inhibition compétitive de certains inhibiteurs de l’IN.  

 Une quatrième activité de l’IN du VIH-1 a été mise en évidence in vitro (Delelis et al., 

2007). Cette nouvelle activité, également observée pour l’IN de PFV-1 (Delelis et al., 2005) 

est une activité de coupure endonucléolytique au niveau d’une séquence spécifique située en 

interne. Cette réaction très spécifique est possible à partir d’oligonucléotides ou de plasmides 

comportant la séquence palindromique que l’on retrouve au niveau de la jonction LTR - LTR 

des cercles à 2-LTR. La coupure a lieu de manière symétrique sur les deux brins antiparallèles 

avec une majorité des clivages réalisés après le dinucléotide CA qui correspond exactement à 

celui du 3’-processing. Une deuxième coupure est également identifiable, mais dans une 

moindre mesure, après l’adénine du TA qui suit directement le CA dans le sens 5’-3’ (cf. 

figure 19 D). La cinétique de cette coupure, catalysée également sur un plasmide mimant un 

cercle à 2-LTR par l’IN, est comparable à celle observée pour le 3’processing, elle est réalisée 
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par une unité fonctionnelle d’IN tétramérique et en présence de l’un ou l’autre des cations 

divalents possibles : le Mg2+ et le Mn2+. 

 Comme cela a déjà été explicité précédemment, la présence de cations divalents est 

nécessaire pour l’activité catalytique de l’IN. Les cations servant de cofacteurs utilisés in vitro 

sont soit le Mn2+, soit le Mg2+. Actuellement, toutes les données expérimentales laissent à 

penser que le cofacteur utilisé préférentiellement in vivo est le Mg2+. En effet, le Mg2+ est, 

dans les cellules, un million de fois plus abondant que le Mn2+, ce qui statistiquement lui 

donne une probabilité plus grande d’être disponible pour l’IN lors de l’acquisition de sa 

structure tertiaire. De plus, en présence de ce cation, l’IN présente, in vitro, une spécificité 

plus grande lors de la catalyse de la coupure endonucléolytique. En effet, en présence de 

Mn2+, l’IN montre une plus grande propension à réaliser des coupures endonucléolytiques non 

spécifiques, c'est-à-dire aux positions -1, -3, -4 etc.… alors qu’en présence de Mg2+, la 

coupure en position -2 est largement prépondérante (Engelman and Craigie, 1995). Il y a 

également en présence de Mn2+, une tolérance plus grande vis-à-vis de la séquence terminale 

de l’ADN viral qu’en Mg2+ (Esposito et al., 1998) (cf. figure 20 A). Enfin, en présence de 

Mn2+, différentes mutations de l’IN restent silencieuses alors qu’elles s’expriment en présence 

de Mg2+. Par exemple, des mutations situées au niveau du doigt de zinc du domaine N-

terminal qui se révèlent être délétères in vivo affecte les activités de 3’-processing et de 

transfert de brin in vitro en présence de Mg2+, mais pas en présence de Mn2+ (Wiskerchen and 

Muesing, 1995). Les deux cofacteurs cationiques présentent également des différences 

notables lors de tests d’activité en présence de drogues potentiellement inhibitrices de l’IN. 

D’une part, les IC50 résultants peuvent être différents selon le cation ajouté ((Molteni et al., 

2000) ; (Neamati et al., 2002)) et d’autre part, les mutations de résistance développées en 

présence d’une drogue ont tendance à s’exprimer en Mg2+ et alors qu’elles restent sans effets 

en Mn2+ (Grobler et al., 2002) (cf. figure 20 B). De ce fait, l’action inhibitrice d’une molécule 

sur l’IN en présence de Mg2+ est généralement plus prédictif de ce qui va être observé in vivo.  

II.A.3. Modélisation du mécanisme catalytique de l’intégrase du VIH-1 

Le processus d’intégration est caractérisé par une cinétique extrêmement lente que se 

soit in vitro ou in vivo. Les phénomènes impliquant une telle cinétique peuvent s’expliquer 

par des évènements lents précédant l’étape de catalyse chimique. En effet, la coupure 

endonucléolytique ne peut pas présenter une telle cinétique. Nous allons nous attacher dans  
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Figure 20 : Cation divalent et interaction 
IN/ADN et IN/Drogues 
A : Sensibilité de l’activité de 3’-processing 
(○, ≠ d’act < -40%, ●, -40% < ≠ d’act < -
75%, ●, ≠ d’act > -75%) vis-à-vis de la 
séquence du LTR de l’ADN viral 
(Expériences faites en présence de Mg2+ ou 
de Mn2+). D’après (Esposito et al., 1998) 
B : Fraction de saturation de la fixation 
d’un composé dérivé des diketo acides 
inhibiteur de l’IN sur une IN sauvage (en 
noir) ou résistante aux diketo acides 
(mutations : T66I et M154I) (en blanc) et ce 
en présence de Mn2+ (●) ou de Mg2+ (▼). 
D’après (Grobler et al., 2002) 
 

Figure 21 : Mécanisme 
catalytique de l’IN de 
type SN2 
L’ADN viral, occupant 
toujours le même site 
(en jaune), est reconnu 
par la paire de base 
conservée CA/GT. Le 
3’-OH de l’A occupe la 
position axiale de l’état 
de transition. L’autre 
(en bleu ciel) est 
occupée par (i) le 3’-
OH de l’ADN cible. Il 
agit comme : un groupe 
partant dans 
l’intégration, un 
nucléophile dans la 
désintégration, (ii) une 
molécule d’eau qui agit 
comme un attaquant 
nucléophile pour le 3’-

processing. Sur une des positions équatoriales de l’état de transition (en rose) l’oxygène non 
lié du phosphate. La deuxième position (en vert) est définie comme le site de liaison 
permettant des interactions avec le dinucléotide GT qui sera clivé lors du 3’-processing. Pour 
les réactions d’intégration et de désintégration, ce site peut être occupé par un atome de 
Soufre. A ce site, il ne peut pas y avoir d’ADN double brin. La troisième position 
équatoriale (en violet) est potentiellement occupée par l’extrémité 3’ de l’ADN cible que se 
soit pour la réaction de désintégration ou d’intégration, ou un atome de Soufre pour le 3’-
processing. D’après (Gerton et al., 1999) 
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cette partie à décrire les évènements purement chimiques qui ont lieu durant les réactions 

catalysées par l’IN du VIH-1. 

II.A.3.a. Les réactions catalysées par l’IN sont de type SN2 

Quelque soit le modèle utilisé, les deux réactions successives que sont le 3’-processing 

et le transfert de brin sont réalisés par le même site actif. Le mécanisme impliqué est une 

transestérification réalisée en une seule étape (Engelman et al., 1991). Gerton et al. (1999) 

(Gerton et al., 1999) ont montré que le mécanisme chimique suivi est une substitution 

nucléophile de type 2 (SN2). Ils ont utilisé des oligonucléotides pour lesquels le phosphate 

clivé est remplacé par un phosphorothioate. Ce changement permet d’observer les formes 

énantiomériques du phosphate prochinois. Les résultats montrent que l’IN, lors du 3’-

processing et du transfert de brin, clive les substrats dont la configuration absolue du 

phosphorothioate est Rp. Les produits de la réaction ont une configuration absolue Sp. Ce 

résultat permet de conclure quant à un mécanisme de SN2 en une seule étape avec une 

inversion de configuration absolue dite de Walden. Lors de la réaction de désintégration, le 

substrat préférentiel est de configuration absolue Sp pour devenir Rp après la réaction. Ces 

résultats confirment l’hypothèse que la désintégration est la réaction inverse du transfert de 

brin.  

A partir de ces résultats, Gerton et al. proposent un modèle qui prend en compte que 

l’IN n’utilise qu’un seul site actif pour catalyser ces trois réactions. Ils tiennent également 

compte du fait que la paire de base CA/TG est cruciale pour les trois réactions et qu’elle 

forme donc avec l’IN des interactions spécifiques au niveau du site actif. Enfin, lors de l’état 

de transition de chacune des réactions, l’atome de phosphore adopte une géométrie 

bipyramidale à base triangulaire caractéristique des SN2 (cf. figure 21). Dans cette géométrie, 

le nucléophile et le groupe partant occupent les deux positions apicales. Les positions 

équatoriales seront occupées par les autres substituants du phosphore. Le fait que l’IN 

n’agisse clairement que sur un seul énantiomère pour chaque type de réaction, montre qu’elle 

interagit avec un seul des deux oxygènes du phosphate. Au niveau macroscopique, la 

désintégration correspond à l’inverse du transfert de brin. Ce modèle montrerait qu’au niveau 

moléculaire, ce serait aussi le cas. Cependant, ce modèle présente un certain nombre de 

défauts puisqu’il ne tient pas compte de l’introduction du souffre à la place de l’oxygène. En 

effet, si au niveau stérique il n’y a pas beaucoup de changements, au niveau purement  
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Figure 22 : Activité de l’IN en fonction du pH et du cation divalent 

D’après (Gao et al., 2004) 
En noir, l’IN est en présence de Mg2+, en blanc de Mn2+.les carrés sont pour l’IN sauvage, les 
triangles pour l’IN mutée D116C.  
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électronique, le souffre introduit une différence de charges coulombiennes à l’intérieur du 

phosphothioate qui n’est pas présente au niveau du phosphate. De plus, si l’énantiomère Sp a 

peu d’effets sur la conformation structurale de l’ADN, l’énantiomère Rp a tendance à élargir 

le petit sillon de l’ADN de forme B et cette modification conformationnelle de l’ADN qui est 

connu pour favoriser les interactions protéines ADN (Jaroszewski et al., 1992). 

II.A.3.b. Dissection de la catalyse à l’échelle atomique 

Si le modèle proposé par Gerton et al. considère que l’agent nucléophile est une 

molécule d’eau, le véritable attaquant d’une SN2 est un ion OH- dans le cas du 3’-processing 

et l’extrémité 3’O- de l’adénine dans celui du transfert de brin. Cet agent nucléophile peut être 

formé à partir de la sphère d’hydratation du cation divalent selon la réaction chimique 

suivante :  

M2+(H2O)n ↔ M2+(H2O)n-1OH- + H+  

Le rapport entre les deux formes dépend directement du pH du milieu réactionnel et est donné 

par la formule suivante :  

log ([M2+(H2O)n-1OH-] / [M2+(H2O)n]) = pH – pK1 

Le pK1 dépend de chaque cation divalent considéré. Le pH donnera donc le nombre 

d’attaquant nucléophile, sachant que celui-ci sera au maximum égal au nombre de cations 

divalents présents. L’activité est également limitée par les interactions IN / ADN. Beaucoup 

d’entre elles sont régies par des interactions ioniques mettant en jeu des lysines. Leur 

neutralisation à pH basiques (au-delà de 9) explique pourquoi les intégrases rétrovirales ne 

sont pas actives au-delà de ces pH. Cette observation a été faite sur l’IN d’ASV (Lubkowski 

et al., 1998). Dans le cas de l’IN du VIH-1, l’activité chute avant d’atteindre ces valeurs. Ceci 

montre la présence d’un autre facteur limitant. Si l’on considère le cation divalent mis en 

présence dans le tampon, Mn2+ ou Mg2+, leur pK1 sont respectivement de 10,46 et de 11,40. 

L’IN en leur présence présente un décalage du pH optimal pour l’activité de 7 à 8 (Gao et al., 

2004) (cf. figure 22). Le décalage des deux pK1 est donc retrouvé lorsque l’on compare les 

pH optimum d’activité. Ces données confirment l’importance et le rôle du cation divalent 

dans la formation de l’ion hydroxyde.  
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Figure 23 : Diagramme énergétique de la réaction de SN2 catalysée par l’IN 

Le complexe de Michaelis (l’état de transition) fait intervenir les deux Asp 64 et 116 qui 
coordinnent le Mg2+, l’Asp 116 interagit en plus avec une molécule d’eau, il va accélérer sa 
déprotonation et donc faire chuter la barrière énergétique de 70,3 kcal/mol à 33,5 kcal/mol. 
Au final l’Asp 116 est protonné. 
D’après (Bernardi et al., 2002) 
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 L’analyse des séquences des intégrases rétrovirales suggère que certains résidus 

pourraient jouer un rôle dans le mécanisme catalytique des intégrase, notamment en cédant un 

proton. Selon l’IN considérée, ASV, VIH-1 ou MLV, on observe des pH optimums d’activité 

en présence de Mn2+ différents qui sont respectivement de 8,5 (Lubkowski et al., 1998), 7,0 

(Gao et al., 2004) et 6,2 (Jonsson et al., 1993). Le résidu impliqué serait le résidu 

correspondant au résidu 114 dans la séquence primaire de l’IN du VIH-1. Dans le cas d’ASV, 

c’est une lysine, pour HIV-1, c’est une histidine et dans le cas de MLV, c’est une glycine, 

pour cette IN, ce serait le solvant qui donnerai un proton, d’où un décalage du pH optimum 

vers des valeurs acides, qui suivent le décalage des pKa des groupements donneurs potentiels 

de protons. D’autres résidus peuvent être impliqués directement dans le mécanisme 

catalytique. La chute rapide de l’activité des intégrases lorsque le pH s’acidifie est 

symptomatique d’une part d’une diminution de l’ionisation de la sphère d’hydratation du 

cation divalent, et d’autre part d’une protonation progressive des groupes carboxyliques de la 

triade catalytique, qui ne peuvent alors plus jouer leur rôle, notamment dans la coordination 

du cation divalent. 

Lors de la mutation de l’Asp 116 en cystéine, résidu au pKa plus élevé (on passe de 

4,4 à 8,5), la diminution de l’activité, que l’on observe lors de l’acidification du pH, est plus 

rapide (Gao et al., 2004) (cf. figure 22). Cette observation implique que ce résidu recevrait un 

proton au cours de la réaction chimique. Le mécanisme proposé par Bernardi et al. (Bernardi 

et al., 2002) s’appui sur cette observation et utilise l’Asp 116 pour polariser une molécule 

d’eau qui va alors par perte d’un proton devenir l’attaquant nucléophile (OH-). C’est une autre 

molécule d’eau, qui appartient à la sphère d’hydratation du cation divalent, qui va fournir le 

proton de l’extrémité 3’-O- du nucléotide partant, qui devient 3’-OH, et améliore ainsi son 

pouvoir partant. Ce mécanisme permet un abaissement de la barrière énergétique de la 

réaction de 70,3 kcal/mol à 33,5 kcal/mol en présence d’IN (cf. figure 23). 

Dans les mécanismes précédents, un seul cation divalent est présent au niveau du site 

actif. Ceci est en accord avec les structures cristallographiques de l’IN du VIH-1 dans 

lesquelles le cation est le centre d’un complexe de coordination comprenant quatre molécules 

d’eau et les deux groupements carboxylates des Asp 64 et 116 de la triade catalytique. En 

considérant la famille des polynucléotidyl-transferases qui comprend notamment les IN et 

d’autres enzymes comme le fragment de Klenow de l’ADN polymérase I, le nombre de 

cations impliqués dans la catalyse ne serait pas de un mais de deux. En effet, la résolution de  
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Figure 24 : Vue en stéréo des 2 sites de fixation des cations divalents de l’IN d’ASV 
Le site I serait occupé par le Mg2+ et le site II par un Zn2+. D’après (Bujacz et al., 1997) 
 

Figure 25 : Comparaison des sites actifs de l’IN d’ASV, la RNAse H et du fragment de 
Klenow 
Vue stéréo des sites actifs de, en vert l’IN d’ASV, en bleu la RNAse H du VIH-1, en rose le 
fragment de Klenow, positionnement identique des deux sites des cations divalents. D’après 
(Bujacz et al., 1997) 

 

Figure 26 : 
Configuration du site 
actif de l’IN du VIH-1 
avec 2 Mg2+ au site 
actif. 
Gauche : le site actif et 
le 2nd Mg2+ au site II. 

A droite : la chaîne 
latérale de E152 est 
déplacée de manière à 
ce qu’elle coordinne le 
2nd Mg2+. D’après (Lins 
et al., 2000) 
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la structure du fragment de Klenow (Beese and Steitz, 1991) et de celle du core catalytique de 

l’IN d’ASV montrent la présence d’un deuxième positionnement possible pour un cation 

divalent au niveau du site actif (cf. figure 24 et 25). Par analogie, ce deuxième Mg2+ serait 

coordinné par le premier et le troisième résidu de la triade catalytique (Asp 64 et Glu 152). 

Pour que ce Mg2+ soit coordinné, la chaîne latérale du Glu 152 doit être redirigée vers le site 

actif par rapport à son positionnement observé dans les différentes structures 

cristallographiques obtenues ((Maignan et al., 1998) ; (Goldgur et al., 1998)) (cf. figure 26). 

Ce deuxième cation possède une stabilité plus faible que le premier et les différentes 

modélisations le montrent stabilisé s’il est en présence du phosphate présent dans la structure 

résolue de Goldgur et al. (Lins et al., 2000). De ce fait, sa position pourrait être stabilisée par 

la présence de l’ADN viral ou cible. Ces deux cations auraient des rôles différents : le 

premier, comme dans l’hypothèse d’un mécanisme à un Mg2+, activerait une molécule d’eau 

pour qu’elle réalise l’attaque nucléophile, le second Mg2+ permettrait de stabiliser l’état de 

transition du phosphate pentacoordinné.  

 Le nombre de cations divalents au site actif reste encore indéterminé et étant donné le 

rôle qu’ils pourraient jouer dans des changements conformationnels du site actif que se soit en 

présence ou non d’ADN viral comme cible (Asante-Appiah et al., 1998). Cela représente un 

frein pour l’amélioration des drogues inhibitrices de l’IN actuellement conçues et qui 

possèdent la capacité à chélater le Mg2+ (Savarino, 2007). 
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Figure 27 : Structure et fonction des 3 domaines de l’IN 
 

Figure 28 : Structures du domaine N-ter de l’IN du VIH-1 
Etat conformationnel E (PDB : 1WJC), vert. Etat conformationnel D (PDB : 1WJA), bleu. En 
rouge, les résidus coordinateurs du Zn2+ : His12-His16-Cys40-Cys43. En jaune, la Lys 14 qui 
interagit avec l’ADN. Entre les 2 formes, changement du positionnement de la chaîne latérale 
de la Lys14 et de la longueur de l’hélice α 1. D’après (Cai et al., 1997) 
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II.B. Structures et fonctions des trois domaines de l’intégrase 

 Dans un premier temps, les structures des trois domaines ont été obtenues séparément 

entre 1994 et 1997 que se soit par diffraction aux rayons X ou par RMN (core catalytique 

(Dyda et al., 1994), domaine C-Ter : (Lodi et al., 1995), (Eijkelenboom et al., 1995), domaine 

N-Ter : (Cai et al., 1997)) (cf. figure 27). C’est en 2000 et 2001 que deux équipes arrivent à 

cristalliser les doubles domaines N-ter / CC (Wang et al., 2001) et CC / C-Ter (Chen et al., 

2000a). Cependant, l’agencement structural des trois domaines reste inconnu car les 

propriétés biochimiques et agrégatives de l’IN entière, même en présence de mutations 

ponctuelles ou de produits additionnels favorisant sa solubilité, empêchent l’obtention de 

cristaux de bonne qualité avec un bon pouvoir de diffraction, et donc de la structure à haute 

résolution résultante.  

II.B.1. Le domaine N-Terminal 

 Le domaine N-ter est formé par les 49 premiers résidus de l’IN. Ce domaine n’est 

structuré qu’en présence de zinc. Lorsqu’il est structuré, il comprend quatre hélices α (α 1: 

résidus 2 - 14, α 2 : résidus 19 - 25, α 3 : résidus 30 - 39 et α 4 : résidus 41 - 45). C’est en 

1997 que sa structure a été obtenue par RMN par Cai et al. ((Cai et al., 1997), code PDB : 

1WJA) (cf. figure 28 et 29). Ce domaine forme un pseudo-doigt de zinc de type HHCC 

composé des résidus H12-H16-C40-C43 (motif His-Xaa3-His-Xaa20/30-Cys-Xaa2-Cys), très 

conservés chez les intégrases rétrovirales et les rétrotansposons eucaryotes. Ce motif, dont la 

structure secondaire est atypique pour un doigt de zinc, normalement constitué de deux 

hélices et d’un coude, permet la fixation d’un cation divalent Zn2+ avec une stoechiométrie 

d’un ion par monomère (cf. figure 28). L’affinité de l’apoprotéine pour le cation a été 

déterminée par dialyse à l’équilibre : Kd,apparent ≈ 6µM (pH = 7,5, NaCl = 1M) (Zheng et al., 

1996). L’ion divalent a pour fonction de stabiliser l’ensemble hélice-boucle-hélice et donc 

l’arrangement tridimensionnel du domaine. 

 Il est intéressant de noter que le complexe N-ter / Zn2+ existe sous deux états 

conformationnels nommés E et D (cf. figure 28). Les deux états se différencient par la 

coordination du cation par les deux histidines 12 et 16. Dans la forme E, prédominante à 

300K et à pH 7,4, l’His16 coordine le zinc via son atome Nδ1. L’His 12 est alors enfouie dans 

la structure et coordine le zinc par son Nε2 et forme en plus une liaison hydrogène par  
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Figure 29 : Structure du dimère du domaine N-ter (forme D) 
Structure d’après (Cai et al., 1997), en rouge, les résidus coordinant le Zn2+ (H12-H16-C40-C43) 
et en orange, les atomes de zinc. (PDB : 1WJA) 

Figure 30 : Structure du monomère du CC de l’IN du VIH-1 
En magenta, les trois résidus de la triade catalytique : D64, D116 et E152. Coordination du 
Mg2+ par les deux Asp 64 et 116. (PDB : 1BL3). D’après (Maignan et al., 1998) 

N-ter
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l’intermédiaire de son proton Nδ1H avec l’atome S de la Met 22. Dans cette conformation, 

l’His 16 est exposée au solvant. Dans la forme D, les positions relatives des deux histidines 

sont inversées. De ce fait, l’His 12 se retrouve exposée au solvant et coordine le zinc par son 

Nδ1. Les deux formes se différencient également par des changements de conformation plus 

large dans l’environnement de ces deux histidines notamment au niveau du polypeptide allant 

des résidus 9 à 18. En effet, l’hélice α1 qui va des résidus 2 à 14 dans la forme E est scindée 

en une hélice α qui va des résidus 2 à 8 suivit d’un tour α hélicoïdal qui comprend les résidus 

14 à 17 dans la forme D.  

 Le domaine N-ter dimérise en solution. L’interface entre les deux monomères est 

identique pour les deux formes. Elle est surtout constituée par des interactions hydrophobes et 

fait intervenir la fin de l’hélice α1 et les hélices α3 et α4 (cf. figure 29). Le domaine N-ter 

interviendrait dans la multimérisation de l’IN. Des expériences ont montré que le zinc dans 

une stœchiométrie 1 : 1 stimule l’activité de 3’-processing et de transfert de brin de l’IN en 

présence de Mg2+ alors qu’en Mn2+, ces activités ne semblent pas pâtir de l’absence du cation. 

En désintégration, le zinc ne semble pas non plus jouer de rôle primordial dans l’efficacité de 

la réaction ((Zheng et al., 1996); (Lee et al., 1997)). Le zinc pourrait contribuer, de par son 

effet structurant sur le domaine N-ter, à la reconnaissance spécifique des extrémités de 

l’ADN. De ce fait, dans le contexte de l’intégrase entière, le domaine N-ter pourrait jouer un 

rôle dans les interactions IN / ADN. Des expériences de foot-printing sur protéine permettant 

de différencier chacun des monomères ont permis de mettre en évidence une interaction entre 

la Lys14 et l’ADN viral. En effet, lorsque le monomère est chimiquement lié à l’ADN viral, cette 

lysine présente un changement radical de sensibilité à la digestion trypsique témoin d’une 

protection de cette lysine par l’ADN (Zhao et al., 2008). Ceci montre donc que le domaine N-

ter pourrait non seulement intervenir dans la multimérisation de l’intégrase entière, mais 

également dans la reconnaissance de l’ADN viral. 

 Ce domaine pourrait être en partie responsable des propriétés agrégatives observées 

lors des purifications de l’IN du VIH-1 (Ellison et al., 1995). En effet, lors de la construction 

de chimères entre l’IN du VIH-1 et celle de PFV-1 (Primate Foamy Virus de type 1), les deux 

constructions N-Ter VIH / CC+C-Ter PFV et N-Ter PFV / CC+C-Ter VIH possèdent des propriétés 

de solubilités proches des intégrases qui ont donné le domaine N-Ter (Lee et al., 2005a). Dans 

un contexte cellulaire, le domaine N-ter est la région de l’IN qui possède la plus forte affinité 

pour le facteur de transcription INI1 qui est un composant du CPI. Ce domaine pourrait donc  
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Figure 31 : La boucle 
flexible du CC : conservation 
et mouvements. 
A : Structure du CC (PDB : 
1QS4). En vert, le Mg2+, en 
rouge, la triade catalytique et 
en jaune, la boucle flexible 
avec à chaque extrémité les 
Gly 140 et 149 en bleu et la 
Tyr 143 en cyan. D’après 
(Lee et al., 2005b).  
B : Alignement des structures de la boucle flexible de plusieurs IN rétrovirales. En gras, les 
résidus différents de ceux observés chez l’IN du VIH-1. D’après (Johnson et al., 2006). 
C : Modélisation des mouvements de la boucle flexible. Chaque cluster est représenté ainsi 
que sa probabilité de positionnement. Sur ces clusters, on remarque les changements de 
position de la Tyr 143 en cyan. D’après (Lee et al., 2005b). 

VIH-1 140GIPYNPQSQGVVE152 
VIS 140GIPYNPQSQGVVE152 
VIF 142GIPGNPQSQALVE154 
ASV 145GIPGNSQGQAMVE157 
RSV 145GIPGNSQGQAMVE157 

A

B

C
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avoir une importance dans les interactions protéines / protéines qui interviennent dans la 

formation du CPI. Il stabilise également l’interaction qui existe entre le CC de l’IN du VIH-1 

et LEDGF/p75 (Maertens et al., 2003). 

II.B.2. Le Core Catalytique  

 Ce domaine central, résistant à la protéolyse ménagée, formé par les résidus allant de 

50 à 212, contient un motif DD-35-E très conservé chez les intégrases rétrovirales ainsi que 

chez les transposases trouvées chez les organismes procaryotes. Il comprend les résidus D64-

D116-E152 (Engelman et al., 1992). Cette triade catalytique fait partie d’une poche hydrophobe 

qui fixe un cation divalent Mn2+ ou Mg2+ qui est nécessaire à l’activité enzymatique. Ce motif 

est responsable des activités catalytiques de l’IN, toute mutation de l’un de ces trois résidus 

entraîne l’abolition de toute activité enzymatique de l’IN (3’-processing, transfert de brin, 

intégration concertée, coupure de type palindromique et désintégration). Sa structure 

comprend un feuillet central de cinq brins β flanqué au niveau de chacune de ses deux faces 

de trois hélices α (cf. figure 30). Cette organisation présente beaucoup de similarité avec la 

structure observée pour la RNAse H, ou pour certains domaines de type adénosine 

triphosphatase de plusieurs protéines comme l’hexokinase ou la protéine chaperonne de 70 

kDa (HSP 70).  

 Lors de la première structure cristalline obtenue par Dyda et al. en 1994 (Dyda et al., 

1994), trois séries de résidus étaient non résolues : les neufs premiers et les quatre derniers 

résidus de la séquence ainsi qu’une zone comprise entre les résidus 141 et 153. Ces résidus 

comprennent non seulement le troisième résidu de la triade catalytique, mais également une 

boucle flexible importante pour l’activité catalytique de l’IN (cf. figure 31 A) dont la 

séquence est conservée chez les intégrases rétrovirales (cf. figure 31 B). Son importance a été 

notamment montrée par des mutations ponctuelles au niveau des deux glycines qui la délimite 

(Gly 140 et Gly 149), et l’activité de désintégration du double mutant résultante est diminuée 

d’environ 90% (Greenwald et al., 1999). Cette boucle possède une géométrie stabilisée par 

deux résidus prolines (142 et 145) situés autour de la zone responsable en grande partie du 

mouvement d’ouverture ou de fermeture de la boucle tel un couvercle sur le site actif. Ces 

résidus adoptent une conformation de type boucle β-α en position dite ouverte qui s’inverse 

lors du mouvement de fermeture (Lee et al., 2005b) (cf. figure 31 C). Ce mouvement permet 

notamment l’orientation vers le site catalytique du résidu Tyr 143 qui permettrait de stabiliser  
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Figure 32 : Structure du dimère du CC, en présence de Mg2+ 
En magenta sur chacun des deux monomères, la triade catalytique avec l’atome de Mg2+  
coordinné par les Asp 64 et 116. (PDB : 1BL3). D’après (Maignan et al., 1998) 
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la molécule d’eau activée. Des études de mutagenèse dirigée de ce résidu ont montré que 

l’attaque nucléophile réalisée par la molécule d’eau en présence de la Tyr 143, pouvait être 

alors réalisée par des molécules de taille plus importante comportant un groupement -OH 

comme le glycérol ((De Luca et al., 2005); (van Gent et al., 1993)). Un deuxième résidu de 

cette boucle est primordial pour l’activité catalytique de l’IN : la Gln 148. Plusieurs 

expériences (cross-link, mutagenèse dirigée,…) montrent clairement que ce résidu interagit de 

manière spécifique avec l’ADN viral. Il formerait une liaison hydrogène avec l’azote 3 de la 

cytosine présente à l’extrémité 5’ de l’ADN viral. Lorsque la coupure endonucléolityque a eu 

lieu, cette cytosine peut alors réaliser une rotation par l’intermédiaire du squelette 

sucre/phosphate et former cette liaison hydrogène. Cette rotation couplée à un mouvement de 

la boucle flexible, provoquerait un changement conformationnel de l’ADN qui permettrait de 

rendre plus accessible l’extrémité clivée 3’-OH de l’ADN viral pour la réaction suivante de 

transfert de brin (Johnson et al., 2006).  

 Différentes structures du CC ont été obtenues. Elles ont notamment permis de tracer la 

conformation de la boucle flexible, de positionner la chaîne latérale du résidu Glu 152 et de 

confirmer le positionnement du cation divalent (Mg2+ ((Goldgur et al., 1998), (Maignan et al., 

1998))). Ce dernier établit des liaisons de coordinations avec d’une part les oxygènes des deux 

Asp (64 et 116) de la triade catalytique et d’autre part avec quatre molécules d’eau. Ces quatre 

liaisons de coordinations forment le plan carré de l’octaèdre de coordination du cation 

divalent. La résolution dans l’axe perpendiculaire ne permet pas de donner plus de détails, 

mais met en évidence une certaine mobilité du cation. Le troisième résidu de la triade 

catalytique (Glu 152) interagirait avec la guanine du CAGT en 3’ de l’ADN viral, qui suit 

directement la liaison phosphodiester clivée.  

 Les structures cristallines montrent que le CC est sous forme de dimère comme cela a 

été observé pour le domaine N-ter en solution (cf. figure 32). La zone de contact est formée 

d’une large interface excluant toute molécule de solvant de 1300 Å2 par sous-unités. Cette 

interface comporte un nombre conséquent de pont salins et de liaisons hydrogènes formés par 

des résidus appartenant au feuillet β3 et aux hélices α 1, α 3, α 5 et α 6. Le CC est impliqué 

dans les reconnaissances respectivement spécifique des extrémités de l’ADN viral et non 

spécifique de l’ADN hôte ((Engelman et al., 1994) , (Ellison et al., 1995), (Chen et al., 

2006)). Cependant, l’espace entre les sites actifs dans le dimère n’est pas compatible avec 

l’espace nécessaire à l’insertion de l’ADN viral. En effet, les sites d’insertion sur chaque brin  
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Figure 33 : Structure du 
dimère du domaine C-ter 
Structure résolue du 
domaine C-ter allant des 
résidus 222 à 272. (PDB : 
1QMC). D’après 
(Eijkelenboom et al., 1995) 

 

 

 

 
 
 
 

 

Figure 34 : 
Régionalisation du 
domaine C-ter de l’IN du 
VIH-1 
Structure des résidus 212 à 
272, issue de la structure 
du double domaine CC / C-
ter. En rouge, les résidus 
de la région Q, en bleu, la 
région C et en violet, la 
région N. Structuration de 
la partie N-terminale du 
domaine en hélice α. 
(PDB : 1EX4). D’après 
(Chen et al., 2000a) 
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d’ADN cellulaire sont séparés de 5 paires de bases soit environ 15 Å, alors que l’espace entre 

les sites actifs dans les structures cristallines est de plus de 30 Å (Dyda et al., 1994). Ceci 

suggère donc un niveau supérieur de multimérisation de l’IN lors de l’étape de l’intégration, 

qui pourrait nécessiter la formation d’un tétramère. 

II.B.3. Le domaine C-Terminal 

 Le domaine C-ter comprend les 76 derniers résidus. Ce domaine, qui dimérise lui aussi 

en solution, est le moins conservé des trois domaines au sein de la famille des intégrases 

rétrovirales. Cependant au niveau structural, le domaine se compose toujours de 5 brins β 

(β1 : résidus 223 à 228, β2 : résidus 235 à 245, β3 : résidus 248 à 252, β4 : résidus 256 à 260, 

β5 : résidus 265 à 268) qui forment deux feuillets β antiparallèles (β1-β2-β5 et β3-β4) (cf. 

figure 33). L’organisation tridimensionnelle de ce domaine est similaire à celle des domaines 

de type SH3, qui sont généralement retrouvé dans de nombreuses protéines cellulaires 

impliquées dans la transduction de signaux de croissance, de migration ou de différentiation 

cellulaire ((Eijkelenboom et al., 1995); (Lodi et al., 1995)).  

 Il est établi qu’il contient des déterminants pour la multimérisation et qu’il fixe l’ADN 

viral de manière non spécifique ((Eijkelenboom et al., 1995) ; (Lutzke and Plasterk, 1998) ; 

(Engelman et al., 1994) ; (Jenkins et al., 1996)). Ce domaine serait porteur d’un signal 

d’adressage au noyau atypique qui jouerait un rôle dans l’import nucléaire du CPI ((Gallay et 

al., 1997) ; (Bouyac-Bertoia et al., 2001)). Cependant, les études sur l’implication de l'IN 

dans l'import nucléaire restent assez controversées ((Dvorin et al., 2002) ; (Limon et al., 

2002); (Devroe et al., 2003)). Le domaine C-Ter contient également trois régions conservées 

chez les intégrases rétrovirales nécessaires à la réplication virale, nommées C 

(235WKGPAKLLWKGEGAVV), N (259VVPRRKAK) et Q (211KELQKQITK) (Cannon et al., 

1996) (cf. figure 34). Des expérimentations de mutagenèse dirigée couplées à des infections 

de cellules par des virions pseudo-typés montrent que les tri-lysines des région conservées C 

et Q seraient importantes de manière directe ou indirecte pour la multiplication virale à deux 

niveaux clef des étapes précoces que sont la reverse transcription et l’import nucléaire (Ao et 

al., 2005). 



 
 

74

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 35 : Structure du double domaine CC/C-ter de l’IN 
En vert, le monomère A, en bleu, le B et en magenta, la triade catalytique. 
A : Vue du dimère de face. Distance de 55 Å entre les deux C-ter.  
B : Vue du dimère de profil. Angle de 90° entre les deux hélices α 6 à partir de la Thr 210 du 
monomère B. (PDB : 1EX4). D’après (Chen et al., 2000a). 

A B
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II.C. Structure de l’intégrase : des doubles domaines à la 

modélisation 

II.C.1. Structure des doubles domaines 

II.C.1.a. Structure du double domaine core catalytique / C-terminal 

 Les propriétés agrégatives de l’IN du VIH-1 entière ou tronquée ont limité son étude 

structurale aux domaines isolés. L’introduction de plusieurs mutations ponctuelles dans sa 

séquence afin d’améliorer sa solubilité a permis dans un premier temps l’obtention de cristaux 

des domaines isolés, puis celles des constructions des doubles domaines de l’IN. La mutation 

F185K est connue pour améliorer la solubilité de l’IN (Jenkins et al., 1995). Elle a permis 

notamment d’augmenter la solubilité du CC et de le cristalliser. Pour améliorer la solubilité, 

les mutations ponctuelles W131D et F139D permettent d’éliminer de la surface du CC deux 

résidus hydrophobes, et donc de diminuer également les propriétés agrégatives de l’IN par 

diminution des interactions hydrophobes protéines – protéines responsables du phénomène 

d’agrégation. Enfin les deux mutations C56S et surtout C280S permettent de limiter la 

formation de ponts disulfure intermoléculaires. La solubilité de l’IN pentamutée a notamment 

permis d’obtenir des cristaux de l’intégrase entière, mais seulement avec une résolution de la 

structure à 8 Å (Chen et al., 2000a). A partir de la séquence de cette IN pentamutée, le double 

domaine, CC / C-ter (IN52-288) a pu être également purifié dans des concentrations compatibles 

avec la cristallisation. Les cristaux obtenus ont permis de résoudre la structure du double 

domaine avec une résolution de 2,8 Å. La structure du double domaine se compose d’un 

dimère. Les interactions intermoléculaires du dimère se font uniquement au niveau du core 

catalytique, dont les interactions et la structure sont quasiment identiques à la structure 

obtenue pour le domaine central isolé avec pour les C α une déviation d’environ 0,6 Å entre 

les monomères. Les domaines C-terminaux se trouvent positionnés de manière symétrique par 

rapport à un axe de symétrie plan. Si la structure tertiaire du domaine C-ter est identique a 

celle déjà obtenue pour ce domaine seul en solution, sa structure quaternaire est différente 

puisque ce domaine n’est plus sous forme dimérique. 

 Le dimère du double domaine CC / C-ter présente donc une forme en Y avec un écart 

entre les deux domaines C-ter de 55 Å et un angle d’environ 90° entre les deux hélices α 6 

(résidus : 195 à 220) qui relient chacun des domaines à son CC (cf. figure 35). C’est au niveau  
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Figure 36 : Comparaison des doubles domaine CC/C-ter des IN du VIH-1, RSV et VIS. 
En vert le monomère A, en bleu le B et en magenta la triade catalytique. D’après (Chen et al., 
2000a). 
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de la Thr 210 que l’angle de 90° par rapport à l’hélice du monomère A est initié au niveau de 

l’hélice α 6 du monomère B. Au niveau de la résolution de la structure, trois zones présentent 

une flexibilité trop importante pour obtenir une résolution interprétable : des résidus 138 à 

149 qui correspondent à la boucle flexible du site actif, des résidus 186 à 194 qui se situent 

entre les hélices α 5 et α 6 et des résidus 271 à 288. La flexibilité de la zone allant des résidus 

186 à 194 pourrait refléter un phénomène conformationnel clef dans la dynamique 

fonctionnelle de l’activité catalytique séquentielle de l’IN. Cette liaison entre le domaine C-ter 

et le CC montre une grande variabilité notamment lorsque l’on compare cette structure avec 

les structures résolues des autres doubles domaines d’intégrases rétrovirales cristallisées 

(RSV49-286 et SIV50-293) (cf. figure 36). Dans le cas de l’IN de RSV (Yang et al., 2000), vont 

dans la même direction, ce qui aboutit à un positionnement des deux domaines C-ter du même 

coté de l’axe de symétrie déterminé par le dimère de CC. Ce positionnement permet de 

stabiliser la structure en masquant un nucleus hydrophobe comprenant les résidus Trp 213 et 

Ile 209. L’absence du domaine N-ter, qui pourrait d’une part masquer ce core hydrophobe et 

d’autre part jouer un rôle stabilisateur de la position du C-ter, peut expliquer ce 

positionnement asymétrique potentiellement artefactuel des deux C-ter. Pour l’IN du SIV 

(Chen et al., 2000b), seul un des quatre C-ter de la maille cristallographique est résolu. Cette 

faible résolution montre surtout une grande flexibilité quand au positionnement du domaine 

C-ter par rapport au dimère de CC. Ces observations comparatives de ces trois structures de 

doubles domaines montrent une certaine flexibilité, qui pourrait être symptomatique d’un 

changement de conformation des hélices α 6 lors de la fixation sur l’ADN ou de l’une activité 

catalytique de l’IN.  

 Dans la structure obtenue avec le double domaine C-ter / CC de l’IN de VIH-1, la 

majorité des contacts entre les différents dimères se font au niveau des domaines C-ter par 

quatre types de contacts : dans les deux premiers cas, les interactions se font entre les brins 

β2-β3-β4 positionnés parallèlement avec une molécule de CHAPS à l’interface pour stabiliser 

les interactions qui comprennent en plus des interactions hydrophobes des liaisons 

hydrogènes. Il en est de même pour le troisième type d’interaction qui comprend les feuillets 

β1-β2-β5 de manière antiparallèle avec aussi une molécule de CHAPS stabilisatrice. Le 

dernier type d’interaction comprend les feuillets β2-β3 d’un C-ter et le feuillet β5 de l’autre, 

avec un positionnement des dimères d’IN cote à cote (Chen et al., 2000a). 



 
 

78

 

 

 

Figure 37 : Structure du double domaine N-ter/CC de l’IN 
Vue de face et de profil (rotation de 90°) 
En vert, le monomère A, en bleu, le monomère B, en gris, les atomes de zinc et en jaune, les 
His et Cys qui les coordinnent, en magenta, la triade catalytique et en orange, les phosphates. 
(PDB : 1K6Y). D’après (Wang et al., 2001). 
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II.C.1.b. Structure du double domaine N-Ter / Core catalytique 

 L’IN1-212 cristallisée comporte trois mutations (W131D, F139D et F185K) qui ont 

permis d’améliorer sa solubilité et sa propension à cristalliser et ce sans modifier l’activité 3’-

processing de l’intégrase entière triple-mutante ainsi que l’activité de désintégration de la 

protéine tronquée (Wang et al., 2001). Les structures tertiaires du domaine N-ter et du CC 

monomériques en solution restent très similaires de celles observées dans le cadre du double 

domaine (cf. figure 37).  

 Cependant, l’interface entre les deux domaines N-ter du dimère est différente de 

l’interface d’interaction observée pour le domaine N-ter seul en solution. L’interface au 

niveau du dimère de double domaine est plus restreinte (quelques résidus de la première et de 

la troisième hélice α) et plus hydrophobe que celle du dimère du domaine N-ter seul en 

solution. Seuls les résidus Phe 1, Leu 2, Pro 29, Val 31 et Val 32 sont communs aux deux 

interfaces. Pour passer de la forme dimère N-ter seul à dimère N-ter / CC, il faut réaliser sur 

un des deux monomères une rotation de 180° centrée sur l’interface hydrophobe suivi d’une 

translation. Au niveau du dimère du double domaine, les résidus impliqués comprennent en 

plus Ile 5, qui augmente un peu plus l’hydrophobicité de cette interface. A noter que dans la 

structure du double domaine, les résidus 47 à 55 qui assurent la connexion entre le domaine 

N-ter et le CC ne présentent aucune structuration stable dans aucun des quatre monomères 

observés dans la maille cristallographique. Ceci dit, la distance observée entre le CC et le 

domaine N-ter (9 ou 13 Å selon la sous-unité observée) est compatible avec la présence d’une 

liaison comportant neuf résidus. Cette dernière rend d’ailleurs impossible la dimérisation du 

N-ter comme celle observée pour le domaine N-ter seul en solution puisqu’il faudrait dans ce 

cas là une distance de 35 Å environ, qui est incompatible avec le nombre de 9 résidus non 

résolus. Contrairement à l’interface présente entre les deux domaines N-ter, l’interface entre 

le domaine N-ter / CC est beaucoup plus hydrophile. Elle comprend notamment des 

interactions entre les chaînes latérales des résidus Arg 20, Lys 34, Gln 209, Thr 206 et Glu 

212. Cette surface est d’environ 900 Å2. Les dimères ne sont pas positionnés de manière 

identique. En effet, l’orientation des deux domaines N-ter diffère d’environ 15°. Les 

interactions entre le domaine N-ter et le CC présentent une asymétrie entre les deux sous-

unités d’un dimère. Cependant, comme cette asymétrie est également visible sur les deux 

autres sous-unités, l’arrangement asymétrique ne semble pas être un artéfact du à la formation 

du cristal, mais pourrait bien avoir une relevance biologique. 
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Figure 38 : Positionnement du phosphate au niveau du site actif 
En rouge, le phosphate, en vert, les trois résidus coordinateurs (His 67, Thr 66 et Lys 159), en 
bleu la molécule d’eau, coordinée par les deux Asp 64 et 116 de la triade catalytique (en 
magenta), qui pourrait être positionnée comme le cation divalent. D’après (Wang et al., 
2001). 
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 La structure cristalline révèle clairement la présence d’un ion phosphate pour chacun 

des quatre monomères dans la région du site actif (à 7 Å) qui mimerait une partie du squelette 

phosphate de l’ADN lié. Chacun des quatre phosphates est coordinné par 5 liaisons avec la 

chaîne latérale des résidus Thr 66, His 67, Lys 159, la chaîne principale de His 67 et pour finir 

une molécule d’eau qui occupe très probablement la place d’un cation métallique divalent (cf. 

figure 37 et 38). De plus, la liaison du phosphate entraînerait un changement conformationnel 

du site actif, notamment de la position dans l’espace de la triade catalytique D, D-35-E. Cette 

hypothèse est renforcée par la conformation de la boucle contenant Asp 116 qui est identique 

à celle observée pour la structure du dimère du CC seul en présence de Mg2+. 

II.C.2. Modélisation de la structure de l’intégrase entière 

En l’absence de structure résolue à haute définition, seule une modélisation de la 

structure de l’intégrase entière et de ces formes multimériques peut être réalisée. Les modèles 

actuels de structure quaternaire sont réalisés à partir des structures cristallographiques des 

simples ou des doubles domaines de l’IN du VIH-1 et la majorité des études qui modélisent la 

structure du complexe IN / ADN sont réalisés sur le complexe IN / ADN viral / ADN cible 

qui serait le complexe responsable de l’intégration de l’ADN viral au sein du génome 

cellulaire. Les modèles sont également construits sur la base de données biochimiques 

d’interactions entre les différents domaines et avec les ADN viraux et cibles. Ces données ont 

été obtenues par pontage chimique, anisotropie de fluorescence résolue en temps, empreinte 

protéique, etc. En plus de ces données, les simulations s’appuient également sur l’homologie 

possible du complexe IN / ADN viral / ADN cible avec la structure cristallographique du 

complexe Tn5 Transposase / ADN transposon. Ces études ont pour but principal de 

déterminer une plateforme moléculaire pour réaliser des essais in silico de docking 

moléculaire entre l’IN et des petites molécules organiques en utilisant un modèle de cible plus 

significatif du point de vue fonctionnel. 

 La résolution de la structure des doubles domaines a permis d’émettre différentes 

hypothèses quand au réarrangement tridimensionnel des trois domaines entre eux. Après 

l’obtention de la structure du double domaine N-ter / CC, Wang et al. (Wang et al., 2001) ont 

surimposé son CC (résidus 52-212) avec celui de la structure du double domaine CC / C-ter 

obtenue par Chen et al. (Chen et al., 2000a). Les deux C-ter se situent à l’extrémité de l’hélice 

α 6 en n’ayant aucun contact entre eux ou avec les CC. Cette surimposition des CC montre un  



 
 

82

 

 

Figure 39 : Modélisation de la 
structure de l’IN à partir des doubles 
domaines. 

D’après (Wang et al., 2001) 
Superposition des 2 structures par les 
CC (code PDB : 1EX4 et 1K6Y). Les 
domaines N-ter se positionnent sans 
encombrement stérique entre les deux 
domaines C-ter. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 40 : Modèle 1 du tétramère d’IN, comparaison avec le complexe Transposase 
Tn5/ADN 
Pour l’IN : les quatre sous-unités A, B,C et D sont respectivement en vert, jaune, bleu et 
magenta. Pour la transposase (code PDB : 1F3I) : les deux sous unités sont en jaune et 
magenta, les deux doubles brins d’ADN sont en bleu et vert. D’après (Wang et al., 2001) 
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positionnement du domaine N-ter exactement entre les deux hélices α 6 et ce sans aucune 

gêne stérique (cf. figure 39). Il y aurait même une possibilité de stabilisation du 

positionnement des deux hélices α 6 et donc des deux domaines C-Ter par des interactions 

avec les deux domaines N-Ter. La difficulté dans cette modélisation de l’arrangement spatial 

des trois domaines de l’IN du VIH-1 est importante suite à l’absence de certitudes quant au 

positionnement du domaine C-Ter par rapport au CC notamment en regard des différents 

arrangement structuraux des doubles domaines CC / C-ter des intégrases rétrovirales à ce jour 

cristallisées (IN de SIV50-293 (Chen et al., 2000b) et IN de RSV49-286 (Yang et al., 2000)). Ce 

qui ressort de ces comparaisons structurales c’est que la connexion entre les deux domaines 

reste extrêmement flexible et diffère en longueur, orientation et organisation au sein même de 

la famille des intégrases rétrovirales. 

La majorité des modèles construits portent sur l’organisation tridimensionnelle du 

complexe responsable de l’intégration concerté. Comme nous l’avons vu précédemment, 

l’entité responsable de l’intégration concertée se compose au minimum d’un tétramère d’IN, 

des deux extrémités de l’ADN viral et de l’ADN cible. Les modèles développés mettent donc 

en présence un tétramère d’IN et deux ou trois ADN, deux de nature virale mimant chacun 

une extrémité de l’ADN viral et un mimant l’ADN cible. Plusieurs modèles sont disponibles. 

Seulement deux modèles seront présentés brièvement dans les paragraphes suivants.  

o Le premier modèle a été réalisé par Wang et al. (Wang et al., 2001) à partir des 

deux structures des doubles domaines de l’IN du VIH-1 : IN1-212 (code PDB : 

1K6Y) et IN55-288 (code PDB : 1EX4) qui sont superposés par leurs CC. 

L’arrangement du dimère de dimère a été construit sur le modèle de structure 

cristallographique obtenue pour la transposase Tn5 bactérienne (Davies et al., 

2000) (cf. figure 40). Cette corrélation entre les deux est possible puisque les 

deux protéines présentent une conservation de la structure du CC et un 

mécanisme de transfert de groupement phosphatidyl commun. Cette structure 

modélisée révèle une face concave pouvant présenter une surface potentielle 

d’interaction avec l’ADN cible. Le problème de ce modèle vient du fait que les 

deux sites actifs sont séparés d’environ 40 Å, cette distance est trop grande 

pour l’écart de 5 paires de bases observé lors de l’intégration concertée.  

o Le deuxième modèle présenté a été construit par Podtelezhnikov et al. 

(Podtelezhnikov et al., 2003). Il contient également un tétramère d’IN, les deux  
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Figure 41 : Modèle 2 du tétramère d’IN, complexé avec les ADN viraux et cible 
En vert clair, les CC, en rouge et en modèle compact, les résidus D64 et D116, en vert, les 
domaines C-Ter. En modèle compact, les résidus S230 et R263 qui sont en contact direct avec 
l’ADN cible et l’ADN viral. En bleu, les domaines N-Ter. En modèle compact, les résidus F1, 
L2 et D3 qui sont en contact direct avec l’ADN cible. En gris et en violet, les fragments 
d’ADN cible et viraux. En modèle compact et en jaune, les résidus décrits comme étant en 
contact avec l’ADN viral d’après des études de pontage. D’après (Podtelezhnikov et al., 
2003). 

D’après Podtelezhnikov et  
al., Biopolymers, 2003 
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o extrémités de l’ADN viral modélisé sur 13 paires de bases tous deux déjà 

processé et d’un ADN cible de 17 paires de bases  (cf. figure 41). Il prend en 

compte des données d’anisotropie de fluorescence résolue en temps (TFA) de 

l’IN et de ses oligomères ((Deprez et al., 2000); (Leh et al., 2000)). Au niveau 

structural, le modèle s’appuie sur les structures de domaines individuels (codes 

PDB pour le CC : 1BIS, le domaine C-ter : 1IHV et le domaine N-ter : 1WJA) 

et sur des données de pontage et d’empreinte protéique. L’arrangement des 

trois domaines entre eux est fait pour que la structure obtenue soit en accord 

avec les données de TFA, puis l’orientation des domaines est affinée en 

utilisant les données de pontage et d’empreinte protéique. Cette modélisation 

aboutit à un monomère plus compact que le précédent. Le dimère est construit 

en fonction des données de TFA avec une distance entre les deux sites 

catalytiques d’environ 45 Å. Enfin le tétramère est construit par arrangement 

de deux dimères avec plusieurs contraintes. Il faut que le transfert de brin soit 

réalisable avec un écart de 5 paires de bases sans trop perturber la 

conformation de l’ADN cible (distance entre les deux sites actifs d’environ 20 

Å.). La symétrie de la réaction de transfert de brin doit être respectée. Pour 

cela, il faut que la structure présente un deuxième axe de symétrie dans 

l’organisation du tétramère centré sur les deux zones concernées par le 

transfert de brin. Enfin il faut que le modèle soit en accord avec les valeurs 

obtenues en TFA. Le modèle ainsi obtenu permet notamment d’expliquer les 

données expérimentales montrant que la mutation F185K bloque l’intégration 

correcte de l’ADN viral au sein de l’ADN cible in vitro et in vivo cette 

mutation stoppe la réplication virale. En effet, dans ce modèle, ce résidu se 

trouve à l’interface de tétramérisation. Il montre que l’introduction d’un résidu 

chargé rend impossible la formation du dimère de dimère. De plus, ce modèle 

explique, de part la position à l’interface des deux dimères qui comprend les 

deux domaines N-terminaux des monomères non vivo actifs, la tétramérisation 

de l’IN observée lorsque du Zn2+ se fixe au niveau du pseudo doigt de zinc 

(Zheng et al., 1996). Tout en étant différent du premier modèle, ce modèle 

montre également une organisation structurale proche de celle observée pour la 

transposase Tn5. 
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Figure 42 : Comparaison 
des surfaces du complexe 
3D IN/ADN et des 2 modèles 
cités 
En rouge, l’ADN viral et 
cible, en bleus les 
monomères d’IN. A gauche : 
reconstitution 3D à 27 Å, A 
droite : modélisation de la 
surface avec une résolution 
de 27 Å pour les deux 
modèles. Les différentes vues 
sont réalisées en : 
1 : rotation de 45° vers la 
gauche 
2 : rotation de 90° vers la 
gauche 
3 : rotation de 45° vers le 
haut 
4 : rotation de 90° vers le 
haut 
5 : rotation de 90° vers la 
droite 
D’après (Ren et al., 2007). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Modèle 1Modèle 2Image 
3D 

4 

5 

1 

2 

3 

 



 
 

87

En 2007, la structure de complexes IN / ADN structuré en Y (mimant l’intégration de 

l’ADN viral au niveau de l’ADN cible) fut obtenue avec une résolution de 27 Å (Ren et al., 

2007) par reconstruction tridimensionnelle du complexe IN / ADN à partir d’images obtenues 

par microscopie électronique (cf. figure 42). Cette résolution ne permet pas une précision dans 

le positionnement de l’ADN et des monomères d’IN pour déterminer la structure fine du 

complexe, mais elle permettrait d’orienter les études de modélisation futures du complexe IN 

/ ADN compétent pour l’intégration. Cette image est composée d’un tétramère d’IN, 

déduction faite à partir du poids moléculaire du complexe de 128 kDa, qui présente quatre 

lobes. Chacun pourrait correspondre à un monomère d’IN. L’ensemble possède un diamètre 

total d’environ 50 Å. Trois des lobes forment une base triangulaire avec en son centre un 

canal d’environ 20 Å de diamètre. Le quatrième lobe se positionne entre deux des trois autres 

lobes et forme une extension d’environ 40 Å de haut. Les auteurs proposent que le canal 

central permettrait de loger l’ADN cible et que les deux extrémités de l’ADN viral soient liées 

par deux des quatre lobes. Ces données ont été comparées à différents modèles déjà proposés 

pour les complexes IN / ADN viral / ADN cible. Cette image du complexe met en évidence 

une asymétrie inattendue pour le complexe IN / ADN qui se retrouve dans beaucoup de 

complexes protéines / ADN dont ceux obtenus avec des topoisomérases et des polymérases. 

Aucun des modèles qui ont été réalisés jusqu’à présent ne se superpose à cette image (cf. 

figure 42). En effet, chacun présente une symétrie d’ordre deux que cette reconstruction 

d’image ne montre pas. Selon les auteurs, ceci pourrait être du à l’existence d’une flexibilité 

d’une certaine envergure au niveau du complexe IN / ADN. 
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Figure 43 : Les styrylquinolines : inhibiteurs de type 
InBI 
A : Formule d’une styrylquinoline type avec sur le plan 
inférieur trois composés avec leur IC50 sur l’activité de 
3’processing sur l’IN du VIH-1 
B : Formule semi-développée de FZ41 
C : Docking sur le CC pour étudier les sites de fixation 
potentiels des styrylquinolines (ici le composé 
KHD161). 3 sites différents : le site préférentiel est 
positionné en partie dans le site actif en haut. Les deux 
autres pourraient être des sites de fixation de l’ADN 
cible. 
D’après (Deprez et al., 2004) 
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II.D. Les inhibiteurs de l’intégrase du VIH-1 

Plusieurs familles d’inhibiteurs de l’IN ont été identifiées. Leur classification repose 

principalement sur leur mode d’inhibition. Ils se divisent en trois classes : les inhibiteurs de la 

fixation de l’ADN cible (ou du transfert de brin), les inhibiteurs de la fixation de l’ADN viral 

(ou du 3’-processing) et les inhibiteurs modifiant l’état oligomérique de l’IN. La recherche 

d’inhibiteurs de l’IN du VIH-1 commence par un « screening » in vitro utilisé en routine. Les 

trois activités enzymatiques sont utilisées lors de ces tests. Pour étudier le transfert de brin 

indépendamment du 3’-processing, le substrat utilisé est de l’ADN pré-processé. La 

désintégration est notamment utilisée pour déterminer le site d’action de la drogue. Le CC 

pouvant catalyser cette réaction, il est alors possible de déterminer si le site catalytique est 

modifié par la molécule inhibitrice, ou si son action se situe à un autre niveau. Lorsqu’in vitro 

une molécule se révèle être active contre l’IN, son efficacité est testée sur des cultures 

cellulaires infectées par le VIH-1. Quatre critères sont importants pour montrer que l’IN est 

bien la cible de la drogue ex vivo. Dans un premier temps, des expériences à différents temps 

d’incorporation de la drogue sont réalisées et ils doivent montrer que sa fenêtre d’action est 

comprise entre la transcription inverse et la maturation (entre 4 et 16 heures après l’infection). 

Les cellules infectées traitées doivent également présenter une accumulation de cercles 2-LTR 

et une diminution du nombre de provirus intégrés dans le génome cellulaire. Les mutations de 

résistance développées par les virus doivent être situées au niveau de l’IN. Enfin, l’efficacité 

inhibitrice de la drogue doit être amoindrie lorsqu’elle est testée sur une IN qui porte les 

mutations mises en évidence précédemment. 

II.D.1. Les inhibiteurs de la fixation de l’ADN viral dit « InBI » 

 Ces inhibiteurs inhibent l’interaction de l’IN avec l’ADN viral. Même si leur 

mécanisme d’action ex vivo n’est pas encore très bien établit, ces molécules sont actives 

contre le 3’-processing qui est l’étape catalytique suivant la fixation de l’ADN viral 

(Bonnenfant et al., 2004). Le développement de ce type d’inhibiteur est intéressant puisqu’il 

permet de bloquer la maturation de l’ADN viral qui est la première étape du processus 

d’intégration de l’ADN viral. La molécule type de ce type d’inhibition est FZ41, une 

molécule de la famille des styrylquinolines (cf. figure 43 A et B).  
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Figure 44 : Les inhibiteurs du 
transfert de brin ou InSTI 
A : Formules de quelques InSTI 
caractéristiques : les diketo 
acides : 5-CITEP, L-731,988, L-
870,812, L-870,810 ; les dérivés 
des quinoléines (groupement en 
bleu) : GS-9137 ou Elvitegravir et 
les dérivés des carboxamides : 
MK-0518 ou Raltegravir accepté 
par la FDA. 
B : Mécanisme d’action des InSTI 
dérivés des diketo acides. Ils 
complexeraient le ou les cations 
divalents du site actif et 
bloqueraient ainsi toute activité de 
transfert de brin. D’après 
(Pommier et al., 2005) 
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 In vitro,  ces molécules agissent principalement en tant qu’inhibiteurs compétitifs de la 

fixation de l’ADN viral. Il faut noter que ces molécules ne possèdent pas la capacité de 

dissocier le complexe préformé IN / ADN viral. Des expériences de docking moléculaire 

(Deprez et al., 2004) ont mis en évidence trois sites d’interaction forte des styrylquinolines 

avec l’IN. Deux de ces sites pourraient être responsables d’une action inhibitrice compétitrice 

de la fixation de l’ADN viral et de l’ADN cible. D’ailleurs, outre l’étape de 3’-processing, ces 

composés peuvent également inhiber le transfert de brin mais avec une efficacité moindre que 

pour le 3’-processing (Deprez et al., 2004) (cf. figure 43 C). Le troisième site ne contient pas 

de résidus impliqués dans la fixation de l’ADN mais serait davantage impliqué dans les 

interactions entre l’IN et d’autres partenaires protéiques. D’ailleurs, ex vivo, il a été montré 

que ces inhibiteurs pouvaient interférer avec (i) la fonction du complexe de préintégration au 

cours des étapes précoces du cycle viral et notamment lors de l’étape de transcription inverse 

(Bonnenfant et al., 2004) et (ii) l’import nucléaire (Mousnier et al., 2004). Il est donc possible 

que le troisième site joue un rôle dans le mécanisme d’action de ces drogues au niveau 

cellulaire. 

 Les mutations des virus résistants sélectionnés par FZ41 sont toutes portées par l’IN. 

Plusieurs mutations différentes sont introduites dans la séquence primaire de l’IN : la 

mutation C280Y et la double mutation V165I / V249I. Ceci conforte que l’IN est bien ciblée 

par les styrylquinolines ex vivo même si des processus, autres que l’intégration à proprement 

parler, peuvent être touchés. Il est intéressant de noter que le résidu V165 appartient au 

troisième site de fixation des styrylquinolines et que les virus résistants aux autres composés 

antirétroviraux (inhibiteurs de la RT) ou aux autres classes d’inhibiteurs de l’IN (les InSTI) 

sont sensibles à ces composés (Bonnenfant et al., 2004). Ceci montre que les spectres des 

mutations de résistance générés par les autres composés antirétroviraux des phases précoces 

du cycle de réplication du VIH-1 ne possèdent aucun recouvrement avec celui généré par les 

styrylquinolines. 

II.D.2. Les inhibiteurs du transfert de brin dit « InSTI » 

 Ces inhibiteurs seraient des compétiteurs de l’ADN cible. Ces inhibiteurs 

appartiennent à la famille des diketo acides ou à des dérivés plus ou moins éloignés 

comportant le motif structural β-hydroxyl-cétone (cf. figure 44 A). Ils agiraient en se 

positionnant à l’interface entre l’ADN cible et le site catalytique. Ces composés se fixent sur 
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le complexe ternaire IN / ADN viral en présence du cation divalent (Grobler et al., 2002). Ils 

ne se fixent pas sur l’IN seule. Le développement d’inhibiteur s’est focalisé d’une part sur les 

interactions entre la drogue et le site actif notamment en chélatant le ou les cations divalents 

du site actif (Mg2+ ou Mn2+) par l’intermédiaire de son groupement β-hydroxyl-cétone (cf. 

figure 44 B) et d’autre part sur les interactions des groupements associés avec 

l’environnement du site actif et notamment une poche hydrophobe déterminée par la boucle 

flexible (Chen et al., 2008). 

 Toute cette recherche a abouti sur différentes molécules actives et étudiées en test 

cliniques dérivées des diketo acides comportant des groupements carboxamide naphthyridine. 

Les mutations sélectionnées par les diketo acides sont situées dans le CC et dans la région de 

la triade catalytique. Elles ont les positions suivantes : N155S et la double mutation T66I / 

S153Y. Les molécules considérées comme de deuxième génération, c'est-à-dire les dérivés 

des diketo acides, vont induire des résistances croisées avec les diketo acides, mais également 

d’autres mutations de résistance. Parmi les molécules les plus étudiées, possédant le même 

mécanisme d’inhibition que les diketo acides, notons le composé L-870,810, un carboxamide 

naphthyridine, qui va induire deux types de mutations de résistance : la N155S, comme les 

diketo acides et une double mutation F121Y / T125K. Ces différences de mutations de 

résistances montrent un changement partiel de la zone d’interaction entre la drogue et l’IN 

(Hazuda et al., 2004).  

 En plus des dérivés des diketo acides, d’autres type de molécules se sont révélées être 

inhibitrices du transfert de brin (cf. figure 44 A). Parmi ces composés, un dérivé de l’acide 

carboxylique dihydroquinoline, l’Elvitegravir, est en phase clinique I et II. Il possède le même 

type de mécanisme d’inhibition. Les mutations de résistance apparue en monothérapie sont 

toutes aussi situées dans le site actif, mais positionnés au niveau de résidus différents. Les 

mutations permettant une bonne résistance à l’Elvitegravir sont T66I, E92Q et dans une 

moindre mesure Q146P et S147G toutes deux située dans la boucle flexible du CC (résidus 

140 à 152) (Shimura et al., 2008). Depuis novembre 2007, le Raltegravir, un dérivé des 

carboxamides, a été approuvé par la FDA (Food and Drug Administration). Les mutants de 

l’IN sélectionnés par cette dernière molécule sont N155H, E157Q, la double mutation 

G140S/Q148H, toutes situées dans la région de la boucle flexible et E92Q que l’on retrouve 

également pour l’Elvitegravir (Malet et al., 2008). 
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II.D.3. Les autres classes d’inhibiteurs de l’intégrase 

 Parmi ces autres classes d’inhibiteurs, les « shiftides » occupent une place non 

négligeable. Cette classe d’inhibiteurs représente une approche différente dans la recherche 

d’inhibiteurs de l’IN. En effet, ces macromolécules polypeptidiques modulent l’état 

oligomérique de l’IN en forçant l’IN compétente pour le 3’-processing à passer sous une 

forme multimérique non compétente pour cette étape de maturation de l’ADN viral 

indispensable. C’est donc un mécanisme d’inhibition allostérique, qui présente l’avantage de 

n’avoir a priori aucune cross-résistance possible avec les InBI et les InSTI. Ces peptides 

peuvent être issus de l’IN elle-même comme INH5 qui correspond à son hélice α 5 (résidus 

167 à 187). Ce peptide induirait, par une interaction avec l’hélice α 1, une dissociation des 

multimères en monomères (Maroun et al., 2001). Les peptides peuvent également être issus 

d’interactants de l’IN comme LEDGF/p75. L’IN interagit avec ces peptides sous forme 

tétramérique, et devient incompétente pour la fixation à l’ADN. Il en résulte une inhibition de 

l’activité catalytique de l’IN in vitro et un blocage de la réplication virale en culture cellulaire 

(Hayouka et al., 2007). La même équipe a montré également que des peptides issus de Rev 

peuvent également inhiber l’IN par le même mécanisme de transition état multimérique 

compétent à tétramère incompétent (Hayouka et al., 2008).  

 Parmi ces autres classes d’anti-IN, des oligonucléotides ont également montré une 

activité inhibitrice in vitro. Une famille d’oligonucléotides formant des quartets de 

guanosines, dont AR177 (le Zintevir) (Mazumder et al., 1996), comprend d’excellents 

inhibiteurs de l’IN. Cependant, l’étude des mutations virales sélectionnées par la molécule 

montre que son action antirétrovirale se situe in vivo au niveau de l’attachement viral. La 

molécule agirait sur SUgp120 (Cherepanov et al., 1997). Cette action sur une autre étape du 

cycle réplicatif pourrait être symptomatique d’une absence de pénétration de la molécule dans 

les cellules.  

Une deuxième famille d’oligonucléotides est actuellement étudiée. Ce sont des 

oligonucléotides composés de 11 bases modifiés au niveau de leur extrémité 3’ par un 

groupement hydrophobe, qui peut être l’acridine ou l’éosine. Cette modification apporte à 

l’ADN un groupement hydrophobe permettant d’une part de faciliter le passage de la 

membrane plasmique lors des futurs tests ex vivo et d’autre part d’interagir avec la poche 

d’hydrophobicité également utilisée par les InBI et les InSTI. In vitro, ces oligonucléotides 

présentent un mécanisme d’inhibition compétitif du 3’-processing. Leur mécanisme est 
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quelque peu différent de celui employé par les styrylquinolines puisque ces oligonucléotides 

modifiés sont capables de dissocier les complexes IN / ADN viral préétablis (Pinskaya et al., 

2004). Des études sur le mécanisme d’action de ces oligonucléotides modifiés ex vivo sont 

actuellement en cours. 
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Nous avons pu voir tout au long de cette introduction que l'intégration de l'ADN du 

VIH-1 dans le génome des cellules hôtes est une étape obligatoire du cycle de réplication du 

virus. Le processus d'intégration est catalysé en deux temps par l’IN qui se fixe aux extrémités 

de l’ADN viral et l’intègre de manière covalente dans le génome cellulaire. Actuellement, 

parmi tous les composés antirétroviraux mis sur le marché, seul le Raltegravir, et ce 

seulement depuis décembre 2007, est dirigé contre cette étape. A ce jour, il existe des virus 

résistants à chacun des traitements proposés. Seule leur combinaison permet d’une part de 

retarder l’apparition des virus multirésistants et d’autre part de diminuer les doses 

administrées, grâce à des effets synergiques entre certains composés. 

De ce fait, la recherche de nouveaux inhibiteurs et de nouvelles cibles d’action peut 

être vue comme une course contre le virus, ce dernier de part sa grande malléabilité génétique 

ayant un avantage non négligeable. Pour trouver de nouveaux composés actifs, la 

compréhension des étapes du cycle de multiplication potentiellement, inhibée par une 

thérapie, est essentielle. Il faut donc réaliser, en parallèle d’un criblage des molécules déjà 

connues, une étude approfondie des mécanismes mis en jeu au cours de l’étape de 

l’intégration du provirus du VIH-1. Leur compréhension permettra d’accélérer la recherche et 

le « design » de nouvelles molécules actives. 

Ce travail s’est attaché à comprendre les paramètres qui régissent la cinétique de la 

première étape de l’intégration, le 3’-processing. D’après les données structurales, l’IN doit 

réaliser l’intégration concertée sous une forme multimérique minimale d’ordre quatre. L’état 

multimérique nécessaire pour la catalyse du 3’-processing, quant à lui, reste encore flou : est-

ce que cette première étape nécessite le même état multimérique, ou un ordre inférieur est-il 

suffisant ? Afin de déterminer l’état multimérique de l’IN du VIH-1 responsable du 3’-

processing, nous avons donc caractérisé les propriétés catalytiques et hydrodynamiques de 

l’IN du VIH-1 en présence d’oligonucléotides fluorescents mimant l’extrémité de l’ADN viral 

en utilisant l’anisotropie de fluorescence. Nous avons d’une part mis au point un test 

d’activité de 3’-processing de l’IN qui utilise l’anisotropie de fluorescence statique et d’autre 

part réalisé une caractérisation des complexes IN / ADN catalytiquement actifs par 

anisotropie de fluorescence résolue en temps (TFA). L’analyse du déclin multi-exponentiel de 

l’anisotropie de fluorescence par la méthode du maximum d’entropie permet de modéliser le 

déclin mesuré comme une somme d’exponentielles où chacune est associée à un temps de 

corrélation. Le temps de corrélation le plus long est relié au volume hydrodynamique de la 
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molécule ou du complexe observé. Sa détermination renseigne sur la taille de l’édifice 

moléculaire en question. 

 L’IN du VIH-1 possède un certain nombre de particularités comme une cinétique de 

catalyse lente et des conditions d’activité où la concentration d’enzyme doit être supérieure à 

celle de son substrat pour détecter une activité. La réaction de 3’-processing est spécifique de 

la séquence de l’ADN viral, notamment au niveau du CAGT terminal. Cependant, aucune 

interaction spécifique IN / ADN viral n’a été, à ce jour, mise en évidence. Il faut également 

noter que l’IN du VIH-1 est une protéine très peu soluble. De ce fait, souvent se pose la 

question de savoir si certaines caractéristiques de l’IN du VIH-1 sont des propriétés 

intrinsèques aux IN rétrovirales, ou bien sont seulement dues à la propension agrégative de 

l’enzyme. Afin de différencier les caractéristiques intrinsèques de l’IN de celles dues à son 

état agrégé, nous avons étudié l’IN de PFV-1 (Primate Foamy Virus de type 1, un 

spumavirus) qui présente un profil de solubilité plus clément. Nous avons alors pu réaliser un 

marquage enzymatique de l’IN de PFV-1 avec un fluorophore de petite taille (le TAMRA), 

qui nous a permis de réaliser des expériences de FCS et de FRET. La FCS est une technique 

complémentaire de la TFA. Elle donne des temps de diffusion translationnel de molécules 

fluorescentes, qui sont reliés au volume hydrodynamique de la molécule ou du complexe 

observé. Le FRET réalisé entre l’IN de PFV-1 et des oligonucléotides mimant l’extrémité des 

LTR viraux nous a permis de tester la spécificité de reconnaissance de l’ADN viral par l’IN 

de PFV-1. 

 La réaction de 3’-processing nécessite la présence des trois domaines structuraux de 

l’IN du VIH-1 alors que le CC est suffisant pour catalyser la coupure endonucléolytique. Les 

domaines N-ter et C-ter de l’IN jouent donc un rôle essentiel dans l’activité de 3’-processing. 

Différents résultats montrent que la structuration du domaine N-ter par la fixation d’un atome 

de zinc, au niveau d’un pseudo-doigt de zinc, est primordiale pour l’activité 3’-processing 

(Lee et al., 1997). Les différentes activités catalysées par l’IN nécessitent la présence d’un 

cofacteur cationique (Mg2+ ou Mn2+) au niveau du site actif. Ces deux cations ne sont pas 

équivalents. Selon le cation utilisé in vitro, les activités de 3’-processing peuvent être 

différentes, par exemple lorsque le domaine N-ter est déstructuré. Nous avons utilisé le 

DIBA-1, qui est un éjecteur de zinc, afin de déterminer l’implication du domaine N-ter selon 

le contexte cationique dans les processus structuraux et catalytiques menant au 3’-processing.  
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I. Protocole de purification de l’intégrase et tests d’activités 
in vitro 

I.A. Clonage et mutagenèse de l’intégrase 

 L’IN du VIH-1 utilisée pendant mes travaux de thèse est une IN recombinante 

exprimée dans un système hétérologue bactérien. Toutes les constructions réalisées durant ce 

travail de thèse sont issues de la même construction initiale : viral de l’IN HBX2 du VIH-1 

introduit dans le plasmide pET-15b (Leh et al., 2000). Ce système permet de produire une IN 

contenant au niveau de l’extrémité N-Ter une étiquette 6-Histidine qui permet une 

purification en une seule étape décrite dans la partie suivante. 

 I.A.1. Mutations ponctuelles sur l’intégrase du VIH-1 

 Dans la troisième partie de cette thèse, différentes mutations ponctuelles ont été 

introduites dans la séquence de l’intégrase sauvage. Elles ont toutes eu pour but de muter un 

résidu cystéine en sérine. La première est la mutation C280S. Elle a été réalisée à l’aide du kit 

de biologie moléculaire QuikChange® II (Site directed Mutagenesis Kit de chez Stratagène). 

Ce système permet de réaliser des changements de résidus par une seule étape de PCR à l’aide 

d’oligonucléotides portant la mutation ponctuelle voulue.  

 Deux oligonucléotides complémentaires de séquence : 5’-CAG-ATG-GCA-GGT-

GAT-GAT-TCA-GTG-GCA-AGT-AGA-CAG-GAT-3’ ; ont été synthétisés (Eurogentec, 

Belgique). Le codon muté dont la séquence originelle était TGT (cystéine) est en gras dans la 

séquence. Nous avons suivit le protocole suivant pour chacune des mutations. Le mélange 

réactionnel (50 µL final) était composé de 5µL de tampon de réaction 10X, 20 ng de plasmide 

purifié à muter, de 125 ng final de chacun des deux oligonucléotide, 1 µL du mélange de 

dNTP,  2,5 unités de Pfu ultra (polymérase ADN-ADN dépendante possédant un taux d’erreur 

très faible) et pour finir le volume réactionnel est complété par de l’eau MilliQ stérile. 

Les cycles de PCR ont été réalisés selon le schéma suivant : 

 30 sec à 95°C 

  30 sec à 95°C 

  1 min à 55°C     16 cycles 

  7 min à 68°C (longueur plasmide ≈ 7 kb) 
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 7 min à 68°C, puis à 4°C pendant 1h 

 10 unités de Dpn I sont ensuite ajoutées afin de digérer le plasmide parental ne portant 

pas la mutation. La réaction se passe à 37°C pendant 1 heure.  

 Des bactéries compétentes XL1 blue ou XL10 gold sont transformées avec les 

volumes suivants : 1 µL de mélange de PCR (pas plus car la transformation est inhibée par la 

quantité d’oligonucléotides et les fragments d’ADN plasmidique parental) pour 50 µL de 

bactéries compétentes. La transformation est réalisée selon le protocole concernant chaque 

souche utilisée avec un choc à 42°C de 45 secondes pour les XL1 Blue et de 30 secondes pour 

les XL10 Gold. Les bactéries transformées sont étalées sur boites contenant de l’antibiotique 

et mises sur la nuit à 37°C ou sur 2 jours à température ambiante. Les clones obtenus sont, 

après préparation de miniprep de plasmides, séquencés afin de vérifier la présence de la 

mutation voulue et l’absence de toute autre mutation ponctuelle dues à une erreur de la Pfu 

ultra. 

 Deux autres cystéines ont été également mutées : 

 C56S avec l’oligonucléotide suivant : 5’-CAT-GGA-CAA-GTA-GAC-TCT-AGC-

CCA-GGA-ATA-TGG-CAG-CTA-3’, où le codon en gras remplace le codon TGT codant 

pour la cystéine initiale. 

 C65S avec l’oligonucléotide : 5’-GA-ATA-TGG-CAG-CTA-GAT-TCT-ACA-CAT-

TTA-GAA-GGA-AAA-G-3’, où le codon en gras remplace également le codon TGT qui 

codait pour la cystéine initiale.  

 Ces mutations ont été introduites dans un plasmide codant pour l’IN du VIH-1 portant 

déjà la mutation C280S. Le triple mutant C56, 65, 280S a été obtenu à partir du double mutant 

C65, 280S. 

I.A.2. Délétions sur l’IN du VIH-1 

 Pour réaliser les délétions d’un domaine entier de l’IN du VIH-1, nous avons amplifié 

la séquence de l’IN C280S, obtenue par mutagenèse dirigée, délétée du domaine non désiré 

dans la construction finale par PCR. Ce fragment de PCR a été ensuite introduit par ligation 

dans un système d’amplification (p-GEMT easy vector). Ce système permet de séquencer le 

fragment de PCR afin de vérifier l’absence de mutations ponctuelles introduites lors de l’étape 

de PCR. Le plasmide, ainsi vérifié, est ensuite digéré par deux enzyme de restrictions : NdeI 

et BamHI. NdeI clive au niveau d’un site de restriction (CAT-ATG) qui est positionné au 
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niveau de l’ATG initiateur. Ce site permet une insertion du fragment de l’IN dans pET-15b au 

niveau du bon cadre de lecture. De plus, dans le système pET-15b que nous avons utilisé, ce 

site de restriction est situé en aval du tag 6-Histidine, nécessaire pour notre protocole de 

purification. Le site de restriction de BamHI est situé en aval du codon stop de la séquence 

codant pour l’IN.  

 Pour réaliser les mutants délétés du domaine N-Ter, un oligonucléotide de séquence : 

5’-CAT-ATG-CAT-GGA-CAA-GTA-GAC-TG-3’ a été synthétisé. Le site de restriction de 

NdeI est en gras et la séquence complémentaire de viral codant pour l’IN à partir du résidu 

Met 50 est soulignée. La deuxième amorce utilisée pour la PCR est soit T7 ter de séquence : 

5’-TAT-GCT-AGT-TAT-TGC-TCA-G-3’, situé en aval du codon stop de l’intégrase entière, 

cette PCR aura pour construction finale IN50-288, soit un oligonucléotide insérant un codon 

stop après le résidu Leu 213. La séquence de cet oligonucléotide est 5’-CTA-TAA-TTC-TTT-

TAG-TTT-GTA-3’ (le codon stop introduit est en gras et la séquence complémentaire de viral 

de l’IN du VIH-1 des résidus 213 à 207 pour la construction IN50-213 est soulignée). Pour le 

mutants délétés uniquement du C-ter, IN1-213, nous avons fait une PCR entre l’oligonucléotide 

précédant et l’oligonucléotide T7 prom de séquence 5’-TAA-TAC-GAC-TCA-CTA-TAG-G-

3’ situé en amont du site de restriction de NdeI.  

 Ces PCR permettent donc d’obtenir des inserts contenant la séquence codant de l’IN 

du VIH-1 tronquée. Après vérification de la séquence, le plasmide pGEMT contenant l’insert 

est digéré par NdeI et BamHI. Ce fragment est purifié sur gel d’agarose 1%, puis inséré par 

ligation dans un plasmide pET-15b lui-même prédigéré par NdeI et BamHI. Pour la 

construction IN50-288, il n’était pas possible de séparer le plasmide superenroulé pGEMT 

contenant l’insert de l’insert après digestion par NdeI et BamHI, pour s’affranchir de cette 

contamination, nous avons utilisé un plasmide pET-15b dont le gène de résistance à 

l’ampicilline a été remplacé par le gène de résistance à la kanamycine. Ce changement 

d’antibiotique nous a permis d’obtenir cette construction. 
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I.B. Expression 

 Le protocole utilisé pour réaliser l’expression hétérologue de l’IN du VIH-1 a subi 

quelques modifications par rapport à celui initialement publié par Leh et al. (2000) (Leh et al., 

2000). 

 Une pré-culture des bactéries contenant le plasmide d’expression voulu est réalisée sur 

la nuit à 37°C. Le milieu de culture est composé de LB (10g de NaCl, 10g de Bactotryptone et 

5g d’extrait de levure dans 1 L d’eau) additionné de l’antibiotique de sélection (Ampicilline 

100 µg/mL ou Kanamycine 30µg/mL). Lorsque le plasmide est introduit dans la souche 

Rosetta ou BL21 DE3 Codon plus, il faut ajouter du Chloramphénicol (30 µg/mL). 

 10 à 20 mL de la pré-culture sont ajoutés à 500 mL de LB contenant l’antibiotique de 

sélection (Ampicilline ou Kanamycine). Le Chloramphénicol n’est plus nécessaire. La culture 

est ensuite maintenue à 37°C, sous une agitation de 180 rpm pour une bonne oxygénation des 

bactéries. Lorsque la DO600nm est comprise entre 0,6 et 0,8, l’IPTG est ajouté à une 

concentration finale de 0.25mM pour induire la production. L’expression peut alors être 

réalisée à deux températures différentes selon le profil de solubilité de l’IN recombinante : 

37°C pendant 3 à 4 heures si la protéine reste soluble dans les bactéries ou 25°C pendant 6 à 7 

heures si la protéine lorsqu’elle est produite est dirigée vers les corps d’inclusions. La culture 

bactérienne est ensuite centrifugée à 3500 rpm pendant 15 à 20 minutes, le surnageant est ôté 

et les culots sont congelés à -80°C. 
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I.C. Protocole de purification 

 La composition des différents tampons est explicitée en annexe 1. 

 Les culots bactériens sont resuspendus dans le tampon de resuspension à hauteur de 25 

mL pour 1 L de culture bactérienne environ. Les bactéries sont ensuite lysées avec la presse 

de French (5 à 6 passages) ou le sonicateur (fréquence de 60Hz, pulses de 9 secondes, pendant 

trois minutes deux fois avec un refroidissement dans la glace entre les deux cycles de 

sonication). Le lysat est ensuite centrifugé pendant 30 min à 10000 rpm à 4°C. Le surnageant 

est récupéré puis filtré avec des filtres de 0.2 / 0.8 µm. 

 Le filtrat est ensuite mis en contact des billes NiNTA préalablement rincées avec du 

Tampon A, puis avec du Tampon A additionné de 40mM d’imidazole. Il faut compter entre 

2.5 et 5 mL de billes pour 1 L de culture bactérienne selon la quantité d’IN produite. Le 

mélange billes NiNTA / filtrat est maintenu sous une agitation douce à 4°C pendant 2h au 

minimum.  

 Le mélange est ensuite centrifugé à 3000 rpm pendant 10 min pour sédimenter les 

billes, le surnageant est prélevé puis conservé à 4°C (au cas où l’IN ne se soit pas fixée sur les 

billes). Les billes sont lavées quatre fois avec 40 mL de Tampon A additionné de 40 mM 

d’imidazole avec des centrifugations de 10 min à 3000 rpm pour faire sédimenter les billes 

entre chaque lavage. Lorsque le surnageant ne contient plus de protéines (absence de 

coloration bleu lors d’un test visuel en plaque au Bradford (190 µL Bradford 1X et 10 µL 

surnageant ou billes), il faut vérifier que la fraction des billes contient des protéines. Les billes 

sont ensuite lavées quatre fois avec 40 mL de Tampon A additionné de 80 mM d’imidazole 

puis si nécessaire deux fois avec 40 mL de Tampon A additionné de 100 mM d’imidazole. 

 Lors du dernier lavage, les billes sont transférées dans des tubes Eppendorf de 2 mL et 

la première élution est réalisée avec un volume restreint de tampon d’élution (pour 1 mL de 

billes sèches, 0.5 mL de Tampon d’élution, le mélange est maintenu sous agitation douce 

pendant 20 minutes pour chacune des élutions. Les deuxième, troisième et quatrième élutions 

sont réalisées dans un volume plus important (entre 0.75 et 1 mL). La concentration protéique 

des éluats est vérifiée par la technique du Bradford et les fractions contenant les mêmes 

concentrations sont rassemblées. 
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 Pendant les élutions successives, le boudin de dialyse est coupé à la longueur 

nécessaire estimée puis rincé trois fois 10 min avec de l’eau MilliQ, puis dans du Tampon A 

filtré. Le tampon de dialyse est mis à 4°C de manière à ce qu’il soit homogène en température 

avec les boudins de dialyse contenant l’éluat. Les boudins sont fermés à une extrémité après 

avoir rincé l’intérieur avec du Tampon A filtré puis remplis avec l’éluât à l’aide d’une pipette. 

Le boudin est ensuite fermé en laissant 1 cm d’air dans sa partie supérieure puis plongé dans 

le tampon de dialyse. La dialyse se fait sur la nuit à 4°C sous faible agitation. Une deuxième 

dialyse peut être réalisée le lendemain sur 4 h au minimum. 

 L’IN est récupérée puis dosée au Bradford. Elle est ensuite aliquotée en fraction de 20 

à 100µL selon les expériences réalisées par la suite. L’IN est congelée rapidement dans de 

l’azote liquide ou dans de la carboglace additionnée d’éthanol. Les aliquots sont conservés à -

80°C. 

 Dans le cadre de certaines expériences nécessitant des mélanges réactionnels 

particuliers, nous avons modifié ce protocole à différents niveaux. Pour les expériences 

réalisées en présence de DIBA-1, l’IN ne doit pas contenir d’agent réducteur. Le 

β−mercaptoéthanol n’est pas ajouté dans le Tampon A utilisé pour les lavages à 80 mM et 

100 mM et les élutions. Le Tampon de dialyse n’en contient pas non plus. Les premiers 

tampons de lavage à 40 mM et dans le tampon de resuspension doivent en contenir car il 

prévient la formation des ponts disulfures intermoléculaires entre l’IN et des protéines 

bactériennes contaminantes. Trois dialyses successives sont réalisées pour éliminer tous les 

résidus de β−mercaptoéthanol. De plus, pour les expériences de dosage de l’éjection du zinc 

de l’IN par le DIBA-1, les tampons de dialyse ne contiennent pas de zinc. Trois dialyses sont 

également réalisées afin de diminuer au maximum les contaminations dues aux tampons. 

Dans les cas où l’IN précipite pendant la ou les dialyses. Sa solubilité peut être améliorée en 

abaissant le pH du tampon de dialyse à 6,5 et / ou en réalisant des paliers de concentration 

d’imidazole : 300mM, 150mM, puis 0mM. Enfin la dernière solution est d’estimer la 

concentration de l’IN avant dialyse et de la diluée de manière à ce qu’elle n’agrège pas. La 

dialyse peut également être remplacée par un échange de tampon progressif réalisé avec des 

amicons de cut-off de 10 kDa et avec un tampon de composition identique à celui de la 

dialyse. 
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I.D. Marquage enzymatique de l’IN avec un petit fluorophore 

 Le marquage est réalisé sur l’IN (du VIH-1 ou de PFV-1) au niveau de son extrémité 

C-terminale sur une étiquette de séquence PKPQQFM spécifique pour la transglutaminase de 

foie de cochon d’inde. 

 Le marquage est réalisé lorsque l’IN est fixée sur les billes NiNTA par le tag Histidine 

de son extrémité N-Terminale, après les différents lavages en présence d’imidazole 

(l’imidazole doit être au préalable éliminé). Le marquage se fait par incubation à 4°C sur la 

nuit de l’IN en présence de 0.5 mM de TAMRA couplé à la cadavérine (Molecular Probes) 

avec une unité de transglutaminase (Sigma) dans un tampon de marquage composé de 20 mM 

Hepes, pH 7.5 et de 10 mM de Ca2+. Le TAMRA non transféré sur l’IN est ensuite éliminé 

lors de lavages. L’élution est réalisée comme pour le protocole ci-dessus. L’IN subit alors une 

étape de purification supplémentaire afin d’éliminer le NaCl et l’imidazole. L’éluât est passé 

sur une colonne échangeuse de cation MonoS (Biorad), équilibrée avec un tampon contenant 

20mM Hepes pH 7.5, 0.1 M NaCl. Avant de charger l’IN sur la colonne (débit : 1 mL/min), 

elle est diluée 10 fois (diminution de la force ionique). Un gradient de NaCl est appliqué (de 

0.1 à 1 M). L’IN est éluée entre 450 et 550 mM de NaCl. Cette étape n’est possible que pour 

l’IN de PFV-1, car celle du VIH-1 de par sa faible solubilité agrège dans la colonne. Il est 

ensuite possible de concentrer l’IN de PFV-1 avec un système de filtres par centrifugation 

Amicon Ultra (Millipore). La dialyse n’est pas employée pour les concentrations d’IN de 

PFV-1 supérieures à 12 mg / mL, car à ces concentrations d’IN, elle précipite durant les 

étapes de dialyse lorsque la concentration de l’imidazole est inférieure à 250 mM. 

La spécificité du marquage a été vérifiée par spectrométrie de masse et le taux de 

marquage a été déterminé par spectrophotométrie et par FCS. Il a été évalué à 50%. De plus, 

l’IN marquée ne présente pas de profil d’activité différent de celui observé pour l’IN non 

marquée (pour plus de détail voir la partie résultat de l’article 2 « Etude du mécanisme de 

reconnaissance intégrase / ADN : un mode d’interaction à l’ADN spécifique mis en évidence 

par une intégrase marquée avec une technique enzymatique »). 
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I.E. Tests d’activités 

 Les tests d’activité de l’IN ont été réalisés avec deux méthodes différentes : un test 

utilisant l’anisotropie de fluorescence et un test utilisant des oligonucléotides marqués avec du 
32P à leur extrémité 5’ du brin d’ADN clivé. Les séquences des oligonucléotides sont toutes 

explicitées dans le matériel et méthodes de chacun des manuscrits des articles. Il en est de 

même pour les conditions expérimentales. 

I.E.1. Test utilisant l’anisotropie de fluorescence statique 

I.E.1.a. Présentation de l’appareillage : le Beacon et l’Eclipse 

 Les deux appareils suivant nous ont permis de mesurer l’anisotropie des molécules 

fluorescentes en solution : 

 Beacon ®2000 (PanVera, Madison, USA) : c’est un instrument de mesure de la 

polarisation ou de l’anisotropie de fluorescence statique d’échantillons liquides dont le 

volume peut varier de 100 µL à 1 mL (cuves en verre non polarisant). La chambre de mesure 

est thermostatée (6°C à 65°C). Cet appareil programmable est piloté par ordinateur. 

Il est muni de filtres d’excitation et d’émission qui permettent de travailler avec des 

concentrations de fluorophores de l’ordre du nanomolaire. Les filtres utilisés permettent de 

travailler avec la fluorescéine qui est excitée à 495 nm et qui émet vers 515 nm.  

 Cary Eclipse Fluorescence Spectrophotometer (Varian) : c’est un spectrofluorimètre 

classique qui permet de mesurer l’intensité de fluorescence des échantillons dont les volumes 

sont compris entre 50 µL et 1 mL. La chambre de mesure est thermostatée à l’aide d’une 

instrumentation externe (CC240, Hüber). L’Eclipse possède deux monochromateurs un pour 

l’excitation et un pour l’émission, qui permettent de travailler sur une gamme spectrale 

comprise entre 190 et 900 nm. Des polariseurs peuvent être ajoutés respectivement à 

l’excitation et à l’émission afin de mesurer les composantes parallèles et perpendiculaires de 

l’intensité de fluorescence, ce qui permet de calculer l’anisotropie de fluorescence statique des 

échantillons.  
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I.E.1.b. Test d’activité  

 Pour les différentes expériences réalisées dans les cuves en verres ou en quartz, les 

contenants sont dans un premier temps traités avec une solution de BSA (Sigma A0281) à 20 

mg / mL durant 20 minutes. La solution est ensuite ôtée. Ce prétraitement permet de limiter 

l’adsorption de l’IN sur les parois des tubes. 

 Les conditions d’activités seront décrites dans chacun des articles au niveau des 

légendes des figures, cependant même si les concentrations peuvent varier, la composition du 

mélange réactionnel comprend : le tampon Hepes 20 mM, pH 7, additionné de l’ADN 

processable, d’IN, de 10 mM de cation divalent (Mg2+ ou Mn2+), d’1 mM de DTT et de 50 

mM de NaCl. Pour les tests utilisant le DIBA-1, toutes les expériences ont été menées avec 

une concentration finale de DMSO de 15 % en l’absence de DTT. 

 Un mélange équimolaire des deux brins complémentaires d’ADN est hybridé dans du 

tampon HEPES 20 mM, pH 7, avec 100 mM final de NaCl pour former l’ADN double brin 

que va cliver l’IN. La concentration finale en ADN est de 1 µM. Le mélange est porté à une 

température de 85°C pendant 5 min. Les deux brins s’apparient spécifiquement par 

refroidissement lent du mélange à température ambiante pendant 30 minutes.  

Les oligonucléotides sont purifiés lors de leur réception sur gel acrylamide de séquence de 12 

à 15% acrylamide (selon le nombre de bases des oligonucléotides), puis passés sur colonnes 

NAPTM5 (Amersham) pour éliminer les sels. L’élution est réalisée avec 1 mL d’eau MilliQ. 

Les oligonucléotides, après avoir été quantifiés au spectrophotomètre à 260 nm, sont ensuite 

séchés au Speed Vac Plus (SC110A, Savant) et repris dans tampon Tris HCl 20mM, pH 7,0 à 

une concentration comprise entre 50 et 100 µM. Leur concentration est ensuite mesurée par 

absorbance à 260 nm. Il sont conservés à -20°C. 

 Ce test s’appuie sur les propriétés additives de l’anisotropie de fluorescence. L’ADN, 

marqué avec la fluorescéine au niveau du T de son extrémité CAGT (pour l’IN du VIH-1) ou 

CAAT (pour l’IN de PFV-1), possède une anisotropie statique relative à sa taille et à sa 

séquence. Lorsque l’IN se fixe sur cet ADN, le complexe fluorescent observé possède alors 

un volume hydrodynamique plus élevé, et donc une anisotropie plus importante.  Durant la 

fixation de l’IN sur l’ADN on observe donc une augmentation de l’anisotropie statique du 

mélange réactionnel. Lorsque la température passe à 37°C, l’IN catalyse la coupure 

endonucléolytique libérant ainsi dans le milieu réactionnel le dinucléotide GT (pour l’IN du 
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VIH-1) ou AT (pour l’IN de PFV-1) fluorescent. Ce dinucléotide, de part sa taille, possède 

une anisotropie statique très inférieure à celle du complexe IN / ADN et à celle de l’ADN 

seul. De ce fait l’anisotropie statique du mélange réactionnel chute proportionnellement à sa 

libération dans le milieu réactionnel. Le principe du test est décrit plus précisément dans le 

matériel et méthodes et les résultats de l’article 1 : « Relationship between the oligomeric 

status of HIV-1 integrase on DNA and enzymatic activity ». 

I.E.2. Test d’activité utilisant les oligonucléotides radiomarqués 

  Marquage des oligonucléotides en 5’ par la T4-polynucléotidylkinase. 

 Le mélange réactionnel est constitué d’ATγP32 (2.5 µcurie / µL final), de 2 µL de 

tampon de réaction 10X, 10 unités de Kinase, de l’oligonucléotide processable (500nM final). 

Le volume réactionnel est complété à 20 µL par de l’H2O MilliQ stérile. 

 La réaction est réalisée à 37°C pendant 1h / 1h30. Elle est stoppée par ajout d’1 µL 

d’EDTA à 0.5 M, puis la kinase est inactivée par chauffage du mélange réactionnel à 65°C 

pendant 10 minutes. L’ADN marqué est ensuite hybridé avec 1 µL d’oligonucléotide 

complémentaire à 10 µM (concentration finale de 250 nM) en présence de 100 mM de NaCl. 

Le volume réactionnel de 40 µL est complété avec de l’H2O MilliQ stérile. 

 Le mélange est chauffé à 85°C pendant 5 minutes puis l’hybridation est réalisée à 

température ambiante pendant 30 min. L’ADN est ensuite purifié (élimination de l’ATγP32 et 

de l’EDTA) sur une colonne G25 (Amersham). A la fin de la purification, on vérifie la 

présence de radioactivité dans la phase recueillie. 

  La réaction de 3’processing. 

 Le mélange réactionnel de 20 µL est composé de Tampon Hepes 20mM pH 6,8 final, 

de DTT à 1mM final (quand cela est possible),  de DMSO ou de DIBA-1 dans du DMSO avec 

15 % de DMSO final, 10 mM final de cation divalent (Mg2+ ou Mn2+), X nM final d’IN et X 

nM final d’ADN db radiomarqué (les concentrations sont explicités pour chacune des 

figures). Enfin, l’H2O MilliQ stérile est ajoutée pour compléter le volume à 20 µL. 

 Le 3’-processing est réalisé à 37°C. Tout changement dans ce protocole est indiqué 

dans chacune des légendes des figures concernées. La réaction est ensuite arrêtée avec 80 µL 

d’un mélange contenant (volumes donnés pour 1 mL de cette solution stop) de l’EDTA à 62.5 
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mM final (12.5 µL d’une solution à 0.5 M), de l’AcNa à 0.3 M final (100 µL d’une solution à 

3 M) et du glycogène à 0.1 mg / mL final (10 µL d’une solution à 10 mg / mL). 

 Une extraction au phénol chloroforme permet d’éliminer l’IN. La phase organique 

située au fond du tube est prélevée puis jetée. La phase aqueuse surnageante contenant l’ADN 

est conservée. Les oligonucléotides sont précipités à l’éthanol (2,5 vol d’éthanol absolu / 1 vol 

d’extrait, les tubes sont placés une nuit à - 20°C, puis centrifugés à 13400 rpm pendant 30 

min). Après l’élimination du surnageant, les oligonucléotides sont séchés puis repris dans du 

formamide / EDTA (20 mM final) de manière à avoir 10000 cpm / µL (le volume minimum 

de resuspension est de 5 µL). Les oligonucléotides sont ensuite déposés sur gel acrylamide 12 

% (40000 cpm au maximum par puits). La migration dure environ 1h15 pour une puissance 

de 80 W.  

 Le gel est ensuite séché. La révélation se fait avec une plaque phosphorescente qui est 

excitée par le rayonnement β du 32P. La lecture se fait avec le Storm 840 qui scanne la plaque 

et mesure l’intensité de la phosphorescence émise. La quantification se fait à l’aide du logiciel 

Image Quant. 
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II. Présentation du principe de la fluorescence et des 
techniques utilisées 

Nous allons présenter rapidement le phénomène de fluorescence, l’anisotropie de 

fluorescence qui se décline en deux types de mesures selon la méthode d’acquisition : 

l’anisotropie résolue en temps et l’anisotropie statique. Ensuite nous présenterons 

succinctement les techniques de FRET et de FCS également utilisées (Bibliographie : 

Lakowicz, Principles of fluorescence spectroscopy, chapitre 1, 10, 11, 13 et 24, p1 à 24, 353 à 

380, 383 à 408, 443 à 471 et 798 à 837). 

II.A. Le phénomène de fluorescence 

Lorsqu’une molécule est excitée, l’un de ses électrons passe du niveau d’énergie 

fondamental à un niveau d’excitation plus élevé. Ce changement d’orbitale est instable et 

l’électron retourne rapidement à son niveau d’énergie fondamental. Lorsqu’il y a fluorescence 

de la molécule, ce changement d’orbitale vers un niveau plus stable s’accompagne de 

l’émission d’un photon. L’excitation et l’émission sont usuellement illustrées par le 

diagramme de Jablonski (cf. figure 45). Lors du phénomène de fluorescence, le taux 

d’émission de la fluorescence est d’environ 108 s-1, ce qui correspond à un temps de vie de 

fluorescence typique d’environ 10ns. Le temps de vie (τ) d’un fluorophore correspond à la 

moyenne du temps mis pour diminuer l’intensité initiale (à t = 0) d’un facteur e.  

Si l’on observe le diagramme de Jablonski (cf. figure 45), on peut remarquer que 

l’énergie de l’émission est plus basse que l’énergie d’excitation, ce qui ce visualise par une 

émission à une longueur d’onde plus élevée que celle de l’excitation. C’est le décalage de 

Stokes (cf. figure 46). En fluorescence, deux données sont primordiales lorsque l’on étudie un 

fluorophore : le rendement quantique (Q) et le temps de vie (τ). Ces deux valeurs sont 

calculées avec les formules suivantes : 

Q = Γ / (Γ + knr)       (1) 

τ = 1 / (Γ + knr)       (2) 

Où Γ est le taux d’émission et knr la constante de temps non radiative du fluorophore.  
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Figure 45 : Diagramme de 
Jablonski 
Description du phénomène 
de fluorescence par le 
diagramme de Jablonski 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figure 46 : Superposition 
du spectre d’excitation et 
d’émission d’un 
fluorophore.  
Sur ce graphe, on peut voir 
le décalage de Stokes du à la 
diminution de l’énergie du 
photon entre son adsorption 
et son émission. 
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II.B. L’anisotropie de fluorescence 

 II.B.1. Principe et anisotropie statique 

 Lors de l’excitation par une source lumineuse polarisée, les fluorophores dont le 

dipôle est orienté parallèlement au vecteur de la lumière incidente sont excités de manière 

préférentielle. C’est la photosélection des fluorophores. Si les molécules excitées étaient 

totalement immobiles, les photons libérés seraient émis suivant un vecteur parallèle au vecteur 

électrique de la lumière incidente. La fluorescence n’étant pas instantanée, les fluorophores 

vont subir un mouvement angulaire entre l’excitation et l’émission et l’orientation du vecteur 

d’émission des photons sera donc modifiée. Ce changement d’orientation conduit à une 

dépolarisation de la lumière émise (cf. figure 47). L’anisotropie est un paramètre permettant 

d’accéder à la diffusion rotationnelle des molécules. L’anisotropie (r) se calcule avec la 

formule suivante : 

 r = I// - I⊥ / ( I// + 2 I⊥)      (3) 

Où I// est l’intensité de l’émission mesurée parallèlement à l’intensité incidente et I⊥ l’intensité 

mesurée perpendiculairement. L’anisotropie est un rapport d’intensité, elle est sans dimension 

et ne dépend pas de la concentration en fluorophore. De plus, l’anisotropie est une valeur 

additive. Si plusieurs espèces fluorescentes avec des anisotropies différentes sont mélangées 

en solution, l’anisotropie mesurée est  une moyenne donnée par : 

 <r> = Σ fi × ri       (4) 

Où ri représenta l’anisotropie de chacune des espèces et fi la fraction qui lui est associée. 

L’anisotropie de fluorescence est aussi influencée par la viscosité et la température qui agissent sur 

la diffusion des molécules en solution.  

 L’anisotropie statique est une valeur moyenne dont chacune des composantes est reliée 

à un type de mouvement. Ces mouvements peuvent être par exemple la diffusion rotationnelle 

du complexe fluorescent, le mouvement d’un domaine particulier d’une protéine ou bien le 

mouvement propre du fluorophore dû à la flexibilité du linker qui le relie au complexe. Du 

fait que l’anisotropie statique est un paramètre moyenné, elle ne va donc pas permettre de 

déterminer avec précision la taille du complexe fluorescent. Pour séparer les différentes  
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Figure 47 : Principe de l’anisotropie de fluorescence 
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composantes de l’anisotropie statique, et donc accéder à la taille du complexe fluorescent, il 

faut réaliser des mesures d’anisotropie résolue en temps. 

II.B.2. L’anisotropie résolue en temps 

 Pour accéder à l’anisotropie résolue en temps, il faut exciter les fluorophores avec une 

lumière polarisée incidente pulsée obtenue par exemple par excitation laser. Dans ce cas, on 

mesure le déclin des intensités // et ⊥ et calcule le déclin de l’anisotropie r (t). Pour une 

sphère, le déclin d’anisotropie est donné par : 

 r (t) = r0 e-t/θ       (5) 

Où r0 est l’anisotropie à t = 0, et θ le temps de corrélation de la sphère. En général, le déclin 

d’anisotropie n’est pas une monoexponentielle, mais correspond à la somme de plusieurs 

exponentielles, chacune reliées à un temps de corrélation différent (cf. figure 48). Chaque 

temps de corrélation est relié à un type de mouvement. Le déclin d’anisotropie de 

fluorescence est modélisé par l’équation suivante : 

 r (t) = r0 Σ gi e-t/θι       (6) 

Où gi est la fraction de l’amplitude concernée et θi le temps de corrélation qui lui est associé.  

La relation entre le temps de corrélation et le volume hydrodynamique est exprimée par la 

formule d’Einstein : 

 θ = (ηV) / (RT)      (7) 

Où η est la viscosité, T la température en Kelvin, R la constante des gaz parfaits et V le 

volume de l’unité rotationnelle. Lorsque l’observable fluorescente est une protéine globulaire, 

le temps de corrélation rotationnel peut être approximativement relié à la masse moléculaire 

(M) de la protéine par la relation suivante : 

 θ = (ηV) / (RT) = [ηM(⎯ν + h)] / (RT)   (8) 

Où⎯ν est le volume spécifique de la protéine, h l’hydratation, T la température en K, R = 

8.31×107 en erg/mol°K et la viscosité η est en poise. La valeur de h pour les protéines est 

d’environ 0.4 g d’H2O par gramme de protéine. L’anisotropie résolue en temps nous permet 

donc de déterminer avec précision le volume hydrodynamique apparent d’une protéine.  
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Figure 48 : Exemple de déclins d’anisotropie 
Dans ce cas, la molécule fluorescente n’est pas une sphère donc l’expression du déclin n’est 
pas une monoexponentielle, mais la somme de plusieurs exponentielles. 
D’après (Delelis et al., 2008) 
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II.B.3. Description du montage utilisé 

 La source lumineuse utilisée est un laser Ti :Sapphire femtoseconde (Millenia-pumped 

Tsunami femtosecond laser, Spectra Physic) avec un taux de répétition de 80 MHz émettant 

dans l’infrarouge. Le taux de répétition est abaissé à 8MHz par un pulse-picker. Le faisceau 

laser est ensuite dirigé dans un générateur de seconde ou troisième harmonique qui permet 

d’obtenir une longueur d’onde d’excitation de 490nm (pour les mesures réalisées en présence 

de fluorescéine) et 295 nm (pour les mesures réalisées sur l’intégrase seule, où l’on utilise les 

propriétés de fluorescence du tryptophane). Lorsque cela est nécessaire, des filtres de densités 

neutres permettent d’atténuer l’intensité de l’excitation. L’émission de la fluorescence est 

détectée à travers un monochromateur (ARC SpectraPro-150), réglé à 530 nm ou 340 nm pour 

la fluorescence respectivement de la fluorescéine et du tryptophane (avec une ouverture de 15 

nm), par un photomultiplicateur à microcanaux (Hamamatsu modèle R1564U-06) lui-même 

connecté à un amplificateur (Phillips Scientific modèle 6954, avec un gain de 50). Le pulse de 

lumière excitatrice est couplé aux mesures grâce à une photodiode à avalanche (Hamamatsu, 

modèle S4753) (cf. figure 49 pour le montage). L’échelle de temps utilisée pour le comptage 

des photons émis peut varier, nous avons utilisé échelle de 19,5 picosecondes par canal avec 

4096 canaux. Les deux composantes de l’intensité sont mesurées alternativement pendant 30 

secondes chacune. Le nombre de cycles varie en fonction de l’intensité de la fluorescence 

émise. Il est choisit de manière à avoir environ 15 millions de photons pour la composante I //. 

La correction de la transmission différentielle des composantes verticales et horizontales à 

travers le monochromateur (Gfacteur = Ivv / Ivh) est déterminée à partir d’une solution de 

concentration connue de fluorescéine ou de N-acétyl-tryptophanamide. Les microcuves sont 

thermostatées par un bain circulant (Haake, type F3). Les paramètres du déclin d’anisotropie 

sont déduits des paramètres des déclins des intensités parallèles IVV (t) et perpendiculaires IVH 

(t). La distribution des différents temps de corrélation rotationnels est calculée à partir de ces 

données par la méthode du maximum d’entropie (Brochon, 1994). Le volume 

hydrodynamique des molécules est ensuite déduit de l’équation 8. 
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Figure 49 : Montage utilisé pour les mesures de TFA 
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II.C. Le Transfert d’Energie Résonant de Fluorescence (FRET) 

 Ce processus intervient lorsque le spectre d’émission d’un fluorophore, appelé le 

donneur, possède un recouvrement avec le spectre d’absorption d’une autre molécule, appelée 

l’accepteur et que les deux molécules sont proches dans l’espace. L’accepteur n’est pas 

obligatoirement un fluorophore. Le transfert d’énergie résonant n’implique pas une émission 

de photon par l’accepteur. Dans ce processus, le transfert d’énergie n’est pas réalisé par 

l’intermédiaire d’un photon, mais par couplage de l’accepteur et du donneur par des 

interactions dipôle-dipôle. Ce couplage, de part sa nature non radiative, implique aussi une 

proximité spatiale entre le donneur et l’accepteur (typiquement < 70 Å).  

 Le taux de FRET est donné par : 

 kT(r) = (1/τD) × (R0/r)6     (9) 

Où τD est le temps de vie du donneur en l’absence de FRET, R0 est la distance de Förster et r 

la distance entre l’accepteur et le donneur. La distance de Förster correspond à la distance 

pour un couple donneur / accepteur pour laquelle l’efficacité de FRET est de 50%.  

 L’efficacité du FRET correspond à la fraction de photon absorbée par le donneur et 

transférée à l’accepteur. Elle s’exprime sous la forme d’un ratio entre le taux de FRET et le 

taux de déclin total du donneur. Ce dernier est influencé par le taux de FRET et les taux de 

déclins radiatif et non radiatif intrinsèques au donneur. L’efficacité est donnée par : 

 E = kT(r) / (τD
-1 + kT(r)) =  R0

6 / (R0
6 + r6)  (10) 

Où kT(r) est le taux de FRET.  

 L’efficacité du FRET est souvent mesurée en utilisant les intensités relatives de 

fluorescence du donneur en absence (FD) et en présence de l’accepteur (FDA) : 

 E = 1 – (FDA / FD)     (11) 

 Nous avons utilisé cette expression lors de nos mesures de FRET entre la Fluorescéine 

couplée à l’ADN et le TAMRA couplé à l’IN La distance de Förster de ce couple est 

d’environ 51 Å. Les intensités de fluorescence du donneur en absence et en présence de 

l’accepteur ont été mesurées sur le Carry Eclipse. Le protocole est détaillé dans le matériel et 
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méthode de l’article présenté dans la partie 2 des résultats : « Etude du mécanisme de 

reconnaissance IN / ADN : un mode d’interaction à l’ADN spécifique mis en évidence par 

une IN marquée avec une technique enzymatique ». 
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II.D. La Spectroscopie de Fluorescence Corrélée (FCS) 

 Dans le montage mis au point au laboratoire, qui permet de réaliser des mesures de 

FCS, les fluorophores sont excités selon un mode biphotonique. Dans cette partie, nous allons 

présenter brièvement la technique de la FCS. 

II.D.1. Fluorescence sous excitation biphotonique 

 Les fluorophores sont généralement excités lors de l’absorption d’un photon qui 

possède une longueur d’onde comprise dans la bande d’absorption du fluorophore. Lorsque 

l’excitation est menée sous forme pulsée avec des lasers puissants et à des fréquences de 

l’ordre de la femtoseconde, les fluorophores peuvent être alors excités par l’absorption quasi-

simultanée de deux photons de longueur d’onde plus grande (d’énergie plus basse) pour 

atteindre le même état d’excitation (cf. figure 50 A). L’énergie fournie par les deux (ou plus) 

photons doit être équivalente à celle fournie lors de l’excitation par un seul photon.  

 La probabilité d’excitation par absorption de deux photons σabs2p, et donc celle de 

l’émission résultante, est quantifiée par la section efficace d’absorption à deux photons. Le 

nombre de photons absorbés par molécules et par unité de temps est proportionnel au carré de 

l’intensité instantané. Il est donné par la formule suivante : 

 Nabs2p (t) = σabs2p × I 2 (t)    (12) 

Avec I (t) l’intensité instantanée. La dépendance quadratique à l’intensité vient du fait que les 

deux photons doivent être quasi-simultanément absorbés pour induire la transition. La 

fluorescence émise par la molécule, par unité de temps est alors de : 

 F (t) = ½ η Nabs2p (t) = ½ η σabs2p × I 2 (t)  (13) 

Avec η le rendement quantique de fluorescence de l’état excité et le facteur ½ traduit le fait 

que deux photons sont absorbés pour chaque photon émis. Étant données les très faibles 

probabilités de transition à deux photons, le flux de photons incident doit être très élevé afin 

d’obtenir une bonne efficacité d’excitation de la fluorescence. 

 La résolution spatiale de l’intensité d’excitation et de la détection est décrite par la 

PSF (Point-Spread Function) qui correspond à l’image d’un point à travers un microscope.  
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Figure 50 : La fluorescence sous excitation bi-photonique 
A : Diagramme de Jablonski comparé entre l’excitation mono 
et biphotonique. Sous excitation biphotonique, l’énergie des 
photons excitateurs est plus basse. 
B : Comparaison du confinement de l’excitation sous excitation 
biphotonique (flèche verte). 
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Sous une excitation biphotonique, la PSF effective dépend seulement de la distribution 

spatiale de l’intensité d’excitation :  

 I2
exc(x,y,z) = I0

2 PSF2p (x,y,z)   (14) 

Avec I0 l’intensité maximale au centre du volume focal.  

 La PSF dépend également de la longueur d’onde d’excitation λ et de l’ouverture 

numérique de l’objectif du microscope utilisé (ON) pour l’observation. De ce fait, en 

connaissant ces données, on peut approximer la résolution spatiale de la PSF. Des expressions 

approchées de la largeur de la PSF (donnée qui correspond à la largeur à mi-hauteur ou 

largeur à 1/e) peuvent être déterminées en réalisant une modélisation du faisceau laser 

excitateur par un faisceau gaussien dans les directions axiales et latérales : 

 PSFr = ω0 ≈ λ / (2 ON) 

 PSFz = ωz ≈ (1.3 n λ) / (ON2)   (15) 

 De ce fait, l’excitation en  deux photons présente l’avantage d’avoir une résolution 

dans l’espace fine (cf. figure 50 B). De ce fait, l’échantillon n’est pas excité en totalité. Cette 

propriété permet de réaliser des acquisitions sur chaque plan focal et de réaliser des 

reconstructions en 3 Dimension qui présente un intérêt majeur en biologie cellulaire. 

II.D.2. Principe de la Spectroscopie de Fluorescence Corrélée (FCS) 

 La FCS est basée sur la mesure de la fluctuation de la fluorescence temporaire 

observée dans un petit volume d’observation. Des volumes d’observation de l’ordre du 

femtolitre sont obtenus avec une excitation localisée par un système d’excitation 

multiphotonique (cf. figure 51 A et B). Des burst de photons sont observés comme étant 

associés à un fluorophore qui diffuse au travers du volume d’excitation. Cette méthode 

associée à un système de détection très performant est extrêmement sensible ; quelques 

fluorophores seulement peuvent être observés à un temps donné. La FCS étant une 

spectroscopie de fluctuation, les solutions ne doivent contenir que de faibles concentrations de 

fluorophores de manière à avoir un nombre réduit de fluorophores présents simultanément 

dans le volume d’excitation.  
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 L’intensité est mesurée en fonction du temps (I (t)), cette fonction est comparée avec 

l’intensité observée à un temps τ très court plus tard (I (t+τ)) (cf. figure 51 D et E). La 

fonction d’autocorrélation résultante de cette comparaison est calculée selon l’équation : 

 g(τ) = <I (t)× I (t+τ)> / <I (t)>2   (16) 

Où I (t) est le nombre de photons émis par fluorescence détectés par unité de temps. En 

considérant que la distribution de l’intensité d’excitation suit une courbe gaussienne dans les 

trois dimensions, la fonction de FCS, pour un mouvement de diffusion libre de type brownien 

est donnée par l’équation : 

 g(τ) = 1/N × (1 + τ/τD)-1 × (1 + ω0
2/z0

2 × τ/τD)-1/2  (17) 

Où N est le nombre moyen de fluorophores dans le volume d’excitation, τD est le temps de 

diffusion translationnel. ω0 et z0 sont respectivement les dimensions latérales et axiales du 

volume d’excitation.  

 τD est déterminé à partir des courbes d’autocorrélation en fittant ces données par la 

fonction 17 avec un algorithme non linéaire de Levenberg-Marquardt. Etant donné que notre 

montage est sous excitation biphotonique, le coefficient de diffusion D est calculé selon 

l’équation :  

 τD = ω0
2 / 8D       (18) 

Lorsque τ = 0, l’équation 17 donne  

 g (0) = 1 / N.        (18) 

L’ordonnée à l’origine de la fonction d’autocorrélation g (τ) permet de déduire le nombre 

moyen de fluorophores présents dans le volume d’excitation. Lorsque l’on connaît le volume 

d’excitation, il est possible d’approximer la concentration de la solution observée en 

fluorophores.  

 Le coefficient de diffusion D est relié à la taille des molécules fluorescentes observées 

par la relation suivante: 

 D = kT / 6πηR      (21) 
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Figure 52 : Montage utilisé 
pour les mesures de FCS 
Le montage est réalisé afin 
d’avoir une excitation en 
mode biphotonique. 
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Où k est la constante de Boltzmann, T est la température, η est la viscosité du solvant et R le 

rayon hydrodynamique. R est relié au poids moléculaire et au volume spécifique⎯ν par la 

relation suivante : 

  R = ((3MW⎯ν) / 4π)1/3    (22) 

 Par exemple, lorsque la taille du complexe fluorescent double, le coefficient de 

diffusion augmente d’un facteur : (2)1/3 = 1,26.  

II.D.3. Description du montage utilisé 

 Les mesures de FCS sont réalisées sous une excitation biphotonique, avec un système 

comprenant un laser Ti :Sapphire laser (pulse : 100fs) à 80 Mhz couplé avec une pompe 

Millenia (Spectra physics) et un microscope inversé Nikon TE2000 (cf. figure 52).  

 Avant l’entrée au travers du port de l’épifluorescence du microscope, le rayon laser est 

élargi avec par un système afocal de deux lentilles qui se trouve derrière l’objectif (Nikon, 

Plan Apo, 100×, ouverture numérique de 1,4, immersion à huile). Les réglages sont optimisés 

de telle sorte d’avoir une diffraction minimale au point focal. Les mesures sont faites dans un 

volume de 50µL de solution déposée sur une lamelle. La fluorescence émise est collectée par 

le même objectif et est séparée de la lumière d’émission par un miroir dichroïque (Chroma 

700DCSPXR) et focalisé sur une photodiode à avalanche (SPCM-AQR-14, Perkin Elmer). 

Un deuxième filtre est ajouté afin d’éliminer les photons résiduels potentiellement 

contaminants de la lumière d’excitation (Chroma 2P-Emitter E700SP). Le détecteur est 

connecté à un corrélateur digital (ALV 6000) qui calcule la fonction d’autocorrélation 

normalisée g (τ) reliée aux fluctuations de la fluorescence selon l’équation 16. 

 La calibration du volume d’excitation a été réalisée avec une solution de TAMRA à 10 

nM dilué dans de l’eau (D = 2,8 × 10-10 m2s-1). Les dimensions du volume d’excitation ω0 et 

z0 ont été estimées respectivement à 0,45 et 1,5 µm. La puissance d’excitation est ajustée en 

utilisant des filtres de densité neutres. Concernant ce montage, une puissance de 10mW a été 

déterminée comme suffisante pour réaliser l’excitation à deux photons du TAMRA seul ou lié 

à l’IN de PFV-1. Les enregistrements sont de 5 min, avec une moyenne de 10 cycles de 30 

secondes par acquisition. 
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RESULTATS 

 Mes travaux de thèse se sont déroulés selon deux axes. Le premier est basé sur l’étude 

des paramètres structuraux et cinétiques qui régissent la réaction de 3’-processing catalysée 

par les IN rétrovirales. Cet axe d’étude a donné lieu à la publication de deux articles dans la 

revue « Journal of Biological Chemistry » en août 2006 (2006 Aug 11;281(32):22707-19) et 

août 2008 (2008 Aug 12. [Epub ahead of print]). Le second axe est basé sur l’implication du 

domaine N-ter de l’IN du VIH-1 dans l’assemblage des multimères  IN / ADN viral 

catalytiquement actifs. Cette étude a été menée dans les deux contextes cationiques permissifs 

pour le 3’-processing de l’IN. Les résultats obtenus dans le cadre de cette étude seront 

présentés sous la forme d’un manuscrit qui est en fin de rédaction.  

 Chacun des trois manuscrits présentés sera précédé d’une introduction qui replace 

l’article dans son contexte scientifique et sera suivit d’une discussion relative aux résultats 

obtenus. Une discussion plus générale suit cette partie. 
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I. Relation entre l’état oligomérique de l’IN du VIH-1 sur 
l’ADN et son activité enzymatique 

I.A. Introduction 

 La réaction de 3’-processing des deux extrémités de l’ADN viral est la première étape 

catalysée par l’IN du VIH-1. Cette réaction de clivage endonucléolytique aboutit à la 

formation de deux produits : l’ADN viral processé et le dinucléotide GT. Ce dernier est libéré 

dans le milieu réactionnel, alors que l’ADN processé devient le substrat pour la deuxième 

réaction catalysée par l’IN : le transfert de brin. Ces deux réactions peuvent être reproduites in 

vitro avec des ADN courts mimant l’extrémité LTR de l’ADN viral.  

 Le déterminisme du mécanisme réactionnel de l’étape de 3’processing a fait l’objet 

d’un grand nombre d’études. Cependant, les déterminants structuraux de l’activité catalytique 

de l’IN restent encore sujets à controverse, notamment sur ses états multimériques actifs. En 

effet, les structures cristallographiques des doubles domaines de l’IN du VIH-1 (IN1-212 et 

IN55-288) ainsi que la structure de domaine de l’IN en présence d’interactants cellulaires 

comme LEDGF/p75 montrent une structure dimérique conservée pour le CC. Au niveau de ce 

dimère, les deux sites actifs sont séparés d’environ 35 Å. Lors de l’intégration concertée, l’IN 

intègre les deux extrémités de l’ADN viral avec un écart constant de 5 paires de bases, qui 

correspondent à une distance d’environ 15 Å. Ces données associées à des tests d’activité 

d’intégration concertée in vitro avec des multimères d’IN cross-linkés, montrent que pour 

cette étape, l’état multimérique actif de l’IN du VIH-1 est une forme de taille supérieure ou 

égale à un tétramère d’IN. Un état multimérique aussi important est-il également nécessaire 

pour la catalyse du 3’-processing ? De plus, la question se pose quant à l’influence des 

propriétés auto-associatives de l’IN sur l’efficacité de son activité enzymatique. Actuellement 

la plupart des tests enzymatiques effectués in vitro sont réalisés avec un excès d’IN par 

rapport à son substrat ADN. Etant donné la faible solubilité de cette enzyme, nous avons 

voulu savoir dans quelle mesure les multimères de haut poids ou agrégats, dont la présence est 

favorisée à ces fortes concentrations, pouvaient influencer l’activité catalytique mesurée.  

 Dans cet article, nous présentons un nouveau test d’activité permettant d’observer sur 

un même échantillon la fixation à l’ADN et l’activité catalytique de 3’-processing résultante. 

Ce test présente l’avantage de pouvoir séparer l’analyse des deux évènements. Ce test permet 

également de réaliser des cinétiques en temps réel de l’activité 3’-processing sur un même 
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échantillon et d’obtenir des paramètres catalytiques. Il est basé sur les propriétés de 

l’anisotropie de fluorescence (r) qui est une mesure utilisant les propriétés de diffusion 

rotationnelle des molécules fluorescentes. Le principe du test est le suivant : un 

oligonucléotide mimant l’extrémité LTR de l’ADN viral est marqué par une fluorescéine à 

son extrémité 3’ CAGT au niveau du T. Il est alors possible de suivre la fixation de l’IN sur 

l’ADN par une augmentation de r, puis la libération du dinucléotide clivé par une diminution 

de r après passage à une température permissive pour l’activité (37°C). Les différences de 

tailles entre les différentes formes fluorescentes, ADN seul, complexe IN / ADN et 

dinucléotide, sont telles que les différences d’anisotropies permettent d’observer dans une 

première étape la fixation de l’IN sur l’ADN et d’évaluer la fraction de complexe formé selon 

les ratio IN / ADN mis en présence ; dans un deuxième temps, de calculer la fraction de 

dinucléotide GT fluorescent libéré en fonction du temps et d’en déduire l’activité catalytique 

de l’IN. Le paramètre statique r donne aussi une indication sur la taille des complexes IN / 

ADN présents dans la solution. Une détermination plus précise de leur taille a été réalisée à 

partir de mesures d’anisotropie de fluorescence résolue en temps sur les différents 

échantillons utilisés lors de ce test.  

I.B. Manuscrit 

Ce manuscrit a été publié dans « the Journal of Biological Chemistry » vol 281, n°32, pp. 

22707-22719, le 11 aôut 2006. 
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I.C. Conclusion 

Nous avons mis au point un test d’activité basé sur l’anisotropie statique de 

fluorescence qui permet de suivre en temps réel la réaction de 3’-processing catalysée par l’IN 

du VIH-1. Nous avons pu observer tout d’abord que l’ADN processé, le premier produit de la 

réaction, reste lié à l’IN avec une affinité comparable à celle de l’ADN substrat. Ces deux 

affinités comparables peuvent représenter un facteur limitant à la cinétique de turn-over de 

l’IN du VIH-1. Le dinucléotide GT, le deuxième produit de la réaction, est quand à lui libéré 

dans le milieu réactionnel au fur et à mesure de sa production. Ce test présente deux avantages 

lorsqu’on le compare aux autres tests d’activité de 3’-processing de l’IN du VIH-1. Tout 

d’abord, il permet d’observer la fixation de l’IN du VIH-1 sur l’ADN viral et l’activité de 

coupure résultante sur un même échantillon. Il permet en plus de caractériser les paramètres 

d’équilibre et cinétique relatifs à chacune de ces deux étapes.  

Ce test d’activité nous a permis de mettre en évidence deux phases selon le ratio IN / 

ADN utilisé. Pour les ratio faibles (≤ 40), les valeurs d’anisotropies mesurées après la 

fixation, directement reliées à la fraction de saturation de l’IN, sont prédictives de l’activité 

finale de coupure endonucléolytique de l’ADN viral. Ces résultats confirment les résultats 

obtenus par Smolov et al. (Smolov et al., 2006) qui montrent que l’IN catalyse la réaction de 

3’-processing selon un mécanisme de « single turn-over ». Ce mécanisme peut s’expliquer par 

le caractère intermédiaire de la réaction de 3’-processing dans le processus global 

d’intégration de l’ADN viral dans l’ADN cellulaire dont le produit de cette première réaction 

est le substrat de la seconde, l’intégration concertée. Par conséquent, les affinités de l’IN pour 

l’ADN processé sont équivalentes à celles de son substrat. Pour les ratio plus élevés (≥ 40), 

l’anisotropie des complexes IN / ADN continue d’augmenter, mais l’activité résultante 

montre une diminution significative de 85% à 35% d’ADN processé. Ces différents 

complexes ont été caractérisés par anisotropie de fluorescence résolue en temps. Les temps de 

corrélation calculés nous ont permit de montrer que pour un ratio de 40, qui correspond aux 

conditions d’activité maximale des complexes IN / ADN, l’IN est majoritairement fixée à 

l’ADN sous forme dimérique. Lorsque le ratio augmente, les temps de corrélation calculés 

passent de manière transitoire de 38 ns (temps de corrélation calculé pour un dimère d’IN du 

VIH-1 fixé sur l’ADN) à des valeurs supérieures à 90 ns (caractéristiques de la présence 

d’agrégats). Ce phénomène est symptomatique d’une IN qui agrège sur l’ADN, avec pour les 
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temps de corrélation intermédiaires un mélange comprenant des complexes dimériques et des 

agrégats dont la proportion augmente avec le ratio IN / ADN. 

Nos résultats en regard avec ceux obtenus par d’autres équipes ((Li et al., 2005); 

(Faure et al., 2005)), nous ont permis de construire un modèle mettant en évidence les 

mécanismes mis en jeu durant le 3’-processing en ce basant sur les paramètres de fixation / 

multimérisation en présence d’ADN et catalytiques de l’IN du VIH-1. L’IN libre dans le 

milieu réactionnel est présente sous forme de complexes tétramériques lorsque sa 

concentration est de l’ordre de 100 à 200nM, au-delà de ces concentrations, l’état 

multimérique est d’ordre supérieur à quatre ou agrégé (Leh et al., 2000). La fixation à l’ADN 

présente une cinétique lente de fixation avec un effet de coopérativité (Deprez et al., 2004) 

qui peut s’expliquer par une fixation séquentielle de l’IN. Dans un premier temps, les 

multimères d’IN en solution se dissocient en monomères, puis un monomère d’IN se fixe sur 

l’ADN, un deuxième monomère pourra alors se fixer de manière facilité sur le complexe IN 

monomérique / ADN. Néanmoins, nous ignorons s’il s’agit d’une dissociation des formes à 

haut poids moléculaires provoquée par la présence d’ADN (des expériences précédentes 

suggèrent ce modèle (Deprez et al., 2001)) ou bien d’un déplacement d’équilibre. Dans ce 

dernier cas, en l’absence d’ADN, les formes monomériques seraient minoritaires. Ceci permet 

d’une part d’expliquer la cinétique lente de fixation de l’IN sur l’ADN (Smolov et al., 2006) 

et d’autre part, cette hypothèse est corroborée par les résultats de cross-link résolu en temps 

qui font état d’une fixation séquentielle de l’IN sur l’ADN : les espèces monomériques liées à 

l’ADN précèdent les espèces dimériques (Faure et al., 2005). Ce résultat est en accord avec 

l’indice de coopérativité (n = 2) (Deprez et al., 2004). Dans un deuxième temps, ce complexe 

IN dimérique / ADN est rendu catalytiquement actif par un mécanisme non identifié à ce jour 

qui est limitant pour l’ensemble de la cinétique apparente de la coupure endonucléolytique. 

Ce mécanisme lent pourrait être un réarrangement soit structural soit spatial du dimère d’IN 

sur l’ADN viral mais également un changement conformationnel dans le site actif du 

monomère d’IN responsable de la coupure endonucléolytique.  
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II. Etude du mécanisme de reconnaissance IN / ADN : un 
mode d’interaction à l’ADN spécifique mis en évidence par 
une IN marquée avec une technique enzymatique 

II.A. Introduction 

 L’IN du VIH-1 possède des propriétés agrégatives telles que ses études biochimiques 

et structurales en sont sévèrement ralenties. A ce jour, il n’existe aucune donnée structurale 

concernant l’IN dans son intégralité seule ou en présence d’ADN. Les seules données que 

nous possédons sont les structures de chacun des trois domaines ainsi que des deux doubles 

domaines IN1-212 et IN55-288, et pour chacun d’eux sans ADN. De ce fait, les spécificités de 

reconnaissance de l’interaction IN / ADN viral lors du 3’-processing restent peu comprises. 

La solubilité de l’IN du VIH-1 a certes été améliorée que se soit par des mutations ponctuelles 

ou par l’ajout de détergents, mais ces deux modifications ne sont pas forcément sans effet sur 

l’activité de 3’-processing en présence de Mg2+. En effet, certains détergents inhibent 

l’activité de 3’-processing Mg2+ dépendante et un mutant de solubilité présente une résistance 

aux diketo acides. De plus, la mutation F185K, qui est la mutation de solubilité la plus 

utilisée, semble abolir complètement l’intégration concertée du génome du VIH-1 dans le 

cadre d’infection de cellules en cultures. Ces différents résultats expérimentaux montrent que 

la présence de ces mutations ou de détergent dans le milieu réactionnel peuvent modifier les 

interactions IN / IN lors des phénomènes de multimérisation, mais également toucher les 

interaction IN / ADN dans le cadre des différentes activité catalytiques de l’IN. Ceci implique 

que leur présence dans les structures cristallographiques pourrait introduire des artéfacts non 

négligeables sur l’analyse de ces données et sur les conclusions résultantes. 

 Le clivage endonucléolytique réalisé lors du 3’-processing nécessite la présence d’une 

séquence consensus CA précédant les deux nucléotides libérés. D’autres bases semblent 

primordiales pour l’activité dans un contexte Mg2+ dépendant, cependant in vitro, aucune 

reconnaissance spécifique des séquences U5 ou U3 processées n’a été mise en évidence pour 

l’IN du VIH-1. A ce jour il est admis que la spécificité de l’IN ne s’exprime que lors des 

évènements catalytiques. Cependant, de par sa faible solubilité, il est difficile de séparer les 

propriétés propres aux intégrases rétrovirales de celles dues à la propension à agréger. Nous 

avons eu, au cours de nos recherches, l’opportunité de travailler sur une autre IN rétrovirale : 

l’IN de PFV-1 (Primate foamy virus de type 1). Cette dernière présente un profil de solubilité 

plus clément que celui de l’IN du VIH-1. Il existe un certains nombre de différences non 
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négligeables lorsque l’on considère le cycle de réplication de PFV-1, qui est un spumavirus, 

comparé au cycle des lentivirus : présence d’une transcription inverse tardive, un 3’-

processing asymétrique qui n’a lieu qu’au niveau de l’extrémité U5, des interactions avec les 

partenaires cellulaires différentes notamment avec LEDGF/p75 qui n’interagit qu’avec les 

intégrases lentivirales. Mais l’étape d’intégration est également une étape obligatoire du cycle 

de réplication des spumavirus et l’IN de PFV-1 présente des homologies structurales (une 

organisation en trois domaines) et biochimiques (quatre activités reproduites in vitro : 3’-

processing, transfert de brin, désintégration et coupure endonucléolytique de la séquence 

palindromique correspondant à la jonction des cercles 2-LTR) avec l’IN du VIH-1.  

 Nous avons utilisé différentes techniques physico-chimiques (Spectroscopie de 

Corrélation à Fluorescence (FCS), chromatographie d’exclusion, Anisotropie résolue en 

temps (TFA)) afin de caractériser l’état multimérique de l’IN de PFV-1 seule en solution et en 

présence d’ADN viral mimant l’extrémité 3’U5 du LTR de l’ADN viral. Les paramètres 

d’équilibre et catalytique relatifs à la fixation sur l’ADN viral et au 3’processing de l’IN de 

PFV-1 ont été déterminés avec le test d’activité de 3’-processing basé sur l’anisotropie de 

fluorescence statique (Guiot et al., 2006). Son profil de solubilité plus clément que celui de 

l’IN de HIV-1 a permis de réaliser son marquage par un petit fluorophore (le TAMRA) au 

niveau d’une séquence spécifique ajoutée au niveau de son extrémité C-terminale par l’action 

d’une transglutaminase. Outre les expériences de FCS, cette IN marquée nous a servi à mener 

des expériences de FRET entre l’ADN marqué à la fluorescéine et le TAMRA fixé sur l’IN de 

manière à étudier les spécificité d’interactions IN / ADN. Toute cette étude des paramètres 

catalytiques et structuraux de l’IN de PFV-1 nous a permis de différencier les propriétés 

intrinsèques des intégrases rétrovirales de celles dues à leur propension à agréger. 

II.B. Manuscrit 

Ce manuscrit a été publié dans « the Journal of Biological Chemistry », vol 283 (41), pp : 

27838-49, le 10 octobre 2008. 
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II.C. Conclusion 

 Nous avons mis au point une technique de marquage enzymatique spécifique de l’IN 

de PFV-1 au niveau d’une étiquette rajoutée en C-ter de la séquence primaire protéique à 

l’aide d’un fluorophore de petite taille (le TAMRA). L’étude de l’IN de PFV-1, marquée au 

TAMRA ou non, par FCS et TFA montrent une même transition monomère – dimère avec 

une concentration de demi-transition de l’ordre de 20 à 30 µM. Ces résultats montrent d’une 

part que le marquage ne modifie pas la solubilité et l’état multimérique de l’IN de PFV-1 

seule en solution et d’autre part que la solubilité de l’IN de PFV-1 est plus importante que 

celle de l’IN du VIH-1. Dans des conditions équivalentes, l’IN du VIH-1 est sous forme 

tétramérique pour des concentrations en IN inférieures à 200 nM et dans un état agrégé pour 

des concentrations supérieures à 200 nM ((Leh et al., 2000); (Laboulais et al., 2001)). 

 Des mesures de FRET entre l’IN de PFV-1 marquée et des ADN de différentes 

longueurs couplés à la fluorescéine au niveau de leurs extrémités 5’ ou 3’ ont révélées une 

tendance de l’IN à reconnaître préférentiellement l’extrémité qui va être clivée lors du 3’-

processing. Cette préférence de l’IN de PFV-1 pour l’extrémité processée de l’ADN viral a 

été confirmée par des expériences de compétitions entre des ADN mimant cette extrémité et 

des ADN non spécifiques. Cette observation n’avait jusque là jamais pu être mise en évidence 

pour l’IN du VIH-1 pour laquelle seule l’activité catalytique révélait la nature des complexes 

formés ((Esposito et al., 1998); (Guiot et al., 2006)). Les expériences de FRET montrent 

également que l’IN de PFV-1 établi des interactions non spécifiques au niveau de séquences 

positionnés en interne de l’ADN. Cette capacité de liaison non spécifique à l’ADN pourrait 

être dû, comme c’est le cas pour l’IN du VIH-1, à un mode d’interaction non spécifique avec 

l’ADN, par exemple via le site qui sert à fixer l’ADN cible. 

 L’IN de PFV-1 nous a également permis de mettre en évidence deux types de 

complexes peu ou pas actifs de poids élevé selon la taille de l’oligonucléotide clivé. Sur les 

ADN courts (≤ 21 paires de bases), une sélection des complexes catalytiquement compétents 

est possible par une augmentation de la force ionique. Ce paramètre permet de moduler les 

interactions non spécifique IN / IN qui aboutissent à la formation de complexes de haut poids 

moléculaires peu actifs, identiques à ceux observés précédemment avec l’IN du VIH-1 (Guiot 

et al., 2006). La caractérisation par TFA des complexes catalytiquement compétents montre 
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que la forme multimérique active de l’IN de PFV-1 pour le 3’-processing est, comme pour 

l’IN du VIH-1, un dimère ((Faure et al., 2005); (Guiot et al., 2006)). Sur des ADN plus long 

(≥ 45 paires de bases), l’augmentation de la force ionique ne permet pas de sélectionner les 

complexes catalytiquement compétents. Les interactions mises en jeu sont donc de nature 

différente. Ces complexes de haut poids moléculaires sont associés par l’intermédiaire 

d’interactions IN / ADN plus stables que les interactions non spécifiques IN / IN. La longueur 

importante de l’ADN permet la fixation de plusieurs IN à la suite les une des autres telles les 

perles d’un collier. Cette interaction de l’IN de PFV-1 avec des séquences en interne de 

l’ADN est confirmée par les expériences de FRET. In vivo, la fixation de l’IN au niveau de 

séquences internes de l’ADN viral doit être limitée par la présence de la nucléocapside qui 

recouvre l’ADN en totalité avec une forte affinité à l’exception des extrémités (Lapadat-

Tapolsky et al., 1993). La NC pourrait donc permettre de manière indirecte le positionnement 

correct de l’IN au niveau des extrémités processables de l’ADN viral. Dans le cas de PFV-1, 

aucune NC ne contenant de doigt de zinc caractéristique n’a été mise en évidence. Cependant, 

au niveau de la région C-terminale de Gag se trouvent trois motifs appelés boites « GR » 

(motif Gly-Arg) qui sont supposés avoir le même rôle que la NC du VIH-1 (Delelis et al., 

2004). 

 Le test d’activité basé sur l’anisotropie statique de fluorescence nous a permis 

également de déterminer d’une part, les affinités de ces deux IN pour leur ADN viral respectif 

(130 nM pour l’IN de PFV-1 et 40 nM pour l’IN du VIH-1 (Guiot et al., 2006)) et d’autre 

part, leur constante catalytique de 3’-processing respective (0.0028 min-1 pour l’IN de PFV-1 

et 0.004 min-1 pour l’IN du VIH-1 (Guiot et al., 2006)). Cependant, malgré ces différences, 

les propriétés enzymatiques de ces deux IN rétrovirales sont proches puisqu’elles catalysent 

toutes les deux la même réaction séquentielle de coupure endonucléolytique spécifique et de 

transfert de brin. Ceci confirme le modèle précédemment établi pour l’IN du VIH-1 ((Guiot et 

al., 2006); (Smolov et al., 2006)) : la cinétique lente « single turn-over » observée pour le 3’-

processing n’est pas seulement due à un état agrégé de l’IN, mais à un processus lent mettant 

en jeu une probable transition conformationnelle de l’IN sur l’ADN viral nécessaire pour 

l’activation du complexe IN / ADN.  
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III. Etude différentielle selon le contexte cationique au site 
actif de l’implication du domaine N-terminal de l’IN du 
VIH-1 lors du processus multimérique de fixation à l’ADN 
viral 

III.A. Introduction 

 L’émergence de virus résistant lors des traitements anti-VIH de type HAART, dues à 

la plasticité de son génome, montre que les efforts menés actuellement pour découvrir de 

nouveau anti-rétroviraux doivent être poursuivis. L’IN représente une cible attractive d’une 

part parce que son activité est nécessaire au bon déroulement du cycle de réplication viral et 

d’autre part parce qu’il n’existe aucune enzyme équivalente au niveau cellulaire. De plus, elle 

permettrait d’agir sur une cible encore non utilisée par la pharmacopée actuelle qui cible 

principalement les deux autres enzymes rétrovirales que sont la RT et la P. La diversification 

des cibles d’action permet de limiter le phénomène de résistance croisée du virus face aux 

différentes molécules administrées. Depuis de nombreuses années, plusieurs tests d’activité 

ont été mis en place in vitro afin de trouver des inhibiteurs de l’IN et de comprendre leur 

mécanisme d’action. Il faut également noter que les tests d’activité menés en présence de 

composés anti-IN et de Mg2+ comme cofacteur cationique sont généralement plus prédictifs, 

qu’en présence de Mn2+, des activités anti-IN trouvées ensuite lors de tests menés ex vivo. A 

ce jour, les molécules inhibitrices de l’IN se divisent en deux classes : les inhibiteurs 

compétitifs qui interagissent au niveau du site de fixation de l’ADN cible. Ces composés 

inhibent le transfert de brin et dans une moindre mesure le 3’-processing. Ce premier groupe 

est qualifié d’inhibiteur du transfert de brin de l’IN (INSTI). L’un d’eux, le Raltegravir a été 

approuvé par la FDA en 2007. La deuxième classe comprend des composés qui sont des 

inhibiteurs compétiteurs de l’ADN viral. Lorsqu’ils sont fixés sur le site donneur, ils inhibent 

le 3’processing. Cette deuxième famille appelée inhibiteur de la fixation à l’ADN (INBI) 

comprend notamment des molécules de la famille des styrylquinolines. Pour chacune de ces 

deux familles, des mutations de résistances au niveau de la séquence de l’IN ont déjà été 

identifiées. 

 Etant donné que l’IN possède une activité catalytique dépendante de son état 

multimérique : vivo pour le 3’-processing et au minimum tétramérique pour l’intégration 

concertée, des inhibiteurs modifiant les équilibres multimériques de l’IN pourraient former 

une nouvelle classe d’inhibiteur. Ces molécules agissant comme des inhibiteurs de type 



 
 

162

allostériques, ils ne devraient présenter aucune résistance croisée avec les InBI et les InSTI. 

Depuis peu, des peptides qui perturbent l’état oligomérique de l’IN ont été identifiés et sont 

appelés « shiftides » de par leur capacité à favoriser la formation de tétramère au détriment du 

monomère et du dimère compétent pour le 3’-processing (Hayouka et al., 2007). Cette 

approche prometteuse requiert cependant une bonne compréhension des rôles respectifs des 

différents domaines de l’IN dans ce processus de multimérisation.  

 Les déterminants de la multimérisation de l’IN du VIH-1 ne sont pas encore 

clairement identifiés : le CC, qui contient la triade catalytique et interagit avec l’ADN, montre 

dans toutes ses structures cristallographiques (IN1-212, IN55-288 et IN55-212) une surface 

d’interaction entre les deux monomères formant le dimère. Cette surface de par son 

importance et sa constance est sûrement biologiquement relevante. En ce qui concerne les 

domaines N-ter et C-ter, différentes études montrent leur implication dans le processus de 

multimérisation de l’IN. Cependant, leur implication principale pourrait se faire dans deux 

cadres d’organisation multimérique différents. La structure du double domaine IN1-212 montre 

une surface d’interaction entre les deux monomères contenus dans la maille cristallographique 

composée de deux zones, une correspondant à l’interaction entre les deux CC et une autre 

correspondant à la surface d’interaction entre les deux domaines N-ter. Cette interface n’est 

pas totalement identique avec celle observée pour la structure du domaine N-ter seul. Le 

domaine N-ter pourrait donc stabiliser et favoriser la formation du dimère d’IN. De plus, ce 

domaine ne peut interagir avec l’ADN qu’en présence du CC. Il faut noter également que la 

structuration du domaine N-ter, qui contient un pseudo-doigt de zinc, en présence de Zn2+ 

permet d’une part de promouvoir la multimérisation de l’IN in vitro et d’autre part de stimuler 

l’activité de 3’-processing en présence de Mg2+, qui nécessite une architecture dimérique de 

l’IN. De plus, les mutations du pseudo-doigt de zinc aboutissent à des virus non infectieux 

incapables d’intégrer le génome viral au sein de la cellule hôte. Le domaine N-ter pourrait 

donc jouer un rôle prépondérant dans l’organisation architecturale du dimère d’IN responsable 

de l’activité de 3’-processing. Le domaine C-ter qui, quant à lui, présente un repliement de 

type SH3, généralement impliqué dans des interaction protéines / protéines, forme des 

contacts dits « non spécifiques » avec l’ADN. Au niveau de la structure cristallographique du 

double domaine CC / C-ter et contrairement à la structure du domaine C-ter seul, les deux 

domaines C-ter n’interagissent pas entre eux au niveau du dimère constituant de la maille 

cristallographique, par contre ils établissent des interactions avec les domaines C-ter d’autres 

dimères. Il est intéressant de noter que la mutation du résidus W235 du domaine C-ter, est 
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silencieuse lors des tests d’activité de 3’-processing et de transfert de brin de l’IN. Cependant,  

l’effet sur l’intégration concertée est différent selon le résidu substituant, si l’hydrophobicité 

est conservée (W235F), la mutation reste silencieuse, le rendement de l’intégration concertée 

est même amélioré. De plus, cette mutation n’influe pas l’infectiosiosité des virus (Engelman 

et al., 1995). Par contre, la mutation W235A aboli d’une part l’intégration concertée (Li et al., 

2005) et d’autre part, l’infectiosité des virions (Cannon et al., 1994). Ces différentes 

considérations montrent que le domaine C-ter serait plutôt impliqué dans la vivo des dimères 

d’IN. Afin de déterminer le rôle du domaine N-ter dans le processus de multimérisation dans 

le cadre du 3’-processing, nous avons utilisé une molécule connue comme étant un éjecteur du 

zinc des doigts de zinc : le DIBA-1 (Figure 1). Ce composé agit notamment sur la 

nucléocapside du VIH-1 et sur un récepteur aux œstrogènes.  

III.B. Matériel et méthodes 

Oligonucléotides.  

 Les oligonucléotides U5A (5’-GTG TGG AAA ATC TCT AGC AGT) et son brin 

complémentaire U5B (5’-ACT GCT AGA GAT TTT CCA CAC), mimant l’extrémité U5 de l’ADN 

viral du VIH-1, sont utilisés pour le test d’activité de 3’-processing. Pour les expériences de fixation à 

l’ADN, U5A est marquée à la fluorescéine au niveau de l’extrémité 3’, il est alors nommé U5A-3’-F. 

Le test d’activité de désintégration est réalisé sur un substrat possédant une conformation en Y nommé 

D (5’-TGC TAG TTC TAG CAG GCC CTT GGG CCG GCG CTT GCG CC) déjà décrit ((Leh et al., 

2000); (Chow, 1997)). Les constructions des IN tronquées d’un ou deux domaines (∆N, ∆C et CC) 

sont générées par PCR en utilisant les oligonucléotides suivants : ∆NPCR 5’-CAT ATG CAT GGA 

CAA GTA GAC TG; T7Term 5’-TGC TAG TTA TTG CTC AGC GG; ∆CPCR 5’-CTA TAA TTC 

TTT TAG TTT GTA; T7Prom 5'-TAA TAC GAC TCA CTA TAG G. Les oligonucléotides marqués 

ou non avec la fluorescéine sont commandés chez Eurogentec (Liege, Belgique) et purifiés dès leur 

réception par électrophorèse sur un gel dénaturant acrylamide / urée 15%. 

Production et purification des intégrases entière et tronquées. 

 Toutes les protéines (excepté IN1-213) contiennent la mutation C280S de manière à diminuer les 

ponts disulfures intermoléculaires, car il a été montré précédemment que le résidu C280 est 

responsable de la présence de multimères covalents lorsque l’on est dans des conditions sans agent 

réducteurs (Bischerour et al., 2003). Les mutations C56S, C65S et C56S-C65S ont été introduites, 

dans le contexte du mutant C280S, dans le plasmide pET-15b-IN (Leh et al., 2000) codant pour l’IN 

du VIH-1 avec au niveau de son extrémité N-ter une étiquette 6 Histidines. Les mutagenèses dirigées 
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furent réalisées avec le kit de Stratagene : Quickchange® II Site-directed Mutagenesis et vérifiées par 

séquençage (Genome express).  Les construction tronquées d’un ou de deux domaines, IN50-288 (ou 

∆N), IN1-213 (ou ∆C) et IN50-213 (ou CC) furent générées par PCR à partir de l’IN entière portant la 

mutation C280S. Les amorces (∆NPCR et T7Term pour ∆N; T7Prom et ∆CPCR pour ∆C; ∆NPCR et 

∆CPCR pour CC) furent déterminées de manière à générer des fragments d’ADN contenant un site de 

restriction spécifique de NdeI à l’extrémité 5’ et un codon stop flanqué par un site spécifique de 

BamHI à l’extrémité 3’. Les fragments produits par la PCR furent dans un premier temps introduits 

dans le plasmide pGEM®-T easy vector (Promega). Les séquences codant pour les différentes 

protéines tronquées furent ensuite clonées dans le plasmide pET-15b après une double digestion par 

les enzymes de restriction NdeI et BamHI. 

Les différentes protéines portant l’étiquette 6His furent surexprimées dans des bactéries E. coli 

BL21-codonplus® (DE3+) (Stratagene®) puis purifiées selon le protocole précédemment décrit (Leh et 

al., 2000) avec plusieurs modifications, que nous allons exposé rapidement ci-dessous. Les cultures 

bactériennes furent incubées à 37°C et l’expression des protéines recombinantes induites par ajout 

d’IPTG (à la concentration finale de 0.25 mM) lorsqu’elles ont atteint une DO600nm ≈ 0,7. La 

température  est alors abaissée à 25°C et les cultures sont incubées sous agitation pendant 5 heures. La 

purification est réalisée en utilisant des billes NiNTA (Qiagen). L’agent réducteur 

(β−mercaptoéthanol) est éliminé durant les étapes de lavages et d’élutions ainsi que pendant les 

dialyses suivantes. Tous les tampons de purification furent additionnés de 50 µM final de ZnSO4 sauf 

ceux des protéines que nous avons utilisées pour les expériences d’éjection du Zn2+. Les protéines sont 

ensuite aliquotées, puis rapidement congelées dans de l’azote liquide et conservées à -80°C. 

Réactions de 3’-processing et de désintégration. Détermination des valeurs d’IC50.  

 Pour les tests d’activité, 100 pmol de chaque oligonucléotide U5A (substrat du 3’-processing) 

ou D (substrat de la désintégration) sont marqués radioactivement par la T4 polynucléotide kinase et 

50 µCi d’[γ-32P]ATP (3000 Ci/mmol). La kinase T4 est ensuite inactivée par la chaleur et les 

nucléotides non incorporés sont éliminés par filtration sur une colonne Sephadex G-25 (GE 

Healthcare). Pour la réaction de 3’-processing, on ajoute au mélange, de manière équimolaire à U5A, 

le brin complémentaire U5B et une concentration finale de 100 mM de NaCl. Le mélange est incubé à 

85°C pendant 5 min puis l’hybridation spécifique s’effectue lors du refroidissement lent du mélange à 

température ambiante. Les réactions de 3’-processing ou de désintégration sont réalisées en utilisant 

respectivement 1 nM du duplex U5A/U5B ou d’ADN D dans un tampon contenant 20 mM Tris pH 

7.0, 15% DMSO (v/v), 50 mM NaCl, 10 mM de cation divalent (Mg2+ ou Mn2+), l’IN entière ou les 

protéines tronquées (les concentrations sont indiquées dans la légende de chaque figure) et différentes 

concentrations de DIBA-1. Les mélanges réactionnels sont incubés pendant 3 heures à 37°C, puis la 

réaction est arrêtée par ajout de 80 µL d’un tampon contenant 6 mM d’EDTA, 0.125 mg/ml de 
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glycogène, 400 mM de NaOAc, on réalise ensuite une extraction au phénol-chloroforme. Les 

fragments d’ADN sont ensuite précipités à l’éthanol, puis resuspendus dans un tampon de charge 

contenant 20 mM d’EDTA, 80% de formamide, 0.05% de bleu de bromophénol et 0.05% de xylène 

cyanol. Ils sont ensuite déposés sur un gel d’électrophorèse acrylamide / urée dénaturant de 12%. Les 

gels sont analysés avec le STORM 840TM PhosphorImager (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA, 

USA) et quantifiés en utilisant le logiciel Image QuanTTM 4.1. La valeur IC50 de la courbe d’inhibition 

représente la concentration de drogue donnant 50% d’inhibition (ou l’activité relative = 50%). 

Test de fixation de l’IN sur l’ADN.  

 L’interaction entre l’IN et l’oligonucléotide de 21-mer double brin marqué à la fluorescéine est 

détecté par anisotropie de fluorescence statique avec le Beacon 2000 (PanVera, Madison, USA). 

L’oligonucléotide double brin est obtenu en mélangeant de manière équimolaire les deux brins 

complémentaires U5B et U5A-3’-F dans un tampon Tris-HCl à 20 mM (pH 7.2) contenant 100 mM de 

NaCl. Le mélangé est chauffé à 85°C pendant 5 min puis l’hybridation spécifique s’effectue lors du 

refroidissement lent du mélange à température ambiante. Pour déterminer la valeur du Kd (Kd,app), 

l’ADN marqué à la fluorescéine (1 nM) est incubé avec des concentrations croissantes d’IN (entière ou 

protéines tronquées) dans un tampon Tris 20 mM (pH 7.2) contenant 15% DMSO (v/v), 50 mM de 

NaCl et 10 mM de MnCl2 ou MgCl2 pendant 20 min à 25°C, et l’anisotropie statique (r) est ensuite 

mesurée. En présence de DIBA-1, les expériences de titrations sont réalisées avec un ratio constant 

DIBA : IN (from 1:1 to 3:1). La fraction de saturation Y est calculée avec la formule suivante: Y = (r-

rlibre) / (rlié-rlibre), où rlié et rlibre représentent respectivement l’anisotropie de l’ADN lié et libre (aucun 

changement significatif d’intensité n’est observé). Le nombre de Hill, ñ, est calculé en fittant 

directement la courbe de titration avec la fonction de Hill du logiciel origin 6.0. Kd,app ou IN50 

représente la concentration d’IN requise pour titrer l’ADN à demi-saturation. 

Détermination de l’éjection du zinc par le DIBA-1.  

 L’éjection du zinc de l’IN est quantifiée en utilisant un agent chélateur coloré : le 4-(2-

pyridylazo)resorcinol (PAR) (Sigma). La libération du Zn2+ par action du DIBA-1 est suivie par 

absorbance avec un spectrophotomètre Uvikon 941 (Kontron) car la formation du complexe Zn2+-

(PAR)2 induit une augmentation de l’absorbance à 495 nm. Toutes les expériences ont été réalisées 

dans un tampon Tris (20 mM, pH 7.0) contenant 20% DMSO (v/v) de manière à augmenter la 

solubilité du DIBA-1. Le coefficient d’extinction molaire du complexe Zn2+-(PAR)2 fut mesuré en 

présence de DMSO (20 %) en utilisant des solutions de zinc de concentration connue (de 1 à 6 µM). 

Nous avons trouvé un coefficient d’extinction molaire de 6.1 104 M-1 cm-1 dans 20% DMSO, cette 

valeur est légèrement plus faible que celle trouvée dans l’eau précédemment (6.6 104 M-1 cm-1) (Hunt 

et al., 1984). 
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III.C. Résultats 

Inhibition différentielle par le DIBA des activités de l’IN Mg2+- et Mn2+-dépendantes. 

 Les activités de 3’-processing et de désintégration catalysée par l’IN entière sont 

inhibées de manière efficace par le DIBA-1 avec des valeurs d’IC50 de 11-13 nM pour les 

deux réactions en présence de Mg2+ (Fig 1, partie A-D). Il est intéressant de noter que ces 

valeurs sont significativement plus élevées en présence de Mn2+, i.e. 118-123 nM. Toutes les 

réactions sont réalisées sans agent réducteur afin d’éviter une réduction du pont disulfure du 

DIBA-1 (Fig 2). D’ailleurs, l’addition de DTT ou de β-mercaptoéthanol dans le mélange 

réactionnel abolit totalement l’effet inhibiteur du DIBA-1 (Fig 1, partie E). Nous avons 

ensuite réalisé des tests de fixation de l’IN sur l’ADN afin de savoir si le DIBA agit plutôt 

comme un inhibiteur compétitif de l’ADN viral (InBI) en inhibant les interactions IN / ADN 

comme par exemple les composés de la famille des styrylquinolines (Deprez et al., 2004), ou 

comme un inhibiteur de l’étape catalytique qui suit l’étape de fixation à l’ADN. 

Le DIBA-1 n’inhibe pas les interaction IN / ADN. 

 L’hypothèse selon laquelle le DIBA peut inhiber l’activité de l’IN en inhibant les 

interactions IN / ADN fut vérifiée à l’aide de l’anisotropie de fluorescence statique (Guiot et 

al., 2006). Des concentrations croissantes d’IN entière ont été ajoutées sur un oligonucléotide 

marqué à la fluorescéine qui mime l’extrémité U5 de l’ADN du VIH-1 en absence (Fig 3, 

carrés noirs) ou en présence (carrés blancs) de DIBA-1. Les mélanges réactionnels réalisés en 

présence de DIBA contiennent un ratio constant DIBA : IN (2 : 1). Il apparaît clairement que 

la fixation de l’IN sur l’ADN n’est pas affectée en présence de DIBA-1. Pour chacune des 

conditions, l’activité de 3’-processing est reportée sur le graphe et confirme que le DIBA 

inhibe fortement cette activité (Fig 3, comparaison des cercles blancs et noirs) dans des 

conditions pour lesquelles il n’exerce aucune influence sur la formation des complexes IN / 

ADN. De ce fait, en présence de DIBA-1, l’IN interagit avec l’ADN mais forme des 

complexes qui ne sont catalytiquement pas compétents, et ce quelque soit le cation divalent 

présent au niveau du site actif : Mg2+ (Fig 3) ou Mn2+ (non montré) (voir Tableau 2 pour 

l’ensemble des valeurs des affinités de l’IN pour l’ADN en présence des deux cations). 

Influence du DIBA-1 sur la fixation coopérative de l’IN sur son substrat ADN. 
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 Il a été montré précédemment que la fixation de l’ADN en présence de Mg2+ est 

coopérative (Deprez et al., 2004). Ce résultat est confirmé dans cette étude : la fixation de 

l’IN sur l’ADN est caractérisée par un nombre de Hill (ñ) de 2 (Tableau 1). Le DIBA-1 

affecte de manière significative le nombre de Hill qui passe de 2 à 1.5 (Fig 4 et Table 1). Ceci 

suggère que le DIBA-1 interfère avec la fixation coopérative de l’IN sur l’ADN. Il est 

important de noter que la fixation de l’IN sur l’ADN est moins coopérative en présence de 

Mn2+ (ñ = 1.29) et que le DIBA-1 n’affecte pas de manière significative cette valeur (ñ = 

1.20) (Tableau 1). Les affinités apparentes (Kd,app) pour l’IN entière sont similaires quelque 

soit le cofacteur cationique présent et ce indépendamment de la présence de DIBA-1. Ces 

données confirment que le DIBA-1 n’influe pas sur la formation des complexes IN / ADN 

(Tableau 2, première ligne). Par contre, dans le contexte Mg2+, il semble que la nature des 

interactions IN / IN sur l’ADN substrat ou le statut oligomérique des complexes IN / ADN 

sont différents selon la présence ou l’absence de DIBA-1. 

Le DIBA-1 induit une éjection de zinc de l’IN. 

 Sachant que le zinc est décrit dans la littérature comme étant un modulateur de l’état 

oligomérique de l’IN ((Zheng et al., 1996); (Lee et al., 1997)), l’éjection du zinc induite par le 

DIBA-1 a été testée et mesurée par spectrophotométrie. Pour cela nous avons utilisé un agent 

chélateur du zinc coloré, le 4-(2-pyridylazo)resorcinol (PAR). Comme cela est montré sur la 

Fig 4A, le DIBA-1 induit une libération de zinc dans le milieu réactionnel. Cet effet est 

annihilé par l’ajout d’un agent réducteur comme le β-mercaptoéthanol. D’après le coefficient 

d’extinction molaire du complexe Zn2+-(PAR)2 dans 20% DMSO (6.1 104 M-1cm-1) et la 

concentration en IN (1 µM), l’absorbance trouvée au plateau (0.055) indique que l’IN contient 

du zinc à hauteur de 0.9 Zn2+ par monomère (Fig 5A). Cette valeur est en accord avec celle 

attendue pour une protéine contenant un doigt de zinc de type HHCC. Nous avons, de plus, 

trouvé une équivalence de deux molécules de DIBA par monomères d’IN pour éjecter l’ion 

Zn2+ du pseudo-doigt de zinc (Fig 5B). 

Le DIBA-1 inhibe l’activité de désintégration des IN tronquées. 

 Afin de déterminer les domaines de l’IN impliqués dans la réponse inhibitrice du 

DIBA-1, nous avons testé son effet sur plusieurs IN tronquées que sont les deux IN doubles 

domaines IN1-213 (∆C) et IN50-288 (∆N) et le core catalytique IN50-213 (CC). Une étude 

comparative sur l’activité et l’effet différentiel du DIBA-1 sur ces trois protéines tronquées et 
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sur l’IN entière a été menée en utilisant un test de désintégration car les trois protéines 

tronquées ne sont pas compétentes pour la catalyse de la réaction de 3’-processing, et ce 

quelque soit le cofacteur cationique. Il faut également noter que ces protéines tronquées ne 

sont compétente pour l’activité de désintégration qu’en présence de Mn2+. Comme cela est 

montré sur la Fig 6, toutes les protéines tronquées sont sensibles au DIBA-1, cependant, leurs 

IC50 sont plus élevés que celui obtenu pour l’IN entière. Ce résultat met en lumière un autre 

effet du DIBA-1, i.e. le DIBA-1 agit sur le CC par un mécanisme indépendant de l’éjection du 

zinc.  

 De manière à comprendre pourquoi les protéines tronquées sont incompétentes pour le 

3’-processing, nous avons comparé l’affinité des protéines tronquées (∆N, ∆C et CC) pour 

l’ADN avec celle de l’IN entière (Tableau 2). Toutes les protéines testées présentent une 

capacité de fixation à l’ADN, ce qui suggère qu’elles sont seulement déficientes pour l’étape 

catalytique. Sur le Tableau 2, il apparaît que le domaine C-ter joue un rôle clef dans l’affinité 

du complexe IN / ADN, et ce seulement dans un contexte Mg2+. En effet, les valeurs de Kd,app, 

obtenus en présence de Mn2+, sont similaires pour les quatre protéines. A l’inverse, en 

présence de Mg2+, les IN délétées du domaine C-ter présentent une affinité fortement 

diminuée pour l’ADN. Ceci confirme l’importance du rôle joué par le domaine C-ter dans la 

stabilisation des complexes IN / ADN. Ces données suggèrent également que ce domaine 

pourrait former des contacts spécifiques avec l’ADN puisque le contexte Mg2+ est plus 

propice à révéler les contacts de nature spécifique.  

Le site catalytique est également ciblé par le DIBA-1. 

 Les résultats obtenus sur les protéines tronquées montrent que le DIBA-1 exerce un 

effet inhibiteur qui n’est pas strictement restreint à la présence du domaine N-ter contenant le 

doigt de zinc. C’est pour cette raison que l’activité de désintégration du CC est également 

inhibée par le DIBA-1. Trois résidus cystéines (Cys 56, 65 et 130) du CC sont des cibles 

potentielles d’interaction pour le DIBA-1. La Cys130 étant critique pour la stabilité de l’IN 

entière, sa mutation n’a pas été réalisée. Les mutants C56S, C65S et C56S-C65S ont été 

réalisés à partir d’une construction de l’IN contenant déjà la mutation C280S. Leur sensibilité 

respective au DIBA-1 a été testée en présence des deux cofacteurs cationiques. Tout d’abord 

en présence de Mn2+, le mutant C65S/C280S présente une IC50 comparable à celle de l’IN 

C280S qui sert de témoin (Tableau 3). Par contre les valeurs d’IC50 augmentent de manière 

significative pour les mutants C56S/C280S et C56S/C65S/C280S ce qui suggère que ces  
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protéines sont moins affectées par le DIBA-1 et donc que le résidu C56 est la cible principale 

du DIBA-1 dans ce contexte. Ce résultat permet d’expliquer la sensibilité du CC au DIBA-1 

et montre donc que l’éjection du zinc, présent au niveau du domaine N-ter, n’est pas le seul 

effet induit par cette molécule. 

 Il est particulièrement intéressant de noter que les résultats obtenus en présence de 

Mg2+ sont différents. En effet, tous les mutants sont inhibés avec des efficacités comparables 

et les IC50 calculées sont meilleures qu’en présence de Mn2+ (Tableau 3). Ceci suggère qu’en 

présence de Mg2+, l’effet du DIBA-1 sur le domaine N-ter est dominant sur celui exercé sur le 

résidu C56. Cette hypothèse permet d’expliquer la différence d’IC50 pour l’IN entière entre les 

deux contextes cationiques. De plus, contrairement à ce que nous avons vu précédemment en 

présence de Mg2+, les effets du DIBA-1 qui induisent l’éjection du zinc et donc de manière 

indirecte la coopérativité de la fixation de l’IN sur l’ADN, ne semblent pas jouer un rôle 

crucial en présence de Mn2+. Les performances catalytiques deviennent alors plus sensibles 

aux perturbations induites au niveau du site actif. L’activité Mn2+ dépendante est donc 

principalement affectée par un effet direct du DIBA-1 au niveau du site actif. 

III.D. Discussion 

 Nous avons montré que le DIBA-1 inhibe de manière efficace les activités de 3’-

processing et de désintégration de l’IN du VIH-1 avec des IC50 de l’ordre de 15 nM en Mg2+ 

et 100 nM en Mn2+. Cet effet anti-IN est clairement distinct de ceux observés pour les deux 

principales familles d’inhibiteurs de l’IN. Les InBI, qui représentent actuellement la famille 

qui inhibent plus efficacement le 3’-processing comparée au transfert de brin, sont des 

compétiteurs de la fixation de l’IN sur l’ADN viral. Au contraire, les InSTI ne peuvent pas 

interagir au niveau du site actif de l’IN libre et n’inhibent pas la réaction de 3’-processing. Ce 

sont des molécules qui ciblent de manière spécifique les complexes IN / ADN viral déjà 

établis, et qui inhibent la fixation de l’ADN cible et donc la réaction de transfert de brin. Les 

titrations réalisées en présence ou non de DIBA-1 montrent clairement que ce composé ne 

modifie pas l’affinité globale de l’IN pour l’ADN. Le mécanisme d’inhibition de l’IN par le 

DIBA-1 est donc de type non compétitif de l’ADN viral. Nos résultats suggèrent la présence 

de deux modes d’inhibition de l’IN : un dépend de l’éjection du zinc coordinné au niveau du 

pseudo-doigt de zinc du domaine N-ter, l’autre est indépendant et concerne directement le site 

actif du CC. Nos résultats suggèrent que la prévalence de l’un ou de l’autre mécanisme 

dépend du cofacteur cationique lié à l’IN. 
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 Les données préliminaires de spectrométrie de masse nous indiquent la formation 

d’une interaction stable entre le DIBA-1 et la cystéine 40 du doigt de zinc (collaboration avec 

H. Leh, LBPA). Cette interaction s’accompagne de l’éjection du Zn2+ dans le milieu 

réactionnel. De plus, les titrations réalisées en présence de différents ratio DIBA : IN 

montrent que le DIBA-1 induit une perte de la coopérativité de la fixation de l’IN sur l’ADN 

viral en présence de Mg2+. En présence de Mn2+, la coopérativité est de manière significative 

plus faible et demeure insensible à la présence de DIBA-1. En tenant compte du fait que (i) la 

multimérisation est cruciale pour l’activité de l’IN, (ii) le zinc coordinné par le doigt de zinc 

du domaine N-ter de l’IN est décrit comme jouant un rôle clef dans le processus de 

multimérisation de l’IN et (iii) le DIBA éjecte de manière efficace le zinc de l’IN par une 

interaction avec la C40 qui fait partie des quatre résidus impliqués dans la coordination du 

zinc, nous pouvons raisonnablement attribuer à l’éjection du zinc l’inhibition de l’activité de 

l’IN. L’ensemble de ces données montre également que la réaction de 3’-processing nécessite 

une dimérisation coopérative de l’IN dans un contexte Mg2+. Ce qui n’est pas valable dans le 

contexte Mn2+.  

 Les expériences réalisées sur des IN tronquées d’un ou des deux domaines N-ter et C-

ter de manière à contrôler que le DIBA-1 n’agit que sur le domaine N-ter montrent, de 

manière surprenante, que toutes les constructions sont sensibles au DIBA-1. Ceci implique 

donc que le DIBA-1 possède un deuxième site d’interaction et qu’il est situé au niveau du CC. 

Trois cystéines sont potentiellement candidates comme interactant du DIBA-1 : les Cys 56, 65 

et 130. Nous avons rapidement écarté la C130 car d’une part, la mutation de ce résidu modifie 

la stabilité de l’IN entière (Bischerour et al., 2003) et d’autre part des données préliminaires 

de spectrométrie de masse montrent que la cystéine 130 n’interagit pas avec le DIBA de 

manière stable. Ces résultats préliminaires indiquent également que l’une des deux autres Cys 

(C55, C56) est touchée. Cependant, avec le protocole utilisé, il est impossible de les 

différenciées, nous avons donc réalisé une mutagenèse dirigée contre ces deux cystéines (C56 

et C65). Les tests d’activité en présence de DIBA-1 montrent que les mutants doubles et 

triples contenant la mutation C56S sont significativement moins sensibles au DIBA-1 dans le 

contexte Mn2+ alors qu’ils présentent une sensibilité équivalente au simple mutant C280S 

utilisé comme contrôle en présence de Mg2+. La mutation C65S montre des sensibilités au 

DIBA-1 équivalente au contrôle quelque soit le contexte cationique. Ces résultats suggèrent 

que le DIBA-1 interagit avec la C56 et que son action n’est visible que dans un contexte 

Mn2+. Ces observations impliquent donc que dans un contexte Mg2+ l’action inhibitrice du 
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DIBA-1 se fait principalement au niveau de la C40 du domaine N-ter avec une perte de la 

coopérativité alors qu’en présence de Mn2+ c’est l’interaction avec la C56 qui est responsable 

de l’inhibition de l’activité de 3’-processing. Ces résultats confirment notre hypothèse que la 

structuration correcte du N-ter apparaît comme primordiale pour une multimérisation correcte 

de l’IN sur l’ADN afin qu’elle catalyse le 3’-processing en présence de Mg2+. Dans le 

contexte Mn2+, les différents résultats nous permettent de penser que la multimérisation 

coopérative de l’IN n’est pas essentielle pour qu’elle soit catalytiquement active ou qu’un 

mode d’assemblage différent du multimère actif survient en présence de Mn2+ par rapport au 

Mg2+ pour lequel la multimérisation suit un processus coopératif médié par le N-ter. 

 Les études menées sur les protéines tronquées ont également permis de mettre en 

évidence une affinité différentielle des intégrases tronquées de leur domaine C-ter (IN55-212 et 

IN1-212) pour l’ADN viral selon le cation divalent présent. Dans un contexte Mn2+, les 

intégrases tronquées possèdent toutes des affinités comparables. En présence de Mg2+, 

l’absence du domaine C-ter diminue l’affinité pour l’ADN viral des IN ainsi tronquées. Ces 

données suggèrent l’existence de contacts spécifiques entre l’ADN viral et le domaine C-ter 

en présence de Mg2+. Ceci serait symptomatique d’une organisation conformationnelle de 

l’IN différente selon le cation divalent présent au niveau de son site actif. Cette observation 

est corroborée d’une part par les profils de spécificité différents vis-à-vis de la séquence de 

l’ADN en fonction de la nature du cofacteur cationique (Esposito et al., 1998) et d’autre part 

par des profils de digestion et une reconnaissance par des anticorps différents de l’IN selon la 

présence ou non de cation divalent au site actif (Asante-Appiah et al., 1998). 

 Du point de vue pharmacologique, le mode d’inhibition non compétitif de l’ADN du 

DIBA-1 montre qu’une molécule agissant sur les états multimériques de l’IN peut présenter 

des IC50 de l’ordre de la dizaine de nanomolaires. Cependant, le DIBA-1 ne présente, en elle-

même, qu’un intérêt pharmacologique limité de part sa faible spécificité d’action puisqu’elle 

agit également sur un récepteur aux oestrogènes humain (Wang et al., 2004), et sur la NCp7 

du VIH-1 ((Turpin et al., 1996); (Huang et al., 1998); (Berthoux et al., 1999)). Ceci étant dit, 

ce mode d’inhibition de type allostérique présente un intérêt majeur dans le cadre d’une 

volonté de diversifier les cibles et les modes d’actions des antirétroviraux de manière à éviter 

les résistances croisées entre composés actifs. 
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III.E. Figures et Tableaux 

Figure 1 : Structure du DIBA-1 

 
Figure 2: Inhibition des activité de 3’-processing et de désintégration par le DIBA-1. (Cf. 

ci-contre) 

Les réactions de 3’-processing (A) ou désintégration (B) sont réalisées en présence de concentrations 

croissantes de DIBA comme cela est décrit dans le Matériels et Méthodes, en présence de 10 mM 

Mg2+ (gauche) ou 10 mM Mn2+ (droite). Les concentrations de l’IN entière et de l’ADN substrat sont 

respectivement de 50 nM et de 1 nM (sauf pour le puit 1: sans IN). Les concentrations de DIBA-1 sont 

de 0 (puit 12), 1.9 nM (puit 11), 3.8 nM (puit 10), 7.7 nM (puit 9), 15.4 nM (puit 8), 30.8 nM (puit 7), 

61.5 nM (puit 6), 123 nM (puit 5), 370 nM (puit 4), 1111 nM (puit 3) or 3333 nM (puit 2). Les 

activités relatives de 3’-processing (C) ou de désintégration (D) (avec du Mg2+ - carrés noirs – ou du 

Mn2+ - cercles blancs – comme cofacteur cationique) sont tracées en fonction de la concentration en 

DIBA-1. En présence de Mg2+, les valeurs calculées d’IC50 sont respectivement de 13 et 11 nM pour 

les réactions de 3’-processing et de désintégration. Les valeurs correspondantes en présence de Mn2+ 

sont respectivement de 118 et 123 nM. (E) Effets d’un agent réducteur sur l’activité inhibitrice du 

DIBA-1. La réaction de 3’-processing est réalisée en utilisant l’IN entière (100 nM), l’ADN substrat 

(1nM) et du Mg2+ (10 mM) comme cofacteur (puits 2-9). Puit 3, + DIBA (200 nM); puit 4, + DTT; 

puit 5, + β-mercaptoéthanol; puits 6 et 8, l’IN fut préincubée avec le DIBA pendant 10 min à 

température ambiante avant l’ajout de l’agent réducteur et de l’ADN (puit 6, DTT; puit 8, β-

mercaptoéthanol); puits 7 et 9, l’IN est préincubée en présence de l’agent réducteur (puit 7, DTT; puit 

9, β-mercaptoéthanol) pendant 10 min à température ambiante avant l’ajout du DIBA (200 nM) et de 

l’ADN. Les concentrations de DTT et de β-mercaptoéthanol sont de 4 mM. Puit 1, ADN seul. 
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Figure 3: le DIBA ne prévient pas la formation des complexes IN-ADN.  
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Des concentrations croissantes d’IN furent incubées avec l’ADN substrat (1 nM) dans un tampon Tris 

(20 mM, pH 7.2) contenant 15% DMSO (v/v), 50 mM de NaCl et 10 mM de Mg2+. Sur l’axe à gauche, 

l’étape de fixation de l’IN sur l’ADN fut mesurée par anisotropie de fluorescence statique comme cela 

est décrit dans le Matériels et Méthodes (carrés noirs, pas de DIBA ; carrés blancs, ratio [DIBA]:[IN] 

= 2:1). Sur l’axe de droite, l’activité de 3’-processing est mesurée pour chacun des mélanges IN / 

ADN (cercles noirs, pas de DIBA ; cercles blancs, ratio [DIBA]:[IN] = 2:1). 

 

Figure 4: nombre Hill en fonction du ratio DIBA:IN.  

 

 

Les isothermes de fixation à l’ADN sont 

enregistrées comme cela est décrit dans 

la légende de la figure 2. 
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Figure 5: le DIBA induit l’éjection du zinc 

de l’IN.  

(A) L’éjection du zinc est mesurée par 

absorbance optique à 495 nm sur des 

échantillons contenant de l’IN entière (1 µM) et 

du PAR (10-4 M) dans un tampon Tris (20 mM, 

pH 7.0) contenant 20 % DMSO (v/v) en 

l’absence d’agent réducteur (carrés noirs) ou en 

présence de 4 mM de β-mercaptoéthanol 

(cercles blancs). La concentration de DIBA pour 

éjecter la totalité du zinc – [DIBA]eq – est estimé 

sur le graphe. Cette valeur est tracée en fonction 

de la concentration initiale d’IN (B). La pente de 

la régression linéaire indique que l’éjection du 

zinc coïncide avec la fixation de deux molécules 

de DIBA par protomère d’IN. 

 
 

 

 

 

Figure 6: Effets du DIBA sur l’IN entière et sur les mutants tronqués.  

Les réactions de désintégration sont 

réalisées en présence de 10 mM de Mn2+ 

comme cela est décrit dans le Matériels 

et Méthodes. Les activités relatives de 

désintégration sont tracées en fonction de 

la concentration en DIBA (cercles noirs, 

IN entière; cercles blancs, ∆N; carrés 

blancs, ∆C; carrés noirs, CC). Les 

valeurs d’IC50 calculées sont 

respectivement de 95, 234, 1135 et 191 

nM pour l’IN entière, la ∆N, la ∆C et le 

CC. Les concentrations en protéines et en 

substrat sont respectivement de 50 nM et 

de 1 nM. 
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Tableau 1 : Nombres de Hill pour la fixation de l’IN entière sur l’ADN 
 

Mg2+ Mn2+ 
DIBA - DIBA + a DIBA - DIBA + a 

1.97 ± 0.10 1.47 ± 0.02 1.29 ± 0.09 1.20 ± 0.10 
a correspond à un ratio DIBA:IN de 3:1 
 
 
 
Table 2 : Valeurs de Kd,app (nM) 
 

Mg2+ Mn2+ 
IN DIBA - DIBA + a DIBA - DIBA + a 

Entière  65 ± 7 65 ± 9 51 ± 7 53 ± 5 
∆N 45 ± 7 45 ± 6 28 ± 3 29 ± 6 
∆C 531 ± 188 652 ± 214 60 ± 4 64 ± 8 
CC 233 ± 98 279 ± 34 53 ± 13 61 ± 10 

a correspond à un ratio DIBA:IN de 3:1 
 
 
 
Table 3 : les valeurs d’IC50 caractérisant l’inhibition de l’IN par le DIBA-1 obtenue avec les 
différents mutants des cystéines 
 

 IC50, nM 

Cofacteur IN C280S IN C65S,C280S IN C56S,C280S IN C56S, C65S, C280S  

Mg2+ 17 ± 3 12 ± 2 19 ± 4 24 ± 5 

Mn2+ 76 ± 16 63 ± 13 1155 ± 547 566 ± 186 
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CONCLUSION ET 
DISCUSSION GENERALE 



 
 

178

Toutes les études menées au cours de cette thèse ont mis en évidence certaines 

propriétés biochimiques et catalytiques caractérisant l’IN du VIH-1 et plus généralement les 

intégrases rétrovirales. Ces études se révèlent primordiales pour les études à venir, qu’elles 

soient structurales ou pharmacologiques. Nous avons étudié deux IN rétrovirales, celle d’un 

lentivirus, le VIH-1, et celle d’un spumavirus, le PFV-1. Ces deux IN exercent le même type 

de fonction in vivo et leurs activités in vitro sont comparables même si leur profil de solubilité 

est différent. Au cours de ce travail, nous nous sommes attachés à étudier d’une part les 

interactions IN / ADN viral et d’une part les paramètres structuraux et cinétiques qui 

caractérisent la première étape du processus d’intégration : le 3’-processing. Cette étape 

consiste en une coupure endonucléolytique d’un dinucléotide –GT, pour l’IN du VIH-1, et -

AT pour celle de PFV-1, qui suit la séquence consensus CA conservée chez tous les 

rétrovirus.  

Ces deux enzymes ont une fonction et un mécanisme catalytique qui semblent être 

identiques. Malgré une organisation en trois domaines avec une triade catalytique identique 

positionnée au niveau du CC, ces deux enzymes possèdent une homologie de séquence de 

seulement 15%. De ce fait, ces deux IN présentent un certain nombre de différences non 

négligeables, comme en particulier leur comportement lorsqu’elles sont seules en solution. Au 

cours de ce travail, nous avons montré que l’IN de PFV-1 présente une transition monomère / 

dimère avec une demi-transition pour des valeurs de l’ordre de 20 à 30 µM (détermination par 

TFA et FCS). Par opposition, l’IN du VIH-1 est sous forme agrégé dès que sa concentration 

s’élève au dessus de 200 nM, au dessous de cette valeur seuil, elle est majoritairement sous 

forme tétramérique (Deprez et al., 2000). La présence de détergent permet d’améliorer sa 

solubilité jusqu’à des concentrations micromolaires. Toutefois, dans ces conditions, l’IN du 

VIH-1 est agrégée au delà de 2 µM. Parallèlement à notre étude de l’IN de PFV-1 par FCS, 

nous avons mené les mêmes expériences avec l’IN du VIH-1. Mais pour cette dernière, les 

fluctuations de l’intensité de fluorescence révélaient des pics très intenses de fluorescence, 

témoins de la présence d’agrégats pour des concentrations de l’ordre du nanomolaire. Pour 

l’IN de PFV-1, ces pics d’intensité de fluorescence étaient absents ou très peu nombreux 

jusqu’aux concentrations testées de 200 / 250 µM. L’IN de PFV-1 présente donc un profil de 

solubilité beaucoup plus clément que celui de l’IN du VIH-1. Les déterminants structuraux 

d’une telle différence de solubilité reste peu compris. En effet, les profils d’hydrophobicité de 

ces deux protéines ne présente aucune différence significative. Des constructions de chimères 

entre ces deux IN montrent que le domaine N-ter pourrait être responsable de la faible 
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solubilité de l’IN du VIH-1 (Lee et al., 2005a). Cependant, les différentes mutations 

ponctuelles introduites dans la séquence de l’IN du VIH-1 pour augmenter sa solubilité 

comme les mutations F185K (Jenkins et al., 1996), W131D, F139D et C280S ((Goldgur et 

al., 1998); (Chen et al., 2000a)) ne sont pas positionnées dans ce domaine. 

 Lorsqu’elles sont en présence de leur substrat respectif, les deux IN présentent des 

profils catalytiques qualitativement comparables. Même si leurs affinités pour leurs ADN 

viraux respectifs présentent des différences significatives, un Kd,app de 40 nM pour l’IN du 

VIH-1 et de 130 nM pour celle de PFV-1, nous avons pu montré par TFA que les deux IN 

catalysent le 3’-processing sous une forme multimérique identique : un dimère. Cette catalyse 

est caractérisée par une cinétique de réaction très lente quelque soit l’IN considérée. 

D’ailleurs, les profils de solubilité des deux IN en présence d’ADN se rapprochent alors qu’ils 

sont très différents en solution. En effet, les deux IN agrègent sur l’ADN lorsque le ratio IN : 

ADN est plus élevé que le ratio correspondant à la formation du dimère d’IN. Nous pensons 

que la construction de ce dimère compétent pour le 3’-processing suit un schéma identique 

pour les deux IN (cf. figure 53). Comme le montre les expériences de cross-link résolu en 

temps (Faure et al., 2005) et la coopérativité de fixation à l’ADN d’ordre 2 que nous avons 

trouvé pour les deux INs en présence de Mg2+, la fixation des deux monomères se fait de 

manière séquentielle et coopérative. Il y a dans un premier temps formation d’un complexe 

Monomère d’IN / ADN, puis ce complexe recrute de manière facilitée un deuxième 

monomère de façon à former un dimère d’IN sur l’ADN substrat.  

 Il faut noter que l’ADN viral favorise les contacts IN / IN et induit une modification de 

l’état multimérique de l’IN. L’IN de PFV-1 est trouvée majoritairement sous forme dimérique 

sur son ADN substrat pour des concentrations de l’ordre de 400 nM pour lesquelles elle est 

monomérique lorsqu’elle est seule en solution. L’IN du VIH-1, trouvée majoritairement sous 

forme tétramérique en solution pour des concentrations inférieures à 200 nM (Deprez et al., 

2000), se dissocie en présence d’ADN viral pour reformer un équilibre monomère / dimère 

fixé sur l’ADN (Deprez et al., 2001). La différence de solubilité entre les deux IN implique 

des cinétiques de fixation sur l’ADN différentes. L’IN de PFV-1 peut former rapidement des 

complexes monomères et dimères d’IN / ADN par simple recrutement des monomères déjà 

présents majoritairement dans le mélange réactionnel (Delelis et al., 2008). Contrairement à 

elle, l’IN du VIH-1 est présente en solution majoritairement sous forme de tétramères ou 

d’agrégats. De ce fait, la fixation directe d’un monomère d’IN sur l’ADN, à la manière de 

l’IN de PFV-1, ne se réalise pas aussi rapidement (Delelis et al., 2008). En effet, la fixation de 
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Figure 53 : Modèle de la formation du complexe dimère d’IN / ADN compétent pour le 3’-
processing 
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l’IN du VIH-1 sur l’ADN suit une cinétique lente de kon ≈ 0.23 min-1. Deux hypothèses 

permettent d’expliquer cette cinétique lente. (i) Les agrégats et les tétramères d’IN sont en 

équilibre avec des formes monomériques minoritaires, qui, en se fixant sur l’ADN, vont 

permettre un déplacement de l’équilibre vers une dissociation lente des formes de hauts poids 

moléculaires en monomères. Ces monomères pourront alors interagir avec l’ADN. L’autre 

hypothèse serait que (ii) les agrégats ou les tétramères peuvent interagir directement avec 

l’ADN. L’interaction induit ensuite, par des changements conformationnels, une dissociation 

de la forme de haut poids moléculaire laissant alors un monomère sur l’ADN (Deprez et al., 

2001) (cf. figure 53).  

 Nous avons montré qu’en présence de Mg2+, la fixation du deuxième monomère d’IN 

sur l’ADN se fait de manière coopérative (ñ = 2) alors qu’en présence de Mn2+, ce nombre de 

Hill n’est plus que de 1,1. Des études comparatives d’effet de drogues selon le cofacteur 

cationique ((Grobler et al., 2002); (Zhang et al., 2003); (Marchand et al., 2003)) mettent en 

avant une structure du site actif probablement plus flexible en présence de Mn2+ qu’en 

présence de Mg2+. Ceci peut s’expliquer par une sphère de coordination du Mn2+ plus flexible 

que celle du Mg2+ (Charles W.Bock et al., 1999). Différentes études montrent également que 

la présence d’un cofacteur cationique au site actif induit des changements conformationnels 

de l’IN dits à longue distance, i.e. qui ne sont pas situés dans l’environnement proche du site 

actif ((Asante-Appiah and Skalka, 1997); (Asante-Appiah et al., 1998)). Ces différents 

éléments permettent de penser que le cofacteur cationique présent (Mg2+ ou Mn2+) peut, par 

des modifications d’ordre conformationnelles, influer sur le processus de multimérisation de 

l’IN sur l’ADN.  

 Les expériences que nous avons pu mener ont permis d’apporter un certain nombre de 

réponses concernant les domaines impliqués dans ces deux processus de multimérisation de 

l’IN. Nous avons montré que le domaine N-ter, impliqué dans le processus de multimérisation 

de l’IN du VIH-1 lorsqu’elle est seule en solution (Lee et al., 1997), joue également un rôle 

clé dans la multimérisation coopérative Mg2+-dépendante. En effet, la déstructuration de ce 

domaine par éjection de son atome de Zinc induit une perte de la multimérisation coopérative. 

Les mêmes expériences menées en présence de Mn2+ montrent d’une part que la fixation de 

l’IN à l’ADN est peu ou pas coopérative et d’autre part qu’elle n’est pas sensible à la 

structuration du domaine N-terminal. Il n’est d’ailleurs pas exclu par nos expériences que l’IN  
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Figure 54 : Modèle du dimère d’IN en présence d’ADN viral processé 
A : Modèle d’interaction dimère d’IN (monomère A : vert, B : bleu) / ADN (rouge). En boule, 
les résidus interagissant avec l’ADN (C-ter monomère A : R231, S230, R263, K264, W243, 
K244, N-ter et CC monomère B : R20, K14, K188, K186, K160, K159, K156). En magenta, 
la triade catalytique et les deux Mg2+ de chaque site actif. D’après (De Luca et al., 2003) 
B : Dynamique moléculaire sur ce modèle au niveau de la boucle flexible et du 
positionnement de la Tyr 143. Mouvement de la boucle (de vert à jaune) observé uniquement 
que pour le site catalytique du monomère A qui réalise la catalyse. Au niveau du site actif : 
positionnement de deux cations divalent Mg2+ en accord avec la structure d’ASV. D’après 
(De Luca et al., 2005) 

B

A D’après De Luca et al., 
BBRC, 2003 et 2005
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puisse catalyser le 3’-processing Mn2+-dépendant sous forme monomérique. Ceci pourrait 

corroborer le fait que la déstructuration du domaine N-terminal influe sur l’activité de 3’-

processing en présence de Mg2+, mais pas en présence de Mn2+ ((Zheng et al., 1996); (Lee et 

al., 1997)). L’ensemble des données structurales et nos expériences montrent que le CC et le 

domaine N-ter jouent un rôle primordial pour l’assemblage du dimère actif dans un contexte 

Mg2+, reconnu comme étant le seul contexte propice à l’activité spécifique. 

 Si l’on observe le positionnement du domaine N-ter de l’IN du VIH-1, que se soit au 

niveau de la structure du double domaine N-Ter / CC (Wang et al., 2001) (cf. figure 37), au 

niveau de la structure hypothétique du dimère d’IN du VIH-1 (Wang et al., 2001) (cf. figure 

39), ou au niveau du modèle structural du dimère d’IN en présence d’ADN viral processé (De 

Luca et al., 2003) (cf. figure 54 A), ce domaine semble occuper une place importante (i) au 

sein de l’interface de dimérisation de l’IN. En effet, ce domaine forme d’une part des 

interactions N-ter / N-ter, et d’autre part, chacun d’eux interagit également avec les CC (ii) 

dans les interaction IN / ADN, puisque plusieurs résidus, par des études de cross-link et de 

docking, forment avec le squelette sucre-phosphate de l’ADN des interactions ioniques (K14, 

R20) mais également un certain nombre d’interactions hydrophobes avec des intercalations 

partielles possibles des chaînes latérales entre les bases  nucléotidiques (F1, L2, W19, A21, 

M22, A23, F26 et P30) (De Luca et al., 2003), (Zhao et al., 2008). Tout changement 

conformationnel de ce domaine, que se soit par l’éjection du Zinc, ou par un changement 

induit à longue distance par le cofacteur cationique ne modifiera pas l’affinité apparente de 

l’IN pour son ADN substrat puisque le CC et le C-ter interagissent aussi avec l’ADN viral. 

Par contre, il va modifier les surfaces d’interaction IN / ADN et IN / IN. Ces changements 

peuvent expliquer ces deux processus différents de dimérisation de l’IN en présence d’ADN.  

 L’ADN, en favorisant les interactions IN / IN, va également favoriser la formation de 

complexes IN / ADN de haut poids moléculaire. En effet, lorsque le ratio IN : ADN est 

augmenté, les temps de corrélations passent rapidement de 30 / 35 ns (temps de corrélation du 

dimère d’IN du VIH-1 sur l’ADN) pour un ratio de 1 : 40 à plus de 90 ns à partir d’un ratio de 

1 : 100 qui correspond à la présence d’une majorité d’agrégats d’IN sur l’ADN. La résolution 

des temps de corrélation, auxquels nous avons accès, ne nous permet pas de dire si avant 

d’atteindre l’état d’agrégat sur l’ADN, l’état multimérique de l’IN passe par un tétramère 

compétent pour le 3’-processing. Il existe actuellement deux études contradictoires concernant 

l’activité de 3’-processing du tétramère : des tests d’activité en présence de tétramères d’IN 
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stabilisés par cross-link montrent que cette forme n’est pas compétente pour le 3’-processing 

(Faure et al., 2005). Une deuxième étude montre que l’IN du VIH-1 peut également catalyser 

la réaction de 3’-processing sous un état multimérique d’ordre supérieur à deux, et que cet état 

est probablement un tétramère (Delelis et al., 2007). L’IN d’ASV peut également catalyser le 

3’-processing sous forme dimérique et tétramérique avec pour chacune des deux formes une 

cinétique différente : les auteurs trouvent pour le dimère d’IN d’ASV une cinétique du même 

ordre que celle que nous avons trouvée pour les IN du VIH-1 et de PFV-1 ((Guiot et al., 

2006); (Smolov et al., 2006); (Delelis et al., 2008)) et pour son tétramère une cinétique 100 

fois plus rapide (Bosserman et al., 2007). Il est à noter que nos cinétiques de 3’-processing 

n’ont jamais permis de mettre en évidence un comportement biphasique. A ce jour, la 

recherche sur les relations entre les états multimériques de l’IN du VIH-1 et les activités 

catalytiques résultantes privilégie, malgré ces deux études, l’hypothèse d’un 3’-processing 

catalysé par un dimère (Guiot et al., 2006) principalement stabilisé au niveau de l’interface 

CC / CC, mais dont l’assemblage coopératif est certainement médié par le domaine N-

terminal.  

 Il semble établi que la deuxième étape du processus d’intégration (l’intégration 

concertée) est catalysée par un tétramère d’IN ((Faure et al., 2005); (Li et al., 2005); (Li et al., 

2006)). Ce dernier pourrait être formé par la dimérisation de deux dimères d’IN. Des études 

montrent que cette multimérisation d’un ordre supérieur serait plutôt médiée par le CC et le 

domaine C-ter. En effet, plusieurs résidus du CC semblent impliqués dans ce processus 

comme les résidus F185 ((Podtelezhnikov et al., 2003) ou la boucle 188-194 ((Wang et al., 

2001); (Bosserman et al., 2007)) dont les mutations induisent une diminution des activités 

attribuées aux tétramères d’IN. Certains résidus du CC d’autres IN rétrovirales comme l’IN 

d’ALSV furent également montrés comme primordiaux pour l’activité tétramère dépendante 

comme I88 et L135, qui correspondent à  I84 et C130 pour l’IN du VIH-1, alors que leurs 

activités dimère dépendante n’est pas touchée (Moreau et al., 2004). L’étude de mutants de 

l’IN du VIH-1 comme l’IN W235A et W235F (Li et al., 2005), ainsi que les données 

structurales du double domaine IN55-288, montrent que les deux domaine C-ter du dimère de la 

maille cristallographique, de part leur écart de 55 Å, n’interagissent pas entre eux, mais ils 

forment des interactions C-ter / C-ter avec les dimères des autres mailles au niveau des 

interfaces C et D. Il faut d’ailleurs noter que le seul contact non hydrophobe C-ter / C-ter de 

l’interface C est une liaison hydrogène entre R224Nη1 d’un C-ter avec l’oxygène du cabonyl 

de la chaîne principale du Trp 235 de l’autre. Le Trp 235 est également impliqué dans les 



 
 

185

interactions hydrophobes C-ter / C-ter de l’interface D qui implique la boucle 242-246 d’un 

dimère et le brin β5 265-269 d’un autre (Chen et al., 2000a). Ces deux types d’interaction 

expliquent pourquoi le maintien du cycle benzénique de ce résidu est important pour 

l’intégration concertée (qui nécessite un tétramère d’IN) et non pour l’activité de 3’-

processing (Li et al., 2005). Le domaine C-ter jouerait donc un rôle dans la tétramérisation de 

l’IN alors qu’il n’aurait qu’un impact très limité dans sa dimérisation. Ces observations ont 

également été faites pour d’autres IN rétrovirales comme l’IN d’ALSV pour laquelle 

différents mutants du domaine C-ter (K266A, V239A et V249A) présentent une diminution 

de l’intégration concertée, reliée à la tétramérisation de l’IN, sans modification de sa capacité 

à dimériser (Moreau et al., 2003). Cette dimérisation de dimères permet notamment de 

rapprocher dans l’espace les deux extrémités de l’ADN viral de manière à les insérer à cinq 

paires de bases d’écart dans l’ADN de la cellule hôte. 

 La plupart des modèles concernant des complexes IN / ADN sont réalisés sur ce 

complexe tétramère d’IN du VIH-1 / ADNs viraux / ADN cible responsable de l’intégration 

concertée. Un certain nombre d’entre eux est calqué sur la structure résolue du complexe 

transposase Tn5 / ADN, qui est fonctionellement très proche ((Heuer and Brown, 1998); (Gao 

et al., 2001); (Podtelezhnikov et al., 2003); (Karki et al., 2004); (Wielens et al., 2005); (Chen 

et al., 2006), pour les tétramères en présence des deux ADN viraux). Ils possèdent tous une 

organisation symétrique de manière à réaliser les deux transferts de brin à cinq paires de bases 

d’écart. Chacun des modèles considèrent également que l’intégration concertée est catalysée 

par deux sites actifs différents. Par contre, ces modèles diffèrent dans l’organisation 

géométrique et dans le positionnement des ADN viraux et cibles. Le modèle de Heuer fut le 

premier publié. Le complexe modélisé est le seul qui comporte quatre dimères d’IN. Les 

autres sont constitués de deux dimères. Ce premier modèle octamérique donne un 

positionnement des ADN viraux qui se rapproche de celui proposé par le modèle de Wielens 

et al : les ADN viraux joue le rôle de pont entre les différents monomères d’IN. En effet, dans 

ces deux modèles, les ADN viraux interagissent avec le monomère qui a déjà catalysé le 3’-

processing par les quelques bases terminales. Les bases plus éloignées vont interagir avec le 

monomère d’un dimère adjacent. Dans les autres modèles, l’ADN viral interagit avec le 

monomère catalytiquement actif par le CC et le N-ter. Les bases plus éloignées interagissent 

alors avec le C-ter du domaine situé en trans- dans le dimère responsable de l’activité de 3’-

processing, comme c’est le cas pour le dimère d’IN modélisé par De Luca (De Luca et al., 

2003). Le modèle de Gao et al, comme celui de Heuer, ne positionne pas les domaines N-ter. 
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Son organisation structurale est composée d’un dimère de dimère qui repose sur la structure 

du double domaine CC - C-ter et sur les données de cross-link entre l’IN et l’ADN viral. Il 

propose que les dimères interagissent par les domaines N-ter. Le modèle de Podtelezhnikov et 

al. calque la structure du dimère de dimère sur la structure du complexe dimère de Tn5 

transposase / ADN résolue par Davies et al. (Davies et al., 2000). Dans ce modèle, les auteurs 

proposent que les deux dimères forment une large surface d’interaction et sont positionnés sur 

la même face de l’ADN cellulaire. Le modèle de Wielens est également basé sur la structure 

du complexe Tn5 transposase / ADN. Par contre, les deux dimères interagissent uniquement 

par les domaines N-ter et les deux CC catalytiquement actifs sont situés sur les deux faces 

opposées de l’ADN cible. Les C-ter des deux monomères actifs et les deux monomères non 

actifs sont placés de manière à stabiliser l’ensemble. Ces modèles, même s’ils s’appuient sur 

les mêmes données structurales et biochimiques, montrent tous une organisation symétrique 

avec une variabilité dans le positionnement des ADN viraux et des domaines C-ter et N-ter. 

La reconstruction à partir d’images, obtenues au microscope électronique, du complexe 

tétramérique d’IN en présence d’ADN mimant le produit de l’intégration concertée, jette le 

trouble quant à la véracité de ces modèles (Ren et al., 2007). En effet, la reconstruction 

montre une organisation asymétrique du complexe. Elle pourrait être due soit à une réelle 

asymétrie dans l’organisation tridimensionnelle du complexe IN / ADN viral / ADN cible, 

soit être la représentation d’une moyenne qui pourrait être relevante d’un large changement 

d’organisation du complexe. Un tel changement d’organisation tridimensionnelle, qui 

implique donc une certaine hétérogénéité de structure entre les différents complexes présents 

en solution, pourrait également expliquer pourquoi les cristaux d’IN du VIH-1 obtenus par 

Chen et al. présentent une diffraction permettant une résolution de seulement 8 Å (Chen et al., 

2000a). 

 Notre étude des cinétiques de 3’-processing par anisotropie de fluorescence a révélé 

que ces deux IN rétrovirales présentent des cinétiques de catalyse lentes du même ordre de 

grandeur : 0.004 min-1 pour l’IN du VIH-1 (Guiot et al., 2006) et 0.0028 min-1 pour l’IN de 

PFV-1. Plusieurs modèles peuvent être envisagés pour expliquer ce phénomène lent (cf figure 

53):  

o A ce jour, aucune spécificité de reconnaissance de l’ADN n’a été mise en évidence 

pour l’IN du VIH-1. Nous avons pu montré que l’IN de PFV-1, même si elle présente 

une certaine tendance à interagir de manière plus spécifique avec l’extrémité processée 

de l’ADN viral, interagit également de manière non spécifique avec lui. L’IN pourrait 
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donc se fixer sur l’ADN viral de manière non spécifique et se déplacer le long de 

l’ADN jusqu’à son site de coupure spécifique, à la manière des enzymes de restriction 

EcoRI et EcoRV ((Surby and Reich, 1996); (Jeltsch et al., 1996)). Cependant, ce 

modèle à lui seul ne permet pas d’expliquer complètement la lenteur des cinétiques 

observées car les déplacements en une dimension sur l’ADN observés pour différentes 

enzymes ne sont généralement pas de l’ordre de l’heure, mais plutôt de la sec ou de la 

msec (Jack et al., 1982). De plus, lors de nos expériences de FRET entre l’IN de PFV-

1 et l’extrémité de l’ADN viral processée, nous n’avons pas pu observer de variation 

du FRET au cours du temps qui aurait pu être symptomatique d’un mouvement 

directionnel de l’IN vers l’extrémité processable de l’ADN. 

o La deuxième hypothèse fait intervenir l’existence de deux sites de fixation de l’ADN 

au niveau du CC : un pour l’ADN viral et un pour l’ADN cible (Harper et al., 2001). 

Ceci est corroboré par les modes d’inhibition des InBI et des InSTI. En effet, les InBI 

sont des compétiteurs de l’ADN viral (Deprez et al., 2004) et les InSTI, inhibiteurs 

spécifiques du transfert de brin, sont principalement des compétiteurs de l’ADN cible 

et ne modifient donc pas l’affinité de l’IN pour l’ADN viral (Espeseth et al., 2000). Il 

faut ajouter à cela que ces deux familles d’inhibiteurs possèdent des spectres de 

mutations de résistance non recouvrant, ce qui indique que ces drogues agissent au 

niveau de sites différents. Il faut également noter d’une part qu’un seul site actif est 

responsable des deux réactions successives (Engelman et al., 1992) et que d’autre part 

les données expérimentales ou de docking moléculaire indiquent que ces deux sites 

d’interaction avec l’ADN sont proches ((Marchand et al., 2002); (Perryman and 

McCammon, 2002)). L’ADN substrat pourrait donc se fixer indifféremment au niveau 

de chacun de ces deux sites. L’interaction du substrat au niveau du site de l’ADN cible 

ne permet pas la catalyse du 3’-processing. Par contre, ces complexes peuvent, si le 

substrat change de site par un mécanisme lent, devenir catalytiquement actif.  

o La troisième hypothèse fait intervenir un changement conformationnel lent de l’IN qui 

passe d’un état inactif à un état catalytiquement actif rendant ainsi possible le 3’-

processing. Cette acquisition lente de la compétence peut être due, par exemple, à un 

changement conformationnel de la boucle flexible comprise entre les résidus G140 et 

G149 du CC responsable de la coupure (modélisé par De Luca et al. (cf. figure 54 B) 

(De Luca et al., 2005)). Des études de mutagenèses dirigées sur la boucle pourraient 

confirmer ce modèle. L’activation du dimère pourrait également être due à un 

changement de position d’un domaine : différentes expériences de coss-link entre l’IN 
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et l’ADN viral ou l’ADN viral processé montrent par exemple que le résidu S230 

n’interagit pas avec les mêmes bases lorsque l’ADN est non- ou pré-processé. De ce 

fait, le complexe IN / ADN pourrait adopter différentes conformations au cours de 

l’activité de 3’-processing (Gao et al., 2001). 

A ce jour, sur ces trois modèles, les deux derniers semblent donc les plus plausibles.  

 Nous avons également montré pour les deux IN (VIH-1 et PFV-1) un mécanisme 

catalytique de type « single turn-over » lors du 3’-processing. Ce mécanisme peut s’expliquer 

par le caractère séquentiel du processus global d’intégration. L’IN, en réalisant le 3’-

processing de l’ADN viral, produit un ADN processé qui est le substrat de la réaction de 

transfert de brin. Le 3’-processing étant la première étape, le complexe Enzyme / Substrat doit 

rester en contact de manière à pouvoir réaliser la suite du processus enzymatique. Ce système 

permet d’optimiser la catalyse du processus complet. Ce type de mécanisme est également 

utilisé par les transposases comme la Tn5 qui réalisent quatre réactions séquentielles au 

niveau du même site actif (répétition d’un clivage endonucléolytique et d’un transfert de brin) 

(Bhasin et al., 1999). Cette faible efficacité, en apparence, n’a pas d’implication 

biologiquement parlant puisque ces enzymes n’ont besoin de réaliser qu’un seul acte intégratif 

complet pour être considérées comme efficaces. Au contraire, un trop grand nombre d’actes 

intégratifs pourraient avoir des conséquences délétères sur la survie cellulaire et par 

conséquent sur la multiplication lentivirale. 
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 Ainsi, cette étude montre d’une part l’implication du domaine N-ter de l’IN et du 

cofacteur cationique dans la formation coopérative d’un complexe dimère d’IN / ADN 

catalytiquement compétent pour le 3’-processing de l’IN. Ceci étant dit, même si nous avons 

plusieurs hypothèses, nous n’avons pas réussi à expliquer les raisons de cette cinétique lente.  

 Nous avons montré qu’un inhibiteur allostérique modifiant cette coopérativité pouvait 

présenter des IC50 de l’ordre du nanomolaire compatibles avec des essais de développement 

ex puis in vivo. Ce type d’inhibiteur est particulièrement intéressant puisqu’ils agissent au 

niveau de sites différents de ceux ciblés par les InBI et les InSTI.  

 D’autre part, nous avons montré que L’IN de PFV-1 de part son profil de solubilité et 

par ses propriétés enzymatiques semblables à celles de l’IN du VIH-1 est un bon candidat 

pour tenter de résoudre la structure d’une IN rétrovirale entière. Il reste à définir les 

conditions de cristallisation pour lesquelles l’IN est dans une conformation la plus stable 

possible, notamment si elle est en présence d’un cofacteur, de son substrat et/ou d’un 

inhibiteur.  
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ANNEXES 
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Annexe 1 : Composition des tampons utilisés lors de la 
purification de l’IN 
1L de Tampon A: 

 58,44g de NaCl (1M final) 

 50mL de TrisHCl pH 8 (50mM final) 

 380µL de betamercaptoéthanol à 99% (4mM final) 

 Compléter à 1L et filtrer avec un filtre de 0.40µm de diamètre 

50mL d’IMI 2M 

 10g d’Imidazole hydrochloride 

 50mL de Tampon A 

 Vortexer puis filtrer 

50mL de tampon de Resuspension 

 0,5mL d’IMI 2M 

 25mL de Tampon A 

 Dissoudre une pastille d’antiprotéase complete EDTA free (Roche) puis filtrer 

20mL de Tampon d’élution 

 10mL de la solution d’IMI 2M 

 10mL de tampon A 

 1µL de ZnSO4 1M (50mM final) 

 Filtrer 

2L Tampon de dialyse 

 116.8g de NaCl (1M final) 

 800mL H2O 

 40mL HEPES pH7 (20mM final) 

 200mL glycerol (10% final) 

 766µL β−mercaptoéthanol (4mM final) 

 100µL ZnSO4 1M compléter avec H2O à 2L 
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Annexe 2 : Intégrase et intégration, activités biochimiques de 
l’intégrase du VIH-1 

Cette revue fait le point sur les activités biochimiques de l’IN du VIH-1 mises en 

évidence in vivo et in vitro. 

Résumé 

 L’intégration de l’ADN rétroviral est une étape obligatoire dans le cycle de réplication 

des rétrovirus. L’intégrase, la troisième enzyme codée par le génome rétroviral, catalyse cette 

réaction. Cette dernière se déroule en deux étapes séquentielles avec une séparation spatiale 

comme temporaire. Le 3’processing, la première, correspond à la maturation de l’ADN viral 

nouvellement synthétisé par la transcriptase inverse par coupure endonucléolytique d’un 

dinucléotide GT au niveau d’une séquence conservée CAGT. L’ADN est alors prêt pour être 

intégré de manière concertée dans l’ADN cible, la deuxième étape. L’intégration concertée à 

lieu dans le noyau alors que le 3’processing est réalisé dans le cytoplasme cellulaire. Une 

nouvelle réaction in vitro a été mise en évidence, chez l’IN du VIH-1 et PFV-1, au 

laboratoire. Elle consiste en une coupure endonucléolytique d’une séquence palindromique 

mimant la jonction LTR-LTR présente au niveau des cercles 2-LTR. Cette revue met l’accent 

sur la capacité de l’IN à se lier sur les séquences symétriques, ce qui pourrait donner des 

perspectives quant au ciblage de séquences spécifiques par l’IN lors de thérapies géniques. 

Manuscrit 

Cette revue a été soumise dans « Retrovirology ». 
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RESUME 

 L’intégration de l'ADN viral dans le génome des cellules hôtes est une étape obligatoire du 

cycle de réplication des rétrovirus. L’intégrase (IN) catalyse le processus global d’intégration en deux 

étapes distinctes et consécutives. La première des deux réactions, le 3’-processing, consiste en une 

coupure spécifique d’un dinucléotide au niveau des deux extrémités 3’-OH de l’ADN viral. L’IN 

transfère ensuite de manière concertée ces deux extrémités au sein de l’ADN cible. Nous avons, par 

des techniques basées sur l’anisotropie de fluorescence, caractérisé les paramètres structuraux et 

cinétiques du 3’-processing catalysé par l’IN du VIH-1. Nous avons montré d’une part que cette 

activité dépend de la taille des complexes IN / ADN. Nous avons trouvé que le dimère d’IN est la 

forme multimérique la plus active tandis que les complexes de haut poids moléculaire sont 

relativement peu efficaces. D’autre part, la structuration du domaine N-ter joue un rôle clé dans 

l’assemblage coopératif de ce dimère en présence de Mg2+ comme cofacteur cationique. Ce rôle n’est 

pas essentiel en présence de Mn2+. L’étude de l’IN de PFV-1, un spumavirus, plus soluble, nous a 

permis de mettre en évidence une reconnaissance préférentielle de l’extrémité processée de l’ADN 

viral par cette IN, cette propriété n’avait jamais été observée pour l’IN du VIH-1 car elle était masquée 

par sa propension à l’agrégation. Nous avons également montré que ces deux IN rétrovirales réalisent 

le 3’-processing suivant un mécanisme catalytique lent de type « single turn-over ». 

ABSTRACT 

 The integration of the retroviral DNA into the host genome is a key process in the retroviruses 

life cycle. Integrase (IN) catalyzes two distinct and consecutive steps that constitute the overall 

integration process. The first of these two reactions is 3’-processing which corresponds to the specific 

cleavage of two nucleotides from each 3’OH-end of the linear viral DNA. Then, IN transfers both 

extremities into the target DNA, resulting in full-site integration. Using fluorescence anisotropy based 

assay, structural and kinetic parameters of the 3’-processing reaction catalysed by HIV-1 IN were 

characterized. We found that the activity was dependent on the molecular size of IN / DNA 

complexes. Large complexes were found to be relatively inefficient while the IN dimer was found to 

be the most active multimeric form. Moreover we found that the structural N-terminal domain 

rearrangement plays a key role for the cooperative DNA-binding mode of the IN dimer with Mg2+ as 

the cationic cofactor, but not with Mn2+. In addition, a preferential interaction of IN with processed 

extremity of viral DNA interaction was clearly demonstrated for spumavirus PFV-1 IN, a more 

soluble IN; this property has never been observed for HIV-1 retroviral IN because of its aggregation 

propensity. For both retroviral IN, the 3’-processing reaction corresponds to a slow “single turn-over” 

mechanism. 


