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Résumé

Les rétrovirus sont des virus a ARN, enveloppés présents dans de nombreuses espéces
animales de rente, chez les animaux de compagnie et chez ’homme. Une des particularités des
rétrovirus concerne I’intégration du génome viral au sein du génome de la cellule infectée; cette
intégration est réalisée par une enzyme virale, I’intégrase. Le projet de cette thése vise a mieux
comprendre le fonctionnement de cette enzyme notamment en identifiant des facteurs cellulaires
interagissant avec celle-ci, facteurs qui pourraient étre des agents favorisant le processus intégratif ou,
au contraire, des agents restrictifs.

Les intégrases de deux mode¢les de rétrovirus ont été utilisées dans cette étude : L’intégrase de
RAV1, un rétrovirus exogene aviaire du genre des alpharétrovirus appartenant au sous-groupe A de la
famille des ASLV. Cette enzyme virale est largement étudiée soit au niveau structural ou fonctionnel,
mais les données concernant ses partenaires cellulaires sont rares et insuffisantes. La seconde intégrase
est celle du PERV A/C, un rétrovirus endogene porcin du genre gammarétrovirus. Aucune information
sur cette enzyme n’a ¢té décrite jusqu’a présent.

Ces deux enzymes, en fusion avec une étiquette 6xHistidine, ont été donc produites en
bactérie, et en cellules d’insecte puis purifiées sur colonne d’affinit¢é en FPLC. Leurs activités
catalytiques ont été testées in vitro. Ces tests permettent de valoriser la capacité de I’intégrase a
exercer principalement les 2 fonctions dont elle est responsable in vivo, le clivage en 3’ et le transfert
de brins, et une activité qu’elle exerce exclusivement in vitro, la désintégration. Les protéines pures et
actives ont ensuite servies a la vérification de leur interaction avec une protéine cellulaire, Brd2. La
technique ‘Far western blot’ a ainsi permis de valider I’interaction entre 1’intégrase de PERV et la
protéine cellulaire, puis d’identifier les domaines de I’intégrase et de Brd2 impliqués dans cette
interaction.

A terme, I’identification de ce facteur cellulaire et la validation de son role dans le processus
intégratif permettront de mieux comprendre ce processus particulier développé par les rétrovirus et
pourront conduire au développement d’inhibiteurs dirigés contre cette interaction.

Abstract

A critical step for retroviral replication is the stable integration of the provirus genome into the
genome of its host; this integration is realized by a viral enzyme, the integrase. The aim of this work
was to better understand the functioning of the integrase, particularly, by identifying host factors that
might interact with it, and which could be factors favoring the integration process or, restrictive
factors.

Therefore, we used two models of retroviral integrases: The integrase of RAVI1, an
alpharetrovirus belonging to the subgroup A of the family of ALSV. Although this viral enzyme is
widely studied, still not enough data are available about its cellular cofactors. The second enzyme
studied here is the integrase of PERV, a gammaretrovirus. No studies of either PERV integrase
activities in vitro or of proteins interacting with this viral enzyme have been available until now.

In the present study, we have expressed the PERV and ALSV integrases as fusion proteins
with a 6xHistidine Tag in both Escherichia coli and insect SF9 cells. After that, we analysed their
ability to mediate catalytic activities (3’-end processing, strand transfer and disintegration) in vitro.
We also investigated the interaction of these two viral enzymes with the cellular protein Brd2, using
the Far western blot method. Our results validate Brd2 as a cofactor of PERV integrase and point to
the important role of particular domains of the PERV integrase and Brd2 in mediating the interaction.

Finally, this study contibute to a better understanding of the precise interaction between
cellular proteins and integrase, and may lead in the future to the development of protein-protein
interaction inhibitors.
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Liste des abréviations

ALV: Avian leukosis virus

ARN: Acide ribonucléique

ARNm: ARN messager

ARNt: ARN de transfert

BAF: Barrier to autointegration factor
Brd2: Bromodomain containing 2 protein
CA: Capside

CCD: Catalytic Central Domain

CpG: Dinucléotide CG nom méthylé
CTD: Carboxy-terminal domain

DNase I: Deoxyribonuclease I

EED: Embryonic Ectoderm Development
EOPS: Exempts d’organismes pathogénes
spécifiques

FeLV: Feline leukemia virus

FIV: Feline immunodeficiency virus
HEK-293: Human embryonic kidney cells
HERYV: Human endogenous retrovirus
HMGAT1a: High mobility group chromosomal
protein Al

Hsp60: Heat shock protein60

HTLV-1: Human T-lymphotropic virus 1
IN: Intégrase

INI1: Integrase interactor-1

IRES: Internal ribosome entry site

JSRV: Jaagsiekte sheep retrovirus

kb: Kilobase

KoRYV: Koala retrovirus

LEDGF/p75: Lens epithelium growth factor
LTR: Long terminal repeat

MA: Matrice

MLV: Murine leukemia virus

MMTYV: Mouse mammary tumor virus
NC: Nucléocapside

nt: Nucléotide

NTD: amino-terminal domain

ODN: oligonucléotides double-brin

PBS: Primer binding site

PERYV: Porcine endogenous retrovirus
PIC: Pre-integration complex

PPT: Polypurine tract

PR: Protéase

Psi: Packaging signal

RRE: Rev response element

RSV: Rous sarcoma virus

RT: Rétrotranscriptase

RTC: Reverse transcription complex

SA: Site accepteur de I’ARN viral

SAXS: Small-angle X-ray

SD: Site donneur

U3: Unique sequence element at the 3’ end
US: Unique sequence element at the 5° end
UTR: Untranslated region

VIH: Human immunodeficiency virus
VBP1: Von Hippel Lindau binding protein 1
Vif: Viral Infectivity Factor

Vpr: Viral protein R

Vpu: Viral protein U
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Chapitre 1 : Les rétrovirus

Les rétrovirus sont des virus ARNs, enveloppés qui présentent deux particularités : (i) la
réverse transcription de 1I’ARN viral en ADN, réalisée par une enzyme virale, la transcriptase
inverse (T ou RT pour reverse transcriptase), et (ii) I’intégration de cet ADN viral dans le

génome de la cellule infectée grace a une enzyme virale appelée I'intégrase (IN).

Le but de ce premier chapitre est d’introduire les deux modeles de rétrovirus étudiés : les
virus de sarcomes et de leucoses aviaires (ASLV) et les rétrovirus endogeénes porcins (PERV).
Ces deux familles de rétrovirus présentent des caractéristiques communes mais aussi des
divergences dues a leur situation dans la famille virale. Afin de compléter ces modeles, j’ai
utilis¢ des données bibliographiques correspondant a un autre virus du méme genre que le
virus PERV mais plus étudié, le virus de la leucémie murine (MLV), et & un lentivirus

largement étudié, le virus de I’'immunodéficience humaine (VIH-1).

I- Caractéristiques générales des rétrovirus

A. Structure de la particule virale

Les rétrovirus sont des virus a ARN, enveloppés, de diamétre compris entre 80 et 120
nanometres. Ils sont constitués de protéines structurales, de protéines enzymatiques, et, pour
certains d’entre eux, de protéines régulatrices et accessoires. Quant au génome viral, celui-ci
est formé de deux brins monocaténaires d’ARN de polarité (+), comportant 7000 a 12000

nucléotides, reliés par des ponts hydrogenes a leur extrémité 5' (figure 1).

a) L’enveloppe virale

L’enveloppe externe est constituée d’une bicouche lipidique issue de la dernicre
cellule infectée par bourgeonnement, et de la glycoprotéine de surface (SU) et la protéine
transmembranaire (TM). Ces deux protéines ont un role déterminant dans la fixation du virus
sur un récepteur spécifique de la membrane cellulaire et la fusion des membranes virales et

cellulaires lors de la pénétration dans la cellule.
b) Les protéines de structure
- La matrice (MA), 15-20 kDa selon les rétrovirus. Elle tapisse la face intérieure de

I’enveloppe virale en interagissant avec la membrane lipidique interne grace a son
9



groupement myristate. Elle posséde une séquence de localisation nucléaire (NLS), et
participe au sein complexe de préintégration (PIC) avec d’autres protéines virales et
cellulaires, a I’adressage de I’ADN viral au noyau (Haffar OK, Popov S et al. 2000; Freed
EO 2001).

La capside (CA), 24-30 kDa, se caractérise par la présence d’une région majeure
d’homologie MHR. Elle possede une forme icosaédrique et renferme le génome viral et
des enzymes (Freed EO 2001).

La nucléocapside (NC), protéine de 10-15k Da, avec des domaines de doigt de zinc type
CCHH (Cys-His-Cys-X;,-Cys-X4-His-X4-Cys) (Covey SN 1986) flanquées par des
séquences basiques impliquées dans la liaison avec les acides nucléiques (Cimarelli A,
Sandin S et al. 2000). Les structures en doigt de zinc contribuent a I’encapsidation du
génome viral par son interaction avec la séquence Psi (Freed EO 2001; Muriaux D and

Darlix JL 2010).
¢) Les enzymes virales

La réverse transcriptase (RT), 50-95 kDa ; elle catalyse la synthése d’ADN a partir du
génome d’ARN viral (baltimore, 1970). Il s’agit d’un hétérodimere constitué de deux
sous-unités douées de 2 activités principales : une activit¢ ADN polymérase capable
d’incorporer les déoxyribonucléoitdes et une activit¢ RNaseH ARN/ADN dépendante.
L’activité ADN polymérase de la RT est généralement lente (1 & 100 nucléotides/seconde)
et présente une faible fidélité (10 erreurs/base incorporée). Contrairement & 1’ADN
polymérase de I’hdte, elle est incapable de corriger les bases erronées. Par conséquent, au
moins une mutation/génome et par cycle de reverse transcription est introduite (fields of
virology, fifth edition 2007). Notons que cette incapacité d’édition de la RT est a la base
de la forte variabilité observée chez le VIH-1.

La RNase H est une exonucélase capable de dégrader uniquement I’ARN sous forme
hybride (ARN : ADN) dans les deux sens 5’2 3’ et 3’>5’. Cette action engendre les
oligonuclotides 3°’OH et 5’-P de 6 a 10 résidus de long, qui serviront d’amorces pour
I’initiation de la synthése d’ADN grace a ’activit¢ ADN polymérase de la RT (Frankel
AD and Young JA 1998; Freed EO 2001).

L’intégrase (IN), 32-46 kDa, permet l’intégration de I’ADN bicaténaire viral dans le

génome cellulaire, elle sera détaillée dans le chapitre I1.
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- La protéase (PR), 15 kDa, est une petite enzyme (100 aa) de la famille des aspartyl-
protéases. Le premier clivage catalysé par PR se produit durant ou immédiatement apres
la libération du virion. Ce clivage est vraisemblablement intramoléculaire (pettit et al.,
2004) et permet la libration de PR de son précurseur Gag-Pol. La protéine active est sous
forme d’homodimeére. Elle clive spécifiquement les liaisons Phe-Pro et Tyr-Pro, qui ne
sont pas hydrolysées par les protéases des mammiferes. Ce clivage induit la maturation
des précurseurs Gag et Gag-Pro-Pol qui participe au changement de la morphologie des
virions et conduit a leur maturation (Frankel AD and Young JA 1998; Freed EO 2001).

ARN génomique

Glycoprotéines de surface

\ Protéines transmembranaires
Intégrase Matrice
Transcriptase inverse Capside
Nucléocapside

Protéase

Figure 1. Représentation d’un rétrovirus. La particule virale est composée (i) d’une enveloppe constituée de
glycoprotéines de surface, et de protéines transmembranaires, (ii) de protéines de structure (Matrice, Capside et
Nucléocapside), (iii) d’enzymes (Intégrase, Transcriptase inverse et Protéase) et (iv) d’un génome, formé de 2

brins monocaténaires d’ARN de polarité + (Voisset C and Andrawiss M 2000).

B. L’organisation génomique des rétrovirus

_ pBS PPT
RUS /  Gag Pol Envy U3 R
A 5 Coifle —}— v X - I |— AAAAAAA 3
Ae PPT
a Gag Pol Env N
ADN proviral U3| R|US 1 T T U3 | rlUs

Y

Figure 2. Génome rétroviral. L’ ARN viral comporte en 5” une coiffe, suivie d’une petite région R (18-250 nt),
répétée a chacune des extrémités. Cette région contient le signal de polyadénylation (AAUAAA). La séquence
PBS (Primer Binding Site) est une séquence qui correspond a 18 nt qui fixe spécifiquement un ARNt cellulaire

et sert d’amorce pour l’initiation de la transcription inverse. Le signal d’encapsidation y va permettre
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I’incorporation de I’ARN génomique dans les particules virales néo-synthétisées. Les régions Gag, Pol et Env
consitutent les 3 génes essentiels responsables de 1’expression des protéines structurales et enzymatiques. La
séquence PPT (PolyPurine Tract) est région riche en A et G ; elle comporte 10-12 nt et est responsable de
I’initialisation du brin d’ADN(+) pendant la transcription inverse. Le génome viral se termine en 3’par une queue
poly A. U3 est une région unique non codante (200-1200nt). Elle formera ’extrémité 5’ de I’ADNc et comporte
le promoteur viral. La transcription inverse de I’ARN viral par la RT conduit & un ADN double brin. La
duplication des segments terminaux va créer les LTRs (U3-R-US5). Cet ADN sera intégré dans le génome de la

cellule hote, et constitue I’ADN proviral.

Le génome rétroviral est constitué de différentes régions, ayant chacune un role bien
défini. Il contient, au minimum, 3 génes communs a tous les rétrovirus : gag (« group specific
antigen »), pol («polymerase ») et env («enveloppe »). Aux extrémités du génome se
trouvent des séquences terminales non codantes, les LTRs (Long Terminal Repeats) (figure
2). Les virus de type ASLVs et PERVs possedent un génome simple.

- Les LTRs: Chaque LTR se subdivise en séquences U3 (Unique en 3’), R
(Redondante) et U5 (Unique en 5°). Bien qu’elles soient identiques, ces séquences ne jouent
pas le méme rdle : en 5°, le LTR contient le promoteur régulant 1I’expression du génome viral
et en 3, il apporte le signal de fin de transcription.

- Le géne gag code pour un précurseur polypeptidique Gag myristylé dont le clivage
enzymatique par la protéase produit les trois protéines de structure, la capside (CA), la
matrice (MA) et la nucléocapside (NC), et d’autres protéines comme p12 chez MLV (Prizan-
Ravid A, Elis E et al. 2010).

- Les génes pro et pol (« polymerase ») sont exprimés sous la forme d’un précurseur
polypeptidique Gag-Pro-Pol générant la transcriptase inverse, I’intégrase et la protéase ;
sachant que 1’enzyme protéase peut étre codée soit par le géne gag, soit par le géne pol selon
le type de virus. La protéase est libérée par un mécanisme d’autocatalyse, alors que la
transcriptase inverse et I’intégrase sont clivées par la protéase virale.

- Le géne env code un précurseur polyprotéique Env. Son clivage par une protéase
cellulaire permet la production d’une protéine de surface et d’une protéine transmembranaire.

Cette derniere porte le peptide fusiogene R effecteur de la fusion.
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Figure 3. Exemples d’organisation des génomes de rétrovirus simples et complexes. Les génes gag, pro, pol
et env sont représentés respectivement par des cadres de couleur vert, jaune, rouge et vert. Les genes
supplémentaires des rétrovirus complexes sont représentés en violet.

(D’aprés http://www.microbiologybytes.com/virology/Retroviruses.html).

C. Les protéines régulatrices et accessoires

Les rétrovirus a génome complexe possédent également des protéines régulatrices et des
protéines accessoires codées par des geénes auxiliaires. (pour une revue générale sur les
protéines régulatrices et accessoires de HIV-1, voir (Seelamgari A, Maddukuri A et al. 2004)).
Parmi les plus importantes, on retrouve les protéines régulatrices Tat (transactivator of
transcription) et Rev (Regulaton of Expression of Viral proteins). Tat, en recrutant I’ARN
polymerase cellulaire, constitue un activateur puissant de la transcription de I’ARN viral (Johri
MK, Mishra R et al. 2011); Rev est une protéine primordiale pour I’export nucléaire des ARNm
néosynthéthisés, incomplétement €épissés, codant pour les protéines structurales du virus. Afin
de traverser les pores nucléaires, Rev se lie a la séquence RRE (Rev-Responsive Element) des

ARNm et recrute 1’exportinel et Ran (Grewe B and Uberla K 2010).



Le VIH-1 code pour 4 protéines accessoires (Li L, Li HS et al. 2005).

- Nef (Negative regulatory Factor) est une protein de 27 kDa qui permet de maintenir
I’infectivité du virus en perturbant différentes fonctions immunologiques de la cellule hote.
Elle provoque la diminution de I’expression des récpteurs CD4 et CMH-1 impliqués dans la
reconnaissance des cellules infectées par le syst¢eme immunitaire. Elle est également capable
de se lier a plusieurs protéines de transduction du signal cellulaire, augmentant ainsi la
production virale.

- Vif (Viral Infectivity Factor) est une protéine de 23 kDa qui désamorce un systéme
efficace de défense cellulaire en dégradant la protéine cellulaire APOBEC3G, capable
d’induire des mutations dans le génome viral qui sont délétéres pour le virus.

- Vpr (Viral Protein R) est une protéine basique de 14 kDa qui confére aux lentivirus
I’avantage d’infecter des cellules non multipliantes (monocytes et macrophages), en
participant a la translocation cytoplasme-noyau du PIC. Indépendamment de tout contexte
viral, il a été montré que VPR interfére avec les processus de multiplication cellulaire en
bloquant le cycle en G2.

- Vpu (Viral Protein U) possede deux fonctions principales chez le VIH. La premicre est
de séquestrer le récepteur viral CD4 a I’intérieur de la cellule infectée afin de le dégrader,
empéchant la surinfection et facilitant le bourgeonnement des produits viraux. La seconde est
de bloquer I’action de la protéine cellulaire Tetherin (BST-2, CD317, HM1.24), qui empéche
leur bourgeonnement (Dubé M, Bego MG et al. 2010).

1I- Classification des rétrovirus

Actuellement, la famille des rétrovirus (Retroviridae) a été divisée en sept genres par

I’'ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses) (http://ictvonline.org). Cette

classification est basée essentiellement sur la comparaison des séquences du gene pol. On
distingue les Alpharétrovirus, les Betarétrovirus, les Gammarétrovirus, les Deltarétrovirus, les
Epsilonrétrovirus, les Lentivirus et les Spumavirus (figure 4).

- Les Alpharétrovirus sont trouvés chez les oiseaux. On distingue les virus
leucémogenes (ALV) tel le virus RAV-1 (Rous Associated Virus type 1), et les virus
sarcomatogenes (ASV) tel le virus RSV. Ils peuvent induire des sarcomes et autres tumeurs.

- Les Betarétrovirus (exemple le Jaagsiekte sheep retrovirus).

- Les Gammarétrovirus sont responsables de sarcomes et de leucémies. On y trouve le

Murine leukemia virus et le Porcine endogenous retrovirus.
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- Les Deltarétrovirus sont responsables de leucémies (exemple le Human T-
lymphotropic virus Type I).

- Les Epsilonrétrovirus sont trouvés chez les les poissons (exemple Walley dermal
sarcoma virus).

- Les Lentivirus, dont le VIH-1. Ils sont caractérisés par une longue période
d’incubation, d’ou leur nom lentivirus qui vient du latin lentis signifiant lent. Ils sont tous
cytopathogénes et sont responsables d’atteintes du systéme nerveux, des poumons, des
systémes articulaires et des cellules hématopoiétiques.

- Les Spumavirus se caractérisent par des infections chroniques sans apparition de
signes cliniques. Leur nom vient du latin (spuma = écume) di au fait que ’infection, in vitro,
se caractérise par 1’apparition de syncytium et de vacuoles donnant aux cellules un aspect

spumeux.

Se basant sur la constitution du génome, les sept genres rétroviraux peuvent étre
regroupés en deux grandes catégories : les rétrovirus a génome simple représentés par les
alpha, beta, gamma et epsilon rétrovirus, et ceux a génome complexe représentés par les

lentivirus, les deltavirus et les spumavirus.

Epsilon-etroviruses Delta-retroviruses

(simple) (complex)
SnRV BLV
HERVAW HTLVAHI Lentiviruses
Gamma- glay (complex)
retroviruses HTLVA FIV
(simple) PERY b
C';‘IL\‘L,V SiVmac
MvvV
FelLV
Alpha-
ALV retroviruses
RSV (simple)
FFV
By e :FVCP! HERV-K | SRV
. ) MMTV
(Sc%t:nn;alzlxr)uses Beta-retroviruses

(simple)
Figure 4. Phylogénie des rétrovirus. Adapté¢ de Weiss (Weiss RA 20006); les rétrovirus sont divisés en 7 genres

par 'ICTV. Les genres Alpha-, Beta-, Gamma-, Epsilonrétrovirus et lentivirus comportent des rétrovirus
endogenes.
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III- Endogénisation des rétrovirus

A. Géneralités

L’endogénisation est un mécanisme par lequel un rétrovirus infecte une cellule
appartenant a la lignée germinale d’un individu, et sera transmis a la descendance selon la loi
Mendélienne (transmission verticale). A partir de ce moment, toutes les cellules du nouvel
organisme posséderont une copie du génome viral dans leur ADN. Le provirus intégré est dit
« endogene » (pour une revue détaillée sur 1’origine et 1’évolution des ERVs voir (Ribet D
and Heidmann T 2010)).

On estime que chez I’homme, le génome contient 8% de séquences d’origine rétrovirale
(Lander ES, Linton LM et al. 2001; Mayer J and Meese E 2005). Jusqu’a présent, on
considérait que seuls les rétrovirus a génomes simples présentaient des formes endogenes.
Mais cela est remis en question depuis la découverte récente d’un lentivirus endogene dans le
génome de lapin européen, le rabbit endogenous lentivirus type K (RELIK) (Katzourakis A,
Tristem M et al. 2007).

Il existe un exemple de rétrovirus actuellement en cours d’endognisation chez un
mammifére : le virus KoRV (Koala retrovirus) (Tarlinton RE, Meers J et al. 2006). Il
constitue de ce fait un outil trés intéressant pour €tudier les modifications du virus initial

aboutissant a son endogénisation et les conséquences de ce mécanisme pour I’organisme hote.

B. Roles des ERVs dans la physiologie de leurs hotes

Il est admis que certains ERVs peuvent avoir des fonctions biologiques et peuvent étre

bénéfiques pour 1’hote.

On citera :

- Un role dans la régulation des genes :

Les LTRs des séquences rétrovirales endogénes contiennent diverses séquences
promotrices et régulatrices qui peuvent moduler I’expression des genes cellulaires. Par
exemple, le LTR de la famille HERV-E (Human Endogenous Retrovirus E) semble étre
impliqué dans la régulation de 1’expression de 1’ Apoliprotéine C1 dans le foie, du récepteur de
I’endothéline B dans le placenta et du facteur de croissance insuline-like 4 (INSL4) (Cohen

CJ, Lock WM et al. 2009).
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- Un rdle dans la placentation :

C’est le cas du rétrovirus endogéne humain HERV-W. Il contient un locus unique
nomm¢é ERVWEI] codant pour une protéine d’enveloppe compléte appelée Syncitine. Cette
protéine virale, codée par le géne env durant certaines étapes de la grossesse, est impliquée
dans la formation du placenta, plus précisément dans le mécanisme de fusion des
trophoblastes (Mi S, Lee X et al. 2000). La syncytine contient également une région
immunossuppressive qui pourrait aussi jouer un role dans la protection du foetus face a la
réponse immune maternelle.

- Un role dans la protection contre les rétrovirus exogenes:

Chez les poulets, I’expression de protéines virales endogénes abouti a une
« tolérance » du systeme immunitaire vis-a-vis de ce type de protéines. Il en résulte une
réponse immune moins exacerbée (mais néanmoins protectrice) lors de I’infection par un
virus exogene (Crittenden LB and Fadly AM 1985; Kuhnlein U, Fairfull RW et al. 1993).
Chez les souris, 1I’expression des protéines d’enveloppe et de capside par les loci Fv-1 et Fv-4,
respectivement, conduit a une résistance de la cellule a I’infection par un virus exogene

(Nethe M, Berkhout B et al. 2005; Takeda A and Matano T 2007 ).

C. Risques potentiels liés a la présence de rétrovirus endogenes

Un risque li¢ aux ERVs concerne tous les produits issus de cultures cellulaires, en
particulier les préparations des vaccins, des vecteurs rétroviraux destinés a la thérapie
génique, et les tissus ou organes animaux dans le cadre des xénogreffes (Dewannieux M,
Ribet D et al. 2010). Dans ces préparations, les particules rétrovirales endogenes doivent étre
inactivées ou ¢liminées. L'expression des ERVs a été tout de méme rapportée dans diverses
pathologies, sans que I’on sache clairement quelles sont les conséquences de cette expression
(Lachuer J, Ronfort C et al. 1996; Roelofs H, van Gurp RJ et al. 1998; Wang-Johanning F, Frost
AR et al. 2001; Wang-Johanning F, Frost AR et al. 2003; Wang-Johanning F, Liu J et al.
2007; Balada E, Vilardell-Tarrés M et al. 2010; Antony JM, Deslauriers AM et al. 2011).
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IV-Le cycle de réplication

Le cycle réplicatif des rétrovirus peut se diviser en deux phases principales : la phase

pré-intégrative (ou précoce) et la phase post-intégrative (ou tardive).

A. La phase précoce (figure 5)

Le cycle de réplication des rétrovirus est initié par une interaction spécifique entre le
récepteur cellulaire et la glycoprotéine de surface (SU). Cela aboutit a un changement de
conformation du complexe SU-TM permettant le démasquage du peptide de fusion porté par
la TM. Il en résulte une fusion de I’enveloppe virale avec la membrane cellulaire. Le
complexe de réverse transcription (RTC) est alors libéré dans le cytoplasme de la cellule hote.
Sous l'action de la transcriptase inverse virale, 'ARN rétroviral simple brin subit une
transcription inverse a I’issue de laquelle est formé un ADN double brin, complémentaire (ou
ADNCc) (figure 6).

A ce stade, ’ADN se trouve dans le complexe de préintégration (PIC) en association
avec des protéines virales et cellulaires. Ce complexe est ensuite transporté dans le noyau de
la cellule hote. Une fois dans le noyau, I'ADN viral est intégré par le biais de l'intégrase dans
le génome de la cellule héte sous forme de provirus. Les étapes comprises entre la formation

du PIC et I’intégration seront détaillés dans le chapitre suivant.
Figure 5. La phase précoce du cycle de réplication
rétrovirale. La phase précoce débute par

reconnaissance  spécifique dun ou plusieurs

Fixation , . L.
récepteurs  cellulaires par les glycoprotéines
Reécepteur , . S "
e d’enveloppe virales exposées a la surface des virions,
ntree
conduisant a [D’entrée virale, et s’achéve par
i I’intégration des provirus au sein du génome
vira[ % Transcription . 54 5 Aot
. inverse Cotiaiaaing cellulaire. Notons que [’¢tape d’import nucléaire,
_ i e . telle qu’elle est représentée sur ce schéma, est
pe e ..
P o caractéristique des lentivirus. Pour MLV, PERV et
,’ ASLYV, l'association du PIC avec le noyau de la

cellule hote dépend dans certains cas de la rupture de
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import g la membrane nucléaire lors de la mitose. L’ADN viral
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B. La phase tardive (figure 7)

Figure 6. Le processus de réverse transcription
(Coffin JM, Hughes SH et al. 1997). La réverse
transcription est initiée par un recrutement d’un ARNt au
niveau de la séquence PBS de I’ARN viral. Il y a donc
synthése d’un court brin d’ADN noté ADN(-) en 5°, qui
sera ensuite transféré a l’extrémité 3’ de I’ARN via
I’homologie de séquence entre les régions R.
L’¢longation se poursuit vers I’extrémité 5° formant ainsi
le premier brin d’ADN. En paralléle, la fonction RNase
de I’enzyme transcriptase inverse dégrade
progressivement la matrice ARN, a [’exception des
séquences PPT et cPPT, qui vont permettre 1’initiation de
la synthése d’un second brin, I’ADN(+). L’¢élongation de
ce dernier jusqu’en 3’ est suivie d’une dissociation de
I’ARNt. L’homologie des séquences des PBS permet au
brin (+) d’étre transféré vers le (-) pour finir sa
formation. Ce processus se termine par une synthése
simultanée des LTRs sur les 2 brins d’ADN entrainant la

formation d’une copie de séquences U3-R-US.

Cette phase débute par la transcription des genes viraux. Le provirus est transcrit par
I'"ARN polymérase II cellulaire en un seul transcrit primaire (ARN génomique) a partir du
premier nucléotide de R du LTR 5'. Le promoteur et les séquences activatrices (enhancers) de
la transcription sont situés dans la région U3. Le transcrit représente le génome viral complet
R-U5-gag-pol-env-U3-R, auquel s'ajoutent une coiffe en 5' et le poly A (environ 150
nucléotides) en 3'. Une partie des transcrits viraux va subir des processus d'épissage, alors que
I’ARNm non épissé va coder les protéines Gag et Pol et/ou sera dimérisé et encapsidé dans de
nouvelles particules en formation.

Chez les rétrovirus complexes tel le VIH-1, le transport dans le cytoplasme de I’ARN
génomique est réalisé grace une interaction Rev/RRE. Les ARN viraux comportent une coiffe
en 5’ mais également des séquences IRES (internal ribosome entry site) d’entrée interne du
ribosome. Ces séquences sont impliquées dans la traduction des protéines virales (Berlioz C
and Darlix JL 1995; Deffaud C and Darlix JL 2000; Brasey A, Lopez-Lastra M et al. 2003;
Ronfort C, De Breyne S et al. 2004 ). Les précurseurs Gag/Pol et Pol sont synthétisés a partir
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de PARNm génomique par les ribosomes « libres ». Le précurseur Env est traduit par les
ribosomes li¢s a la membrane du réticulum endoplasmique.

L'étape d'assemblage s'opére a la membrane plasmique de la cellule, ou peut avoir lieu au
niveau des membranes intracellulaires et les virions seront ensuite sécrétés par une voie de
sécrétion endosomale vers la membrane plasmique (Basyuk E, Galli T et al. 2003; Gould SJ,
Booth AM et al. 2003). Le précurseur Gag est au cceur du processus d'assemblage (Muriaux
D, Costes KS et al. 2004; Muriaux D and Darlix JL 2010).

Enfin, le bourgeonnement conduit au relachement de la nouvelle particule virale en dehors
de la cellule. La maturation des précurseurs polyprotéiques Gag et Gag-Pol a lieu pendant ou
apres le bourgeonnement. Les MA, CA et NC se réarrangent ensuite pour donner naissance a

une nouvelle particule virale infectieuse.

Maturation

~

Figure 7. La phase tardive du cycle de rf a
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m /\
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V- Quelques données sur les rétrovirus ASLVs et PERVs

A. Les rétrovirus aviaires de la famille des ASLVs

a) Geénéralités sur les ASLVs

Les virus de leucoses et de sarcomes aviaires (ASLVs) sont classés dans le genre
alpharetrovirus. Décrits depuis le début du siécle dernier, ils comprennent un nombre

important de souches et d’isolats viraux issus du poulet. On distingue :

1) Les virus réplicatifs et dépourvus de génes oncogenes, comme les virus de leucoses
aviaires (ALVs). L’inoculation d’un ALV a des poussins induit 1’apparition de leucoses, mais
celles-ci ne surviennent qu’apres un délai important. La transformation est 1i¢ a 1’intégration
et a I’activation par les LTRs virales d’un oncogene (myc, erbB) dans les cellules cibles du
virus. Le fait que les ALVs se transmettent verticalement de la poule aux poussins a permis
I’¢laboration de techniques permettant de détecter la protéine de la CA (p27) des ALVs dans
I’albumen de I’ceuf, et d’éliminer ainsi les poules reproductrices susceptibles de transmettre

les virus a leur descendance.

Outre la leucose lymphoide, les ALVs induisent également des myélocytomatoses
chez les poulets, ainsi qu’un spectre de tumeurs associées telles que des hémangiomes ou des
nephroblastomes (Wu X, Qian K et al. 2010). Le virus responsable de cette affection a été
identifi¢ comme appartenant a un nouveau sous-groupe de virus leucosiques aviaires, I’ALV-
J, qui résulte d’une recombinaison entre un virus exogene et un virus endogéne (Payne LN
1998). L’ALV-J, contrairement aux ALVs des autres sous-groupes, présente la particularité
d’étre capable d’infecter toutes les lignées de poulets puisqu’aucune lignée de poulets

résistante a 1’infection virale n’a pu étre identifiée (Venugopal K 1999).

i1) Les virus comportant des oncogenes ; parmi ces derniers il existe d’une part des
virus réplicatifs, les virus du sarcome de Rous (RSV), et d’autre part des virus défectifs pour
la multiplication virale :

- Le RSV induit la formation de tumeurs (sarcomes) chez le poulet quelques jours ou
quelques semaines seulement aprés inoculation. En culture, le RSV peut induire la
transformation de certaines cellules avec une grande efficacité, et les cellules transformées

restent capables de produire des virus infectieux. Ce pouvoir de transformation provient du
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gene v-src (viral-sarc) que le virus a acquis, selon toute vraisemblance, d’un rétrovirus proche
de ALV qui aurait capturé et modifi¢ accidentellement un c-s¥c¢ au cours de son cycle
réplicatif (Martin GS 2004).

- Les virus non réplicatifs possédent un ou deux oncogenes qui se sont insérés
en place des séquences codantes. Ils se répliquent en présence de virus complet de type ALV

tel le virus RAV.

Plusieurs familles de séquences endogeénes apparentées aux ASLV ont été décrites
dans le génome du poulet. On distingue: les ev (endogenous virus) dont les séquences sont
proches de celles des virus exogenes, et des formes endogenes plus €loignées, les EAV
(endogenous ancient virus), les ART-CH (avian retrotransposon from chicken genome) et les

CR1 (chicken repeat 1) (Borisenko L 2003; Huda A, Polavarapu N et al. 2008).

Récepteur
Sous-groupe . . N Exogéne ou (locus Pouvoir
d’ALV Virus prototype Prévalence Hote endogéne génétique chez oncogéne
1’hote)
A RAV-1, RPL-12 Commun Poulet Exo tv-a Oui
B RAV-2, MAV-2 Peu commun Poulet Exo tv-b Oui
C RAV-49, RAV-7 Rare Poulet Exo tv-c Oui
D RAV-50, CZAV Rare Poulet Exo tv-b Oui
E RAV-0, RAV-60 Commun Poulet Endo tv-b/tv-e Non
F RAV-61 Faisan de Endo
colchide
G Virus du faisan doré Faisan doré Endo
H RAV-62 Perdrix Endo
hongroise
1 Virus du colin de Colin de Gambel | Endo
Gambel
J ECPFS- 103, ADOL- Commun Poulet Exo et endo chNHE1 Oui

Tableau 1. Classification et propriétés des différents sous-groupes d’ALV. Adapté de Venugopal
(Venugopal K 1999).

Les ALVs ont été classés en différents sous-groupes (A a J). Cette propriété repose sur la
reconnaissance d’un récepteur spécifique par les différentes protéines d’enveloppe. Chez le
poulet, on trouve les sous-groupes A, B, C, D, E et J (tableau 1), E et J étant constitués de
virus endogenes. Les virus des sous-groupes F a I correspondant a des virus endogénes

trouvés chez d’autres oiseaux que le poulet (faisan, perdrix).
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b) Caracteristiques morphologiques et génomiques des ALVs

Les ALVs présentent une morphologie caractéristique des rétrovirus du type C; la
localisation du virion est donc extracellulaire, et sa nucléocapside est ronde et centrale (figure

8). Quant au génome, il comporte les s€quences classiques d’un génome simple (figure 9).

Figure 8. Morphologie d’une particule ALV. Vue au microscope électronique
d’un virion en cours de bourgeonnement (A) et d’un virion mature (B) (de Harven
E 1974). Les virions sont enveloppés et possédent une forme sphérique. Leur
taille est comprise entre 80 & 100 nm de diametre.
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MAp18, p2. p10, CAp27. NCp12. PRp15
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RTp&8. INp32
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Figure 9. Organisation génomique d’ALV. Adapté de Denesvre (Denesvre C and Dambrine G 2004). Schémas
de ’ADN proviral et des ARN transcrits connus a partir de ce génome. (i) L’ADN proviral est constitué des
LTRs qui contiennent les ¢léments de régulation de la transcription, ainsi que des régions codantes gag, pol, env.
Les geénes gag-pro codent pour les protéines matrice (MAp19), p2, pl0, capside (Cap27), nucléocapside
(NCp12) et protéase (PRp15). Le géne pol code pour la transcriptase inverse (RTp68) et I’intégrase (INp32). Le
géne env code pour les glycoprotéines de surface (SUgp85) et transmembranaire (TMgp37) (ii) Les ARN
transcrits représentés correspondent a I’ARN génomique et a I’ARN sous-génomique env. Certains ¢léments de

ces ARN sont indiqués comme les sites donneur et accepteur d’épissage. SD : site donneur d’épissage, SA : site
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accepteur d’épissage, AUG : codon d’initiation de la traduction, Stop : codon d’arrét de la traduction, AAAA :

queue polyadénylée.

B. Les rétrovirus endogenes porcins

a) Généralités sur les PERVs

Les virus endogénes porcins sont classés dans le genre gammarétrovirus. On distingue 3
classes de PERV (A, B et C) qui présentent des tropismes différents (Le Tissier P, Stoye JP et
al. 1997; Akiyoshi DE, Denaro M et al. 1998).

- PERV-A et -B sont présents dans les lignées germinales de tous les élevages testés
jusqu’a présent (Le Tissier P, Stoye JP et al. 1997). Le nombre de copies de PERV-A est en
général plus ¢€levé que celui de PERV-B. On retrouve 30 a 50 copies de provirus dispersées
dans le génome, dont la majorité est défective suite aux délétions et mutations accumulées.
Les classes A et B sont polytropes, elles sont capables d’infecter, in vitro, des lignées
cellulaires humaines et porcines (Takeuchi Y, Patience C et al. 1998; Patience C, Switzer WM
et al. 2001).

- PERV-C, quant a lui, est présent en quantit¢ moindre et dans certains cas absent des
¢levages (Patience C, Takeuchi Y et al. 1997; Bosch S, Arnauld C et al. 2000). La classe C est
écotrope, le virus infecte uniquement les lignées cellulaires porcines.

- Il existe aussi un recombinant PERV-A/C généré par recombinaison entre un PERV-A et
un PERV-C. Il est capable d’infecter des cellules humaines in vitro et se caractérise par un
taux de réplication trés €levé. Une autre caractéristique des PERVA/C est qu’aucune forme

endogene de ce virus n’a été trouvée (Denner J 2008).

Notons que d’autres rétrovirus endogenes existent dans le génome porcin, et qui
appartiennent au genre betarétrovirus. C’est le cas des séquences PMSN-1 et PMSN-4

présentes chez les porcs miniatures (Ericsson T, Oldmixon B et al. 2001).
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b) Caracteristiques morphologiques et génomiques des PERVs

Figure 10. La morphologie des particules PERV. D’aprés Preuss et al. (Preuss T, Fischer N et al. 2006), vues
au microscope électronique des virions matures (A, B, et C) et en cours de bourgeonnement (D, E, et F). Les
cadres A/D et B/E correspondent a des particules virales PERV-C issues de 2 lignées cellulaires porcines
différentes, MAX-T et ST-IOWA respectivement. Les cadres C/F représentent des particules PERV-A/PERV-B
provenant de la lignée cellulaire humaine HEK-293 infectée avec du surnageant de PK15. La barre dans le cadre

A représente 100 nm.

Les virions PERV sont extracellulaires, ils présentent donc une morphologie
caractéristique des rétrovirus du type C. Leur forme peut varier lors du bourgeonnement
(figure 10) avec I’apparition transitoire de pics (indiqués par des fleches sur la figure 10) sur
la surface de I’enveloppe pour les PERV-C alors que les PERV-A et -B en sont dépourvus
(Preuss T, Fischer N et al. 2006).

Le génome des virus endogenes porcins possede les mémes caractéristiques générales que

les autres rétrovirus a génome simple (figure 11).
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Figure 11. Organisation génomique de PERV. Adapté de Moalic (Moalic Y, Felix H et al. 2011). Schémas
de I’ADN proviral et des ARN génomique et sous-génomique. Sur le schéma du provirus sont indiqués les LTR
composés des fragments U3, R et U5, les régions codantes gag, pol, env, le signal d’encapsidation y et le PBS
nécessaire a la transcription inverse.

Les ARN génomique (8,3 kb) et ARN env (3.1kb) résultent de la transcription de I’ADN proviral. Ils comportent
une coiffe en 5’ et une queue poly A en 3’. Certains éléments de ces ARN sont indiqués comme les sites donneur
et accepteur d’épissage. SD : site donneur d’épissage, SA : site accepteur d’épissage, AUG : codon d’initiation

de la traduction, Stop : codon d’arrét de la traduction, AAAA : queue polyadénylée.

¢) Risques associés aux PERVs dans le cadre des xénotransplantations

Au cours de ces dernieéres années, de nombreux produits biologiques dérivés du porc
(facteur VIII de la coagulation, pancréatine, héparine, etc.) ainsi que des organes et cellules
pour la xénotransplantation, sont utilisés pour des applications cliniques chez I'homme (Yoo
D and Giulivi A 2000; Schneider MK and Seebach JD 2011). Le développement de certains
de ces produits a été considérablement freiné par la découverte, chez le porc, des rétrovirus
endogenes dont un certain nombre correspondent a des provirus entiers.

Des questions se sont donc posées sur la possibilité d’infection des cellules humaines par
PERYV et sur les conséquences que puisse générer une telle infection. Ainsi, il a été démontré
que certains PERVs sont capables d'infecter des cellules humaines in vitro (Patience C,
Takeuchi Y et al. 1997). De plus, une recherche de PERV infectieux a été réalisée sur une
lignée 293T sensible aux PERVs des sous-groupes A, B et C ; elle montre que seuls PERV-A
et PERV-B se transmettent du plasma des mini-porcs NIH vers les cellules humaines, et que
PERV-A est le seul capable de se répliquer et produire des virions apres infection (Lee D,

Kim NY et al. 2008).
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Par ailleurs, une étude a été réalisée afin d’évaluer les effets d’une infection par PERV a long
terme. Des cellules HEK-293 infectées ont été maintenues en culture durant 6 mois. Ceci a
permis de mettre en évidence un faible taux de mutation dans les séquences LTRs et des
différences insignifiantes dans la morphologie, croissance et apoptose des cellules aprés une
infection a long terme (Yu P, Zhang P et al. 2009).

Dans certains cas, on a retrouvé de I'ADN de porc ou de PERV chez des receveurs
humains, mais sans aucun signe de virémie ou d'infection (Yoo D and Giulivi A 2000;
Switzer WM, Michler RE et al. 2001; Denner J 2011).

La xénotransplantation reste a nos jours la premicre cause d’inquiétude a propos de la
transmission de PERV a ’homme. En cas d’infection de ’homme par PERV, cela pourrait
entrainer des proliférations, des immunodéficiences ou des maladies neurodégénératives. Bien
que le potentiel zoonotique de PERV demeure inconnu, le déséquilibre entre les demandes de
greffes et les ressources disponibles est tel que le recours a la xénotransplantation reste

toujours une solution envisageable.
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Chapitre II : L’intégrase et ’intégration rétrovirale

Dans ce chapitre, on présentera le processus d’intégration rétrovirale et 1’intégrase.
L’intégration représente une étape majeure du cycle rétroviral. Elle débute par la formation
d’un complexe de préintégration (PIC), au sein duquel I’intégrase est transportée dans le

noyau ou elle réalise I’insertion du génome viral dans I’ADN de la cellule héte.

I- Le transport nucléaire et le complexe de préintégration (P1C)

Suite a I’entrée du corps viral dans le cytoplasme cellulaire, la capside est rapidement
désassemblée. L’ARN viral se trouve dans un complexe, dit complexe de rétrotranscription
(RTC), qui contient certaines protéines virales. L’étape de transcription inverse de I’ARN
viral en ADN double brin se fait de fagon concomitante a la migration de ce complexe vers le
noyau, et aboutit a la formation du PIC. L’ADNc se retrouve alors dans le PIC, constitué des
protéines virales IN, MA, RT, NC et VPR (Bowerman B, Brown PO et al. 1989; Miller MD,
Farnet CM et al. 1997) (cf. ci-dessous) et cellulaires (Suzuki Y and Craigie R 2002; Lin CW
and Engelman A 2003; Llano M, Vanegas M et al. 2004). Parmi les protéines d’origine
cellulaire qui co-purifient avec le PIC, on cite deux protéines largement étudiées ; BAF
(Barrier to Autointegration) et HMGA la (High Mobility Group protein 1a), qui interagissent
avec I’ADN viral, et le facteur le plus connu LEDGF/p75, qui seront détaillés dans le chapitre
3.

Il était longtemps admis que, pour les oncorétrovirus, I’ADN viral n’accéde au génome
cellulaire qu’au moment de la mitose, lorsque 1’enveloppe nucléaire est déstructurée, limitant
leur capacité infectieuse a des cellules prolifératives. L’exemple le plus ¢tudié concernait le
passage au noyau du PIC de MLV dans des cellules mitotiques (Roe T, Reynolds TC et al.
1993; Yamashita M and Emerman M 2006). Ceci est remis en cause dans certains types
cellulaires. En effet, il a été récemment démontré que le virus MLV et des vecteurs dérivés du
MLV peuvent également infecter des neurones ainsi que des cellules neuroendocrines

bloquées au niveau du cycle cellulaire (Liu XH, Xu W et al. 2011).

Dans le cas des ASLVs, I'import de I’ADNc dans les noyaux de cellules bloquées
(cellules aviaires (DF-1), humaines (HeLa) et cellules de souris) au niveau du cycle cellulaire

a ét¢ également démontré (Kukolj G, Katz RA et al. 1998; Katz RA, Greger JG et al. 2002).
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Selon une étude récente, cet import ne dépendrait pas de la voie d’importine o (Andrake MD,
Sauter MM et al. 2008). D’autres auteurs ont cependant montré que I’IN d’ASV comporte une
séquence NLS localisée dans le CCD (résidus 161-173) nécessaire pour I’import nucléaire

(Levin A, Armon-Omer A et al. 2009).

Quant aux lentivirus, ils se distinguent des autres rétrovirus par un mécanisme
d’import nucléaire du PIC qui leur permet d’infecter des cellules ne se divisant pas. Le PIC
peut accéder donc au noyau de la cellule non proliférative en franchissant 1’enveloppe
nucléaire, a travers les pores nucléaires (CPN). Ces pores constituent un canal central
traversant 1’enveloppe nucléaire, et laissant diffuser les petites molécules dont la taille
n’excede pas 40 a 60 kDa. Or, le PIC du VIH-1 possede une taille relativement importante,
comprise entre 50 et 100 nm selon les auteurs. Le passage d’un complexe d’une telle taille se
fait par un mécanisme actif mettant en jeu plusieurs éléments comme des séquences NLS et
d’autres facteurs cités ci-dessous (pour une revue détaillée sur I’import nucléaire du PIC de

VIH-1, voir (Riviére L, Darlix JL et al. 2010)).

Plusieurs facteurs peuvent faciliter le passage du PIC dans le noyau, comme Ia
présence de la VPR capable d’induire des ruptures locales et transitoires dans 1’enveloppe
nucléaire (de Noronha CM, Sherman MP et al. 2001).

L’IN participe également a I’import nucléaire du PIC. Son association avec la
molécule d’ADN viral est indispensable pour assurer I’import nucléaire de ce dernier (Ikeda
T, Nishitsuji H et al. 2004 ). 1l a été récemment montré que I’import nucléaire de I’IN de VIH-
1 implique une interaction de son NLS localisée dans le coeur catalytique (résidus 161-173)
avec I'importine a (Levin A, Armon-Omer A et al. 2009). Le blocage de cette interaction
affecte la réplication virale, permettant ainsi de confirmer le role de I'IN dans I’import
nucléaire du PIC. Plus récemment, une interaction directe entre I’importine a3 et ’IN de VIH-
1 a été déterminée, et qui semble Etre requise pour I’import nucléaire de VIH-1 dans des
cellules interphasiques ou non prolifératives (Ao Z, Danappa Jayappa K et al. 2010).

La matrice pourrait également participer a I’import nucléaire du PIC mais son
implication reste trés controversée. En effet, une séquence impliquée dans la localisation
nucléaire de la matrice, via une interaction directe avec I’importine al, a été trouvée dans la
région N-terminale de la protéine. Cependant, I’implication de cette séquence dans I’import
nucléaire du PIC a été ultérieurement controversée (Freed EO, Englund G et al. 1995; Reil H,

Bukovsky AA et al. 1998; Mannioui A, Nelson E et al. 2005; Hearps AC, Wagstaff KM et al.
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2008 ). Plus tard, une autre séquence NLS a été¢ identifié dans la région C-terminale de la
matrice (Haffar OK, Popov S et al. 2000). Les résultats rapportés par ces auteurs indiquent
que la mutation des deux séquences N- et C-terminales de matrice se traduit par un défaut de
réplication du VIH-1 dans des macrophages.

Par ailleurs, une séquence triple brin de 99 nucléotides a été identifiée au centre de
I’ADN du HIV, appelée DNA flap central, et dont 1’absence cause une accumulation de
I’ADN viral au voisinage de la membrane nucléaire (Zennou V, Petit C et al. 2000). Notons
que certaines ¢tudes indiquent que le DNA flap central n’est pas essentiel pour la réplication
du virus (Marsden MD and Zack JA 2007). D’autre part, certains auteurs suggerent que la
séquence DNA flap est impliquée dans la décapsidation de VIH-1, qui aurait lieu au niveau de
la membrane nucléaire (Arhel NJ, Souquere-Besse S et al. 2007).

Enfin, une implication de la séquence cPPT-CTS, identifiée auparavant comme un signal
impliqué dans la transcription inverse, a été récemment signalée dans 1I’import nucléaire de

VIH-1 (Riviere L, Darlix JL et al. 2010).

1I- Le mécanisme d’intégration

La réaction d’intégration est catalysée par 1’intégrase. Cette enzyme se fixe aux extrémités
LTR de ’ADN viral, mature les extrémités par clivage d’un dinucléotide terminal en 3° (3°-
processing), et intégre de fagon covalente I’ADN viral dans le génome hote. Le mécanisme
d’intégration se termine par une troisieme et dernieére étape de réparation des lésions
chromosomiques; cette étape est réalisée par des protéines cellulaires impliquées dans la
réparation de I’ADN. Il en résulte une petite duplication des séquences cellulaires de part et

d’autres du virus, dont la taille est spécifique du virus (6 pb pour ASLV, 5 pb pou VIH-1).

La réaction compléte d'intégration est bri¢vement schématisée sur la figure 12.
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Figure 12. Mécanisme d’intégration, adapté de Freed (Freed EO 2001). Sont représentées les étapes de

clivage, de transfert de brins et de réparation. Le clivage correspond a 1’¢limination de 2 nucléotides adjacents
aux CA terminaux par I’intégrase. Le transfert de brins consiste en une liaison entre les extrémités 3° de ’ADN
viral et 5° de ’ADN cellulaire. Ce processus se termine par une étape de réparation, réalisée par les protéines

cellulaires, qui permet de combler les bréches provoquées par 1’insertion de I’ADN viral.

A. Clivage en 3’ et transfert de brins

L’ADN rétroviral se présente avec des extrémités franches correspondant aux
séquences LTRs (Guntaka RV, Mahy BW et al. 1975; Varmus HE, Guntaka RV et al. 1975).
Chaque extrémité virale comporte une séquence CANN dont le dinucléotide CA est tres
conserve entre les différents rétrovirus.

L’IN se fixe spécifiquement sur les extrémités de ’ADN viral et, par élimination du
dinucléotide NN, libére une extrémité 5° CA-OH. Cette réaction de clivage est appelée «3’-
processing» (Engelman A, Mizuuchi K et al. 1991; Vink C, Yeheskiely E et al. 1991). En
termes de spécificité, une mutation de la séquence CA abolit totalement 1’activité de I'IN
tandis que l’intégrité des séquences adjacentes est de moindre importance (Esposito D and
Craigie R 1998). Cette réaction de clivage a lieu dans le cytoplasme des cellules infectées
immédiatement apres I’étape de transcription inverse; elle nécessite la présence de molécules

d’eau (Engelman A, Mizuuchi K et al. 1991).
31



Notons que certaines intégrases rétrovirales sont également capables de couper une
séquence palindromique interne correspondant a une jonction LTR-LTR que I’on retrouve

dans les formes circulaires de I’ADN viral (Delelis O, Parissi V et al. 2007).

Le transfert de brins conduit ensuite a l'insertion covalente de 'ADN viral dans le
génome de la cellule infectée. Cette seconde réaction a lieu de fagon concomitante pour les
deux extrémités de I’ADN viral avec un décalage précis de paires de bases entre les deux
points d’insertion opposés. Elle correspond a une trans-estérification en une seule étape qui
met en jeu une attaque nucléophile réalisée par le groupement CA-OH de I’ADN viral sur une
liaison phosphodiester de I’ADN cellulaire, ce qui signifie qu’il n’existe pas d’intermédiaire
covalent entre I’enzyme et I’ADN (Engelman A, Mizuuchi K et al. 1991; Vink C, Yeheskiely
E etal. 1991).

In vitro, 1l est possible de reproduire le processus d’intégration d’une seule extrémité
en utilisant des oligonucléotides double-brin (ODNs) marqués, d’environ 15-20 paires de
bases, ou plus comme dans le cas de MLV (Jonsson CB, Donzella GA et al. 1993), mimant la
séquence des extrémités virales des LTR U5 ou U3 en présence de I’enzyme IN
recombinante. On peut visualiser 1’activité de coupure endonucléotique ou de transfert de
brins par ¢lectrophorése (Delelis O, Carayon K et al. 2008). Les deux réactions, 3’-processing
et transfert de brin, requiérent in vitro un cofacteur métallique (Mn”>", Mg’ ou Zn*")
(Engelman A and Craigie R 1995; Agapkina J, Smolov M et al. 2006; Carayon K, Leh H et al.

2010 ). Or, c’est certainement le Mngr qui intervient in vivo.

B. Désintégration

Enfin, ’inverse de la réaction de transfert de brin peut également étre observé in vitro
(Chow SA, Vincent KA et al. 1992). Cette réaction est appelée la désintégration ; elle peut
étre catalysée par I’IN entiere ou par le seul CCD. Aucune donnée expérimentale n’indique

aujourd’hui que cette réaction puisse se produire in vivo.

C. Réparation

Une derniére réaction, qui consiste en une réparation de ’ADN au site d’intégration,
compléte le mécanisme d’intégration. Il en résulte une duplication d'une courte séquence

chromosomique de part et d'autre de la séquence virale. Bien qu’une étude ait suggéré qu’une
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activit¢ ADN polymérase-ADN dépendante de 1’intégrase puisse étre impliquée dans cette
¢tape (Acel A, Udashkin BE et al. 1998), les facteurs DNA-PK, PARP-1 et NBSI seraient
responsables de la réparation selon certains auteurs (Brin E, Yi J et al. 2000), mais ceci n’est

pas confirmé (Ariumi Y, Turelli P et al. 2005).

- La DNA-PK (DNA-dependent protein kinase) est un composant clé du mécanisme
de NHEJ (Non-homologous end joining). DNA-PK est un complexe multiprotéique constitué
d’une sous-unité catalytique DNA-PKcs et d’un hétérodimeére Ku70/Ku86 qui reconnait et
fixe les extrémités d’ADN double brin (Lees-Miller SP and Meek K 2003). L’implication de
ce facteur dans I’étape de réparation a été proposée suite a une étude de 1’intégration
rétrovirale dans des cellules dont le géne codant la proté¢ine DNA-PK a ét¢ muté. L’infection
des cellules mutantes défectives en DNA-PK s’accompagne d’un taux élevé d’apoptose. Le
signal apoptotique a été attribué a la présence d’intermédiaires d’intégration non réparés
(Skalka AM and Katz RA 2005). Notons que le réle de la DNA-PK dans la réplication virale
ne s’arréte pas a I’étape de réparation ; en effet, selon une étude récente, la DNA-PK est
impliquée dans I’expression des geénes viraux de HIV-1, dii a son interaction directe avec

I’ARN pol II (Tyagi S, Ochem A et al. 2011).

- Poly(ADP-ribose) polymerase 1 est aussi une protéine impliquée dans la réparation
de I’ADN. Apres la fixation a ’ADN contenant un « gap », PARP-1 utilise NAD+ pour
catalyser 1’attachement de poly(ADP-ribose) a une variété d’enzymes de réparation d’ADN.
Puis, elle se dissocie de I’ADN laissant I’acces libre a d’autres protéines de réparation.
L’implication de PARP-1 dans 1’étape d’intégration rétrovirale a ét¢ montrée lors d’une étude
menée par Gaken et ses collegues, qui montre qu’une inhibition de I’activit¢ de PARP bloque
I’infection des cellules de HelLa, NIH 3T3 (« mouse fibroblasts ») et L1210 (« mouse
lymphoblastoid cells ») par les vecteurs rétroviraux (Gaken J, Tavassoli AM et al. 1996).
D’autres auteurs ont suggéré que PARP-1 est requise pour I’intégration du génome de HIV-1
au niveau des centromeéres, dans des cellules humaines et murines (Kameoka M, Nukuzuma S
et al. 2005). A part son implication dans I’intégration, un autre role a été suggéré pour PARP-
1 dans la réplication virale, notamment au cours de la transcription des génes viraux. En effet,
Parent et ses collegues ont montré que PARP-1 entre en compétition avec Tat ou avec le
complexe Tat/p-TEFb (positive transcription elongation factor b) au niveau de ’ARN TAR,
et agit ainsi comme un régulateur négatif de la transcription de VIH-1 (Parent M, Yung TM et
al. 2005).
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- NBSI (Nijmegen breakage syndrome-1 protein) est également une protéine qui agit
au niveau des cassures d’ADN (Lukas C, Falck J et al. 2003), au sein d’un complexe
contenant la kinase MREI1 (meiotic recombination 11 homologue), et RAD50 (Tauchi H,
Kobayashi J et al. 2001; Kobayashi J, Tauchi H et al. 2002). De plus, NSB1 peut également
recruter la kinase ATM (ataxia telangiectasia mutated) aux sites de cassure (Falck J, Coates J
et al. 2005) ; or, I’'implication de cette derniére dans la réparation de I’ADN n’est toujours pas
claire (Daniel R, Katz RA et al. 2001; Ariumi Y, Turelli P et al. 2005; Daniel R and
Pomerantz RJ 2005; Dehart JL, Andersen JL et al. 2005; Lau A, Swinbank KM et al. 2005).

Récemment, une étude a montré que NBSI se lie a I’ADN viral de VIH-1 et recrute
I’ATM kinase, induisant ainsi une intégration stable de I’ADN viral et empéchant une
apoptose diie a la présence d’intermédiaires d’intégration non réparés (Smith JA, Wang FX et

al. 2008).

D. L’intégration concertée

L’intégration correspond a I’insertion simultanée des deux extrémités d’un ADN viral
sur un méme site de I’ADN cellulaire ; on parle donc d’intégration concertée. La reproduction
de cette réaction in vitro nécessite I’incubation d’un ADN donneur composé d’un géne de
sélection (supF) et, au minimum, des 10-20 nucléotides terminaux des séquences LTR
(séquences att), avec un ADN receveur circulaire, représentant I’ADN cible, en présence de
I’IN recombinante purifiée (Goodarzi G, Im GJ et al. 1995; Hindmarsh P and Leis J 1999;
Yang F and Roth MJ 2001; Moreau K, Faure C et al. 2003; Sinha S and Grandgenett DP
2005).

L’intégration concertée est difficile a reproduire efficacement in vitro, et la réaction
peut donner naissance, a part les produits d’intégration concertée, a deux autres produits: (i)
des produits d’intégration non concertée correspondant a 1’insertion d’une ou de plusieurs
extrémités provenant d’un ou de plusieurs ADN donneur, sur différents sites de I’ADN
receveur, et (ii) des produits d’auto-intégration correspondant a 1’insertion d’un ADN donneur
dans un autre (figure 13).

Les ¢tudes ont montré qu’il existe plusieurs facteurs capables d’augmenter ’efficacité de
la réaction. Des protéines virales, tel la NCp7 (Carteau S, Batson SC et al. 1997; Carteau S,
Gorelick RJ et al. 1999; Gao K, Gorelick RJ et al. 2003; Cruceanu M, Urbaneja MA et al.
2006) ou des partenaires protéiques d’origine cellulaire, peuvent affecter 1’efficacité de la
réaction d’intégration concertée, comme les protéines cellulaires HMG I(Y) ou BAF (Harris
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D and Engelman A 2000). L’exemple le plus frappant est représenté par la protéine
LEDGF/p75 qui stimule fortement 1’intégration réalisée par I’IN du VIH-1.

Dans une réaction d’intégration in vitro, LEDGF/p75 favorise 1’intégration d’une seule
molécule d’ADN viral dans I’ADN cible, quand la réaction est réalisée sans un ordre précis
dans I’addition des protéines et des substrats. Au contraire, une réaction d’intégration
concertée efficace des 2 extrémités d’un ADN viral est observée quand les différents
composants de la réaction sont ajoutés dans I’ordre suivant : le complexe IN-ADN viral
préformé, suivi d’une addition de LEDGF/p75 (Pandey KK, Sinha S et al. 2007; Raghavendra
NK and Engelman A 2007). LEDGF/p75 stabilise donc la liaison de I’IN a I’ADN, stimulant
ainsi l’intégration concertée. D’autres ¢€tudes sont venues plus tard confirmer le role de
LEDGF/p75 dans I’intégration concertée (cf. § Oligomérisation de I'IN, et § Structure
cristallographique de I’IN).

ADN donneur
IN (s) O Figure 13. Modes d’intégration.

(o} o (i) intégration concertée correspondant a
+ ADN rec
o receveur 5. . . r
() I’insertion  simultanée  des  deux

extrémités de I’ADN donneur au niveau
du méme site de I’ADN receveur. (ii)
intégration non concertée résultant de

I’insertion d’une extrémité d’un ADN

donneur dans I’ADN receveur. (iii) auto-
intégration qui résultant de I’insertion
\ d’un ADN donneur dans un autre.

Intégration non Autointégration
—-—-'— concertée

Intégration concertée

III- L’intégrase

A. Généralités sur l’intégrase

L’intégration de I’ADN rétroviral dans le génome de la cellule hote est catalysée par

I’enzyme virale IN.
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a) Roles de I’IN dans le cycle de réplication virale

En plus des activités catalytiques citées ci-dessus (cf. § Le mécanisme d’intégration),
I’IN possede des propriétés non catalytiques essentielles pour le cycle de réplication.

Des études ont montré que certains mutants de I’IN, présentant des activités catalytiques
identiques a la protéine sauvage, affectent d’autres étapes de la réplication virale. Ainsi,
plusieurs mutations de I’IN bloquent la réplication virale au niveau de I’étape de transcription
inverse (Lu R, Limon A et al. 2004; Ao Z, Fowke KR et al. 2005; Tsurutani N 2000). Ce
phénotype pourrait étre expliqué par un changement dans la structure du complexe de
rétrotranscription. L’IN peut également agir indirectement sur la transcription inverse en
recrutant des protéines cellulaires, comme la SIP1/Gemin2 (détaillée dans le chapitre suivant)
(Nishitsuji H, Hayashi T et al. 2009).

Un autre role de I’IN concerne son implication dans I’import nucléaire du PIC (cf. § Le
transport nucléaire et le complexe de préintégration (PIC)). Bien que son mécanisme d’action
dans cette étape du cycle viral reste controversé.

Enfin, I’intégrase peut étre indirectement impliquée dans la régulation de la transcription de
I’ADN proviral. Suite au processus d’intégration, I’IN se trouve liée a I’ADN intégré, et sera
dégradée par la voie proteasome-ubiquitine. Elle interagit donc avec la VBPI1(von Hippel-
Lindau binding protein 1), un partenaire du complexe Cul2/VHL impliqué dans le processus
de polyubiquitylation, qui semble é&tre également impliqué dans la régulation de la

transcription des génes viraux (Mousnier A, Kubat N et al. 2007).

Domaine N-terminal Domaine central Domaine C-terminal
[ HHCC [ DDE |
Multimérisation Multimérisation Multimérisation
Domaine de liaison au zinc Domaine catalytique Domaine de liaison non
spécifique a TADN

Figure 14. Organisation des domaines de I’intégrase. L’IN est constituée de 3 domaines: (i) le domaine N-
terminal fixe les ions zinc via les résidus HHCC (ii) le domaine central contient le site catalytique D,D,E, et
reconnait I’ADN viral (iii) le domaine C-terminal responsable de la fixation non spécifique de I’ADN. Ces 3

domaines jouent également un réle dans la multimérisation de la protéine.
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b) Structure en domaines de I’IN

Des ¢tudes de digestion par des protéases, et des analyses de comparaison de
séquences de plusieurs INs ont permis de démontrer que I’'IN est composée de trois domaines
fonctionnels distincts (Johnson MS, McClure MA et al. 1986; Andrake MD and Skalka AM
1996) (figure 14).

- Le domaine N-terminal (NTD)

Il est constitué¢ approximativement des 50 premiers acides aminés. Le NTD contient
un motif HHCC (H : histidine, C : cystéine) conservé dans les INs de tous les rétrovirus et
rétrotransposons eucaryotiques (Khan E, Mack JP et al. 1991; Andrake MD and Skalka AM
1996); La taille de ce domaine est plus importante chez les gammarétrovirus, notamment chez
MLV, ou 50 acides aminés précédent le domaine HHCC (Johnson MS, McClure MA et al.
1986).

Ce domaine est impliqué dans la fixation des ions zinc. Cependant, la longueur de
I’hélice entre les histidines et les cystéines est plus longue que celle dans les doigts de zinc de
la majorité des facteurs de transcription. La structure du NTD de I’IN de VIH-1 a été résolue
par RMN (spectroscopie a résonance magnétique nucléaire) (Cai M, Zheng R et al. 1997) et
par cristallographie, et a montré que la fixation des ions zinc permet de stabiliser la
configuration des hélices alpha de ce domaine, et favorise la multimérisation de la protéine
(Zheng R, Jenkins TM et al. 1996). Concernant le réle du NTD, diverses études ont été faites
montrant que le role majeur de ce domaine est son implication dans la multimérisation de
I’IN. De plus, ce domaine semble jouer un rdle indirect dans la fixation de I’ADN viral

(Carayon K, Leh H et al. 2010 ).
- Le domaine core catalytique (CCD)

Il constitue une région centrale d’approximativement 150 acides aminés, caractérisé
par un motif DDE (D : acide aspartique, E : acide glutamique), sachant qu’entre le second
acide aspartique et I’acide glutamique, il existe 35 acides aminés. Ce domaine est essentiel
pour l’activité catalytique de I’'IN (Drelich M, Wilhelm R et al. 1992; Engelman A and
Craigie R 1992). La résolution de la structure du CCD de I’IN de VIH-1 a permis de mettre en

évidence son existence en état dimérique et sa capacité a fixer des ions Mg, nécessaires au

37



fonctionnement de 1’enzyme (Dyda F, Hickman AB et al. 1994). Ce domaine a été ensuite
cristallisé en complexe avec des ions Mg”", confirmant ainsi les résultats précédents (Goldgur
Y, Dyda F et al. 1998). Le CCD est aussi impliqué dans la multimérisation de I’IN. Dans le
cas de ASLV, la mutation du résidu N197C favorise 1’intégration non concertée in vitro suite
a une perte de la forme dimérique de I’IN (Moreau K, Faure C et al. 2004). Une autre fonction
décrite pour ce domaine est la reconnaissance de I’ADN viral (Jenkins TM 1997) et ’ADN
cellulaire (Appa RS, Shin CG et al. 2001).

- Le domaine C-terminal (CTD)

C’est le moins conservé des trois. Ce domaine est constitué¢ d’approximativement 70 a
100 acides aminés. Trois rdles ont été décrits pour le CTD. Au début, des analyses de
mutation et de délétion des INs de HIV-1 et ASV montre que le CTD posseéde une activité de
fixation a I’ADN (Lutzke RA, Vink C et al. 1994). Ensuite, la structure d’un fragment isolé
du CTD de I’IN de HIV-1 a été obtenue par RMN (Lodi PJ, Ernst JA et al. 1995) et révele la
présence d’un domaine SH3 présent sous forme d’un dimere en solution (Eijkelenboom AP,
Lutzke RA et al. 1995). Ce domaine SH3 pourrait étre impliqué dans la fixation de peptides
ou de protéines. Enfin, des études biochimiques ont montré la présence dans ce domaine de
résidus impliqués dans la multimérisation de I’IN de ASV et de VIH-1. Dans le cas de VIH-1,
une suppression du domaine CTD réduit fortement la capacité de formation de structures
oligomériques de la protéine (Lutzke RA and Plasterk RH 1998). Dans le cas d’ASLV,
Moreau et al. ont démontré que la mutation du résidu L240A réduit la dimérisation de I’IN et
sa capacité a catalyser une intégration concertée (Moreau K, Faure C et al. 2003). Pour MLV,
ce domaine contient une insertion de 36 acides aminés supplémentaires (Johnson MS,
McClure MA et al. 1986); la mutation de plus de 28 acides aminés du CTD supprime
’activité catalytique de I’IN (Jonsson CB, Donzella G A et al. 1996).

B. Oligomérisation de I’IN

En solution, I’'IN peut exister sous forme monomérique, dimérique, tétramérique ou
méme dans des états oligomériques d’ordre supérieur. De nombreux facteurs peuvent
influencer I’état d’oligomérisation de la protéine en solution : la concentration en substrats
d’ADN, en sel, en protéines, les interactions qu’elle peut avoir avec des cations, la présence
de détergents ou de glycérol (Deprez E, Tauc P et al. 2000; Leh H, Brodin P et al. 2000;
Deprez E, Tauc P et al. 2001; Villanueva RA, Jonsson CB et al. 2003). In vivo, ’intégrase
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fonctionne sous forme tétramérique afin de pouvoir effectuer I’intégration concertée (Bera S,
Pandey KK et al. 2009).

D’abord, il a été démontré que certaines combinaisons de mutants individuellement
inactifs de 1’intégrase, peuvent avoir une activité in vitro (Engelman A, Bushman FD et al.
1993; van Gent DC, Vink C et al. 1993; van den Ent FM, Vos A et al. 1999). 1l a ét¢ donc
suggéré que I’IN agit sous forme multimérique. Cette hypothese a été ensuite renforcée par les
résultats de différentes études qui ont suggéré qu’un dimére d’IN est requis a chacune des
deux extrémités de I’ADN viral durant la réaction de clivage et que ce dimére peut réaliser le
transfert de brins d’une seule extrémité du LTR (Bao KK, Wang H et al. 2003; Guiot E,
Carayon K et al. 2006). De plus, il a ét¢ démontré qu’une intégration concertée efficace
nécessite une forme multimérique de I’IN (Sinha S, Pursley MH et al. 2002), et suite a des
tests d’oligomérisation in vitro, Faure et al. ont montré, que seule la forme tétramérique de
I’IN est capable de réaliser I’intégration concertée (Faure A, Calmels C et al. 2005). Plus tard,
des données obtenues sur la structure de I'IN en complexe avec I’ADN viral sont venues
supporter le fait qu'un tétrameére d’intégrase se fixe sur I’ADN viral (Baranova S, Tuzikov
FV et al. 2007; Ren G, Gao K et al. 2007; Hare S, Gupta SS et al. 2010 ).

Certains facteurs peuvent contribuer a la stabilisation de ce complexe, comme la
protéine cellulaire LEDGF/p75. Une étude utilisant la méthode « mass spectrometry protein
footprinting » a montré, qu’il y a un changement dans la conformation de I’'IN de HIV au
niveau du segment flexible entre le CCD et CTD , suite a ’addition de I’ADN viral (Zhao Z,
McKee CJ et al. 2008). Au contraire, un tel changement dans la conformation de I’'IN n’est
pas observé en présence de LEDGF/p75 (McKee CJ, Kessl JJ et al. 2008). Ceci suggére que
LEDGF/p75 module différemment les structures de I’IN libre ou de I’'IN en complexe avec
I’ADN viral. Ces observations ont été confirmées par deux études structurales de I’intasome
menées par Hare et ses collegues, et Michel et ses collégues (Hare S, Di Nunzio F et al. 2009;
Michel F, Crucifix C et al. 2009) (cf. § Structure cristallographique de I’IN). puis par une
¢tude tres récente utilisant la technique de FRET (Forster Resonance Energy Transfer) dont
les résultats montrent deux conformations différentes du tétramere d’IN en présence de
I’ADN viral ou de LEDGF/p75 (Kessl JJ, Ignatov M et al. 2011).

Enfin, une déstabilisation de 1’oligomérisation de I’IN peut empécher son assemblage
avec ’ADN. Ainsi, la mutation de résidus impliqués dans la mutlimérisation de I’IN affecte
fortement 1’efficacité de la réaction d’intégration (Moreau K, Faure C et al. 2003; Moreau K,

Faure C et al. 2004). Une autre étude a montré qu’un peptide dérivé de LEDGF/p75 peut se
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lier spécifiquement a I’IN de VIH-1 et modifier son état d’oligomérisation, d’un dimére actif a
un tétramere inactif, incapable de catalyser la réaction de clivage en 3’ (Hayouka Z,

Rosenbluh J et al. 2007).

C. Structure cristallographique de I’IN

Les premiceres structures cristallographiques obtenues des INs ne comportaient que des
domaines isolés ou deux domaines sur les trois CCD/CTD d'une part et NTD/CCD d'autre
part.

Ces différentes structures montrent une conservation des structures monomeériques entre virus
et une conservation de 1’association entre les CCDs (association par les hélices al et 5)
(Bujacz G, Jaskolski M et al. 1995; Lodi PJ, Ernst JA et al. 1995).

Récemment, une association différente du dimére du CCD a été obtenue au sein de notre
¢quipe lyonnaise qui montre une association a trois hélices au lieu de deux (Ballandras A,
Moreau K et al. 2011).

La disposition des deux CTD est différente dans les structures des INs de VIH-1, RSV et SIV
(Eijkelenboom AP, Sprangers R et al. 1999; Chen Z, Yan Y et al. 2000; Yang ZN, Mueser TC
et al. 2000).

Pour ce qui concerne 1'association du domaine NTD au CCD, si un dimére du domaine NTD
est toujours présent au sein de la structure du double-domaine CCD/NTD, les surfaces
d'interaction sont nettement différentes par rapport au dimeére du domaine isol¢ (Dyda F,
Hickman AB et al. 1994). Ceci suggére une flexibilité¢ des domaines CCD et NTD par rapport

au domaine CCD.

Récemment, des modeles 3D de I’IN de VIH-1 seule, ou en complexe avec LEDGF/p75
en présence d’ADN viral ou cellulaire, ont été obtenus par microscopie électronique (Michel
F, Crucifix C et al. 2009). Les résultats obtenus suggérent que [’unité fonctionelle est
constituée de deux dimeres d’intégrases asymétriques en complexe avec deux molécules de
LEDGF/p75. Dans ce modele, le NTD ne dimérise pas, mais se trouve en contact avec le CTD
de la méme molécule d’IN. En présence de I’ADN, il y a un changement conformationnel du
NTD et du CTD. Ainsi, une seule molécule IN de chaque dimeére est impliquée dans la liaison
a I’ADN viral, et proceéde ainsi aux réactions de clivage et transfert de brins, tandis que 1’autre
molécule n’est impliquée que dans le positionnement de I’ADN viral au sein du site actif du

dimere opposé.
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Une structure en 3D de I’IN entiere de PFV (Prototype Foamy virus) présente au sein d’un
complexe avec I’ADN viral (figure 15) (Hare S, Gupta SS et al. 2010 ), et ’ADN cellulaire
(Maertens GN, Hare S et al. 2010) a été également résolue, permettant de confirmer qu’un
tétramere d’IN est nécessaire pour réaliser une intégration concertée. Ces travaux montrent
surtout une association inattendue du tetramere, dans laquelle I’interaction entre les CCDs
telle que observée jusque la n’a plus la méme importance. Les résultats de la premiere étude
montrent également qu’il existe une forte interaction entre I’'IN et ’ADN viral, capable de
résister a une incubation prolongée dans des conditions de forces ioniques élevées. La
structure 3D entre I’IN enti¢re de PFV et I’ADN viral révéle une sous-unité interne contenant
un dimere d’intégrase en liaison stable avec une molécule d'ADN viral, et une sous-unité
externe constituée d’une paire d’intégrase symétriquement reliée a la sous-unité interne,
formant ainsi un tétramére. L'interface du dimere est stabilisée par des interactions NTD-CCD
(sous-unité intérieure, sous-unité extérieure). Par contre, la structure obtenue du complexe IN
PFV-ADN cellulaire révele un espace entre les diméres d’IN au sein de 1’intasome qui facilite
la fixation de I’ADN cellulaire en multiple conformations. En se basant sur la structure de
I’intasome de PFV comme modéle, une modélisation de la structure de 1’intasome de VIH-1 a
été réalisée (Krishnan L, Li X et al. 2010), et qui a révélé I'importance du role inconnu
jusqu’a présent de 1’Arg20 et Lys266 dans la fixation de I’ADN. Pour une revue détaillée
récente sur les structures en 3D de I’'IN, voir (Li X, Krishnan L et al. 2011).

Par ailleurs, un modéle de D’architecture d’un dimére de I’IN entiére d’ASV a été
déterminé récemment par SAXS (small angle X-ray scattering) et cross-link. A I’inverse des
structures résolues par cristallographie des différents domaines de I’IN, ou I’interaction entre
les CCD semble jouer un role important, dans ce modele, un dimere d’IN entiere n’est stable
que par interaction CTD-CTD et par les interactions entre le NTD d’une sous-unité avec le

CCD et le CTD de I’autre sous unité du dimere (Bojja RS, Andrake MD et al. 2011).
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ADN viral

Figure 15. Structure en 3D de I’IN du Foamy Virus en association avec ’ADN viral (Hare S, Gupta SS et
al. 2010 ). Cette structure représente un tétramére d’intégrase, dont les monomeres en bleu et vert se trouvent a

I’intérieur du complexe, directement liés a I’ADN viral, alors que les monomeres en jaunes sont a I’extérieur du
complexe. Les sites catalytiques impliqués dans liaison a I’ADN viral sont également indiqués. CCD : central

core domain, CTD : C-terminal domain, NTD : N-terminal domain.

D. Les inhibiteurs de [’'IN

La protéine intégrase constitue une cible idéale pour la découverte de thérapies
antirétrovirales. Les données obtenues sur ses activités catalytiques, ont permis le
développement d’inhibiteurs par deux approches : soit par identification (i) d’inhibiteurs de la
réaction « 3’-processing » ; ces derniers ciblent I’'IN empéchant sa fixation a I’ADN viral, et
sont appelés INBI (IN DNA-Binding Inhibitors) (Deprez E, Barbe S et al. 2004), ou par
identification (ii) d’inhibiteurs de la réaction de transfert de brins, INSTI (IN Strand Transfer
Inhibitors), qui ciblent le complexe IN-ADN viral préformé et empéchent sa liaison a I’ADN

cellulaire (Hazuda DJ, Felock P et al. 2000).

Cependant, il n’y a que les INSTI qui ont montré un potentiel antiviral. C’est
essentiellement le cas de Raltegravir (Isentress@), qui a été développé en se basant sur une
¢tude menée par Hazuda et al. (Hazuda DJ, Felock P et al. 2000), et qui a été approuvé pour
I’utilisation clinique en automne 2007 comme la premiére drogue antirétrovirale dirigée
contre I’intégrase. Des études réalisées in vitro et in vivo ont montré que ce composé a une
activité sur des souches virales résistantes aux différents antirétroviraux utilisés jusqu’a
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présent : les inhibiteurs nucléosidiques, nucléotidiques et non nucléosidiques de la
transcriptase inverse, les inhibiteurs de la protéase et les inhibiteurs de fusion. Cependant,
comme avec les autres classes d’antirétroviraux, la résistance a cet inhibiteur a rapidement été
mise en évidence. Cette résistance est due a la sélection et a I’émergence, sous anti intégrase,
de variants viraux initialement minoritaires portant des mutations de résistance sur le géne de
I’intégrase et se multipliant sous la pression de sélection de cet inhibiteur. Il a été donc
conseillé d’associer le raltegravir a d’autres antirétroviraux actifs afin d’éviter 1’apparition
rapide de variants viraux résistants a cette nouvelle classe (Nguyen BY, Isaacs RD et al.

2011).

A T'heure actuelle, I’interaction entre LEDGF/p75 et I’intégrase constitue une nouvelle

cible séduisante et prometteuse pour la conception de nouveaux inhibiteurs antirétroviraux

(DuL, Zhao Y et al. 2008 ; Fan X, Zhang FH et al. 2011).
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IV- Les sites d’intégration

A. Les profils d’intégration

Il est actuellement établi que les rétrovirus sont partagés en 3 groupes selon leurs
préférences d’intégration (Mitchell RS, Beitzel BF et al. 2004).

Le premier groupe est constitué¢ des rétrovirus dont les profils d’intégration montrent une
préférence pour les genes actifs. On distingue : le VIH-1; en effet, une analyse des sites
préférentiels d’intégration du VIH-1 dans des lignées cellulaires humaines montre que 69% de
I’ensemble des intégrations ont lieu dans les genes transcriptionellement actifs (Schroder AR,
Shinn P et al. 2002; Lewinski MK, Bisgrove D et al. 2005), le SIV (Crise B, Li Y et al.
2005), le VIH-2 et le FIV (Kang Y, Moressi CJ et al. 2000).

Le second groupe contient les rétrovirus (MLV, PERV et FV) qui favorisent I’intégration
dans les sites d’initiation de la transcription et au niveau des ilots CpG. En effet, environ 20%
des événements d’intégration de MLV sont observés au niveau des extrémités 5° des unités de
transcription (Wu X, Li Y et al. 2003). De plus, environ 17% des intégrations ont lieu dans
une fenétre de 2 kb autour des ilots CpG, alors que ces fenétres ne représentent que 2% du
génome. Une fréquence élevée d’intégration (11%) a été également signalée au niveau des
sites ‘DNase I-hypersensitive’ (Lewinski MK, Yamashita M et al. 2006). Pareil pour PERV,
les résultats ont montré une forte similitude avec MLV, permettant ainsi de suggérer que les
gammarétrovirus possedent un profil commun concernant le choix des sites d’intégration
(Moalic Y, Blanchard Y et al. 2006; Moalic Y, Félix H et al. 2009). De méme, une intégration
au niveau des sites d’initiation de la transcription, et une préférence pour les ilots CpG ont été
observées pour le rétrovirus FV (foamy virus) (Trobridge GD, Miller DG et al. 2006).

Le dernier groupe inclue les ASLVs, HTLV-1 et MMTYV, et présentent une intégration
aléatoire. Ainsi pour les ASLVs, il a été montré que le niveau d’intégration dans les genes est
faible (40%), et que ces rétrovirus ne favorisent pas les sites d’initiation de la transcription
(Mitchell RS, Beitzel BF et al. 2004; Narezkina A, Taganov KD et al. 2004). De plus, un
niveau ¢levé de transcription semble inhiber I’intégration de I’ASV dans les génes (Weidhaas
JB, Angelichio EL et al. 2000; Maxfield LF, Fraize CD et al. 2005). Les rétrovirus aviaires
présentent donc un profil d’intégration plutot aléatoire ; Idem pour les rétrovirus HTLV-1 et

MMTV (Derse D, Crise B et al. 2007; Faschinger A, Rouault F et al. 2008).
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B. Les parameétres de sélection

Le choix du site d’intégration de I’ADN viral au sein du génome cellulaire dépend de
différents parametres (Lewinski MK, Yamashita M et al. 2006; Ciuffi A 2008):
- Structure de la chromatine : des études in vitro, mettant en jeu I’IN purifi¢e avec de
I’ADN nu comme ADN cible, ont montré que certaines DNA-BP (DNA-binding protein) sont
capables en se liant a ’ADN d’entraver ’accés a I’IN, empéchant ainsi 1’intégration (Pryciak
PM and Varmus HE 1992). Au contraire, le remplacement de I’ADN nu par de I’ADN associé
a des nucléosomes favorisait 1’intégration. La distorsion ou I’enroulement de I’ADN
semblaient induire une courbure favorable a I’intégration (Pryciak PM, Sil A et al. 1992;
Pryciak PM and Varmus HE 1992; Pruss D, Bushman FD et al. 1994). Ces études révélaient
donc une certaine préférence dans la sélection des sites d’intégration, liée a la structure de
I’ADN. Cependant, comme I’ADN cible existe sous forme de chromatine, ces résultats ne
représentaient pas les faits réels qui pourraient avoir lieu dans une cellule infectée. Ainsi
I’utilisation d’'un ADN cible associ¢ a 13 nucléosomes qui pourrait étre compacté en
chromatine par addition de I’histone H1 a permis de montrer que la structure de la chromatine
affecte la sélection des sites d’intégration du VIH-1 et de I’ASV de facons différentes. La
compaction de I’ADN semble stimuler 1’intégration par I'IN de 1’ASV, et défavoriser
I’intégration par I’IN de VIH-1 (Taganov KD, Cuesta I et al. 2004). De méme Lesbats et ses
collegues ont montré que la compaction du polynucléosome réduit 1’accessibilité de I’ADN a
I’IN inhibant I’intégration concertée réalisée par I’'IN du VIH-1 (Lesbats P, Botbol Y et al.
2011). Ainsi, une infection non productive pourrait donc étre le produit d’une intégration dans
des régions d’hétérochromatine (Jordan A, Defechereux P et al. 2001; Jordan A, Bisgrove D
et al. 2003). Or, il a ¢ét¢ montr¢ que pour VIH-1, Dlintégration dans les régions
d’hétérochromatines est un phénomene rare in vivo et elle n’est responsable qu’en partie de la
latence (Han Y, Lassen K et al. 2004; Lewinski MK, Bisgrove D et al. 2005). De plus, Shan L
et ses collegues ont montré récemment que ’interférence transcriptionnelle peut étre un des
principaux facteurs responsables de la maintenance de la latence du VIH-1, en montrant une
préférence d’intégration dans la méme orientation transcriptionelle du géne hote (Shan L,
Yang HC et al. 2011). Enfin, I’étude menée par Lesbats et ses collegues a montré également
que, bien que certaines structures de la chromatine puissent étre réfractaires pour 1’intégration,

le remodelage du nucléosome par le complexe SWI/SNF, mettant en jeu une interaction
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directe entre I’INI1 (integrase interactor 1) et I'IN de VIH-1, permet de franchir cette barricre
naturelle.

- La transcription : La transcription peut également jouer un réle dans la séléction des sites
d’intégration : (i) quand un ADN est transcriptionellement actif, I’intégration peut étre
bloquée a cause d’un encombrement stérique dii a la présence du complexe d’ARN
polymerase II, (i1) I'intégrase requiert un ADN double brin pour exercer 1’intégration, ce qui
n’est pas le cas durant une transcription active, (iii) la transcription peut un induire un
remodelage de la chromatine en une structure moins favorable pour I’intégration. Ce qui
explique que les centroméres sont défavorables pour I’intégration, alors que les ilots CpG ou
les séquences transcrites sont favorables. Ainsi, il a ét¢é montré que la présence de sites
d’intégation dans des régions promotrices, par exemple au niveau des ¢léments MAR (matrix
attachment regions) peut faciliter I’integration et la transcription rétrovirale (Kulkarni A,
Pavithra L et al. 2004). La préférence d’intégration dans les séquences transcrites a été
montrée par Maxfield et ses collégues, qui ont comparé la fréquence et la distribution de
I’intégration d’un rétrovirus aviaire dans le géne métallothionéine avant, et aprés 1’induction
par ZnSO4 (Maxfield LF, Fraize CD et al. 2005).

- L’intégrase : I'IN est considérée comme un déterminant principal du profil
d’intégration (Lewinski MK, Yamashita M et al. 2006). La construction d’intégrases
chimériques entre le VIH et le FIV (Shibagaki Y and Chow SA 1997) a permis de révéler
I’implication du domaine CCD et plus particulierement de I’acide aminé 119 de son hélice a2
(Appa RS, Shin CG et al. 2001) dans le choix des sites d’intégration (Harper AL, Sudol M et
al. 2003). De la méme maniére, un acide aminé en position analogue chez I’'IN d’ASV a été
identifié, et qui affecte le choix des sites d’intégration (Harper AL, Sudol M et al. 2003).

D’autre part, I’'IN peut interagir avec des protéines cellulaires capables d’influencer la
s¢lection des sites d’intégration (cf. chapitre 3, Les cofacteurs cellulaires de 1’intégration),
comme le facteur de transcription LEDGF/p75, qui interagit avec I’IN de VIH-1 et favorise le
ciblage des genes actifs (Ciuffi A, Llano M et al. 2005) (cf. § LEDGF/p75, chapitre 3).
Notons que pour les INs de PERV et d’ASLV (nos modeles d’étude), aucun cofacteur
cellulaire de I’IN impliqué dans la sélection des sites d’intégration n’a été, jusqu’a présent,

identifié.
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C. La sélection des sites d’intégration et la thérapie génique

Les rétrovirus, et particulierement les VIH et MLV, sont utilisés en tant que vecteurs dans
les thérapies géniques (Fischer A, Hacein-Bey-Abina S et al. 2011). Or, 'intégration des
vecteurs viraux dans certaines régions du chromosome est parfois accompagnée durant ces
thérapies de ’apparition de leucémies dans le modele animal et chez I’homme (Hacein-Bey-
Abina S, Von Kalle C et al. 2003; Alexander BL, Ali RR et al. 2007; Bushman FD 2007).
Afin d’éviter I’intégration dans certains sites, 1’utilisation de vecteurs non intégratifs est alors
envisagée (Wanisch K and Yénez-Mufioz RJ 2009). Une autre stratégie utilisée consiste a
cibler I'intégration dans des sites spécifiques du génome ; ainsi, I’intégrase fusionnée a un
doigt de zinc polydactil favorise 7 a 10 fois ’intégration sur un site spécifique (Giri MS,
Nebozhyn M et al. 2006), de méme la surexpression de protéines chiméres contenant le CTD
de I’IN fusionnée au NTD de la protéine HPAa modifie les sites d’intégration des vecteurs
HIV(Silvers RM, Smith JA et al. 2010). Les progres récents dans la caractérisation des profils
d’intégration des rétrovirus vont donc permettre de prévenir les effets adverses liés a
I’utilisation de ces vecteurs et permettre d’élargir I’application thérapeutique de cette
puissante stratégie (Bushman FD 2007; Qasim W, Gaspar HB et al. 2009; Bifti A, Bartolomae
CCetal. 2011).
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Chapitre I1I : Les cofacteurs cellulaires de I’intégration

Bien que I’intégrase recombinante seule soit nécessaire et suffisante pour réaliser
I’intégration in vitro, de nombreuses études indiquent que le virus recrute des cofacteurs
cellulaires lors de I’intégration in vivo ; certains agissent sur I’ADN viral au sein du PIC (cf. §
I- Les constituants cellulaires du PIC), d’autres interagissent directement avec 1’intégrase (cf.
§ II- Les partenaires cellulaires de I’'IN de VIH-1). La plupart des partenaires cellulaires de
I’IN, dont le role dans la réplication virale a été ¢lucidé, sont des cofacteurs de I’IN du VIH-1.
Récemment les cofacteurs cellulaires de I’IN de MLV ont été identifiés par double hybride,
mais dont le réle dans la réplication virale reste inconnu (cf. § III- Les partenaires cellulaires
de ’IN de MLV). Parmi ceux-ci, le facteur Brd2 auquel on va s’intéresser dans cette étude.
L’identification de tels cofacteurs cellulaires et la compréhension de leurs rdles dans
I’intégration faciliteront le développement de thérapies antivirales basées sur I’inhibition de

I’intégration.

En ce qui concerne les cofacteurs cellulaires des INs d’ASLV et de PERV, aucune
recherche de partenaires de I’IN de PERV n’a été réalisée jusqu’aujourd’hui. Par contre, pour
ASLYV, une seule protéine cellulaire, Daxx (death associated protein), a ét¢ identifiée comme

partenaire de cette IN (Greger JG, Katz RA et al. 2005) (cf. § Daxx).

I- Les constituants cellulaires du PIC

A. HMGAla

HMGA1a (High Mobility Group chromosomal protein A1) a été isolée a partir du PIC
de VIH-1 (Farnet CM and Bushman FD 1997). Les membres de cette famille possedent la
capacité¢ de lier ’ADN et les protéines. Concernant son role dans I’intégration, HMGA1la
semble stimuler I’intégration concertée de VIH-1 et ASV, in vitro (Hindmarsh P, Ridky T et
al. 1999). Elle pourrait se lier aux LTRs, rapprochant ainsi les deux extrémités virales et
induisant la décondensation des LTRs, ce qui en faciliterait I’accés a I’IN. Par contre, son role
dans I’intégration in vivo est remis en question (Beitzel B and Bushman F 2003). Une étude
récente a démontré que HMGA 1a serait impliquée dans la régulation de 1’épissage spécifique

des sites de ’ARN de VIH-1 (Tsuruno C, Ohe K et al. 2011).
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B. BAF

En utilisant des PICs isolés de cellules infectées par MLV ou VIH-1 dans une réaction
d’intégration in vitro, on observe une préférence d’intégration de ’ADN viral dans I’ADN
cible ajouté a la réaction, plutot que dans I’ADN viral lui-méme. Ainsi, un facteur cellulaire,
barriere d’autointégration (BAF), qui empéche cette autointégration suicidaire a été isolé du
PIC de MLV (Lee MS and Craigie R 1994), puis du PIC de VIH-1 (Lin CW and Engelman A
2003).

BAF interagit avec ’ADN (Zheng R, Ghirlando R et al. 2000), interagit directement
avec les histones H3 et H1.1 (Montes de Oca R, Lee KK et al. 2005), mais également avec
des protéines nucléaires possédant un domaine LEM conservé (LAP2, Emerin, MAN1), en
présence ou en absence d’ADN (Lee KK, Haraguchi T et al. 2001; Shumaker DK, Lee KK et
al. 2001; Suzuki Y, Yang H et al. 2004). Ces résultats suggérent que le complexe
chromatine/BAF/emerin/MANI1 joue un rdle crucial dans [’assemblage nucléaire post-
mitotique et dans la décondensation de la chromatine. Le fait que BAF puisse compacter
I’ADN (Skoko D, Li M et al. 2009) pourrait expliquer 1’inaccessibilit¢ de cet ADN pour

I’autointégration.

II- Les partenaires cellulaires de I’IN de VIH-1

Un nombre croissant de partenaires de I’IN du VIH-1 a été identifié ces dernicres années.
Tous ne jouent pas un role au cours du processus intégratif lui-méme, mais peuvent intervenir
au cours d’autres étapes du cycle viral. On distingue ainsi, ceux qui sont impliqués dans
différentes étapes pré-intégratives, ceux qui sont impliqués dans I’intégration proprement
parlé, et ceux qui sont impliqués dans les étapes post-intégratives. Parmi ces facteurs,
LEDGF/p75 (cf. ci-dessous) constitue un facteur majeur et a fait I’objet de nombreux travaux

ces derniéres années.

A. Les cofacteurs impliqués dans les étapes pré-intégratives

a) Gemin2

Gemin2 est un membre du complexe SMN (Survival Motor Neuron), qui est impliqué
dans 1’assemblage des snRNPs (Spliceosomal small Nuclear Ribonucleoproteins). Gemin2 a
¢été identifiée par double hybride comme partenaire cellulaire de I’IN de HIV-1 (Hamamoto S,

Nishitsuji H et al. 2006). Cette interaction implique une région de 101 acides aminés (résidus
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137-238) de la protéine Gemin2 et le domaine C-terminal de I’intégrase. Ce facteur stimule in
vitro 1’assemblage de I’IN et la RT au niveau de I’ARN génomique afin d’activer la

transcription inverse (Nishitsuji H, Hayashi T et al. 2009).

b) Transportin/SR2

La protéine Transportin-SR2 (TRN-SR2 ou TNPO3) est un membre de la famille
importin-f, qui reconnait les régions riches en sérine/arginine dans les facteurs d’épissage des
pré-ARNm, et transporte ensuite ces facteurs vers le noyau.

La Transportin-SR2 a ¢ét¢ identifiée comme un cofacteur de la réplication de VIH-1 par
deux dépistages ARNi du génome (« genome-wide RNAI screens ») (Brass AL, Dykxhoorn
DM et al. 2008; Konig R, Zhou Y et al. 2008), et I’a été¢ confirmé par une étude récente
(Krishnan L, Matreyek KA et al. 2010). Une interaction directe entre TRN-SR2 et I’'IN de
VIH-1 a été montrée par double hybride et validée par pull down (Christ F, Thys W et al.
2008). Cette protéine serait impliquée dans I’import nucléaire de VIH-1, comme le montre des
expériences de KO du gene. En effet, le KO de TRN-SR2 (i) réduit la formation des ADNs
circulaires (ADN formés dans le noyau des cellules) (ii) réduit le pourcentage des particules
virales observées au niveau de la membrane nucléaire (Albanese A, Arosio D et al. 2008).

Cependant, des travaux récents suggerent que le role de la TRN-SR2 dans I’infection
par VIH-1 impliquerait plutot la CA, bien qu’a ce jour, aucune interaction n’ait ét¢ démontrée

entre la capside virale et la TRN-SR2 (Krishnan L, Matreyek KA et al. 2010).

c) Importin

Imp7 est I’une des nombreuses importines qui se lient aux protéines ribosomiques des
cellules des mammiferes, et jouent un role dans I’'import nucléaire. Des essais d’import
nucléaire réalisés dans un systeéme reconstitué¢ in vitro ont permis de montrer que I’Imp7
contribue a I’import du complexe de reverse transcription de VIH-1 vers le noyau (Fassati A,
Gorlich D et al. 2003). Par des essais de co-immunoprécipitation, une interaction entre 1’imp7
et 'IN de VIH-1 a été montrée, et par des analyses de mutagenese, deux régions dans le
domaine C-terminal de I’IN importantes pour la liaison avec I’imp7, ont été déterminées (Ao

Z, Huang G et al. 2007).

Récemment, une autre importine (I’'Impa3) a ét¢ identifié¢e comme un partenaire de

I’IN de VIH-1. Un knockdown (KD) par shRNA (short hairpin RNA) de I'impa3 diminue
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significativement l’infection de VIH-1 dans des cellules HelLa, CD4(+) C8166T et des
macrophages primaires. Des analyses par RT-PCR ont montré que le KD de I'impa3 n’a
aucun effet sur la transcription inverse du virus mais réduit le taux d’ADN viral circulaire
suggérant un role de I'impa3 dans I’import nucléaire de VIH-1 (Ao Z, Danappa Jayappa K et
al. 2010). Deux régions dans le CTD de I’IN de VIH-1 sont requises pour son interaction avec

I’Impa3 et dans I’import nucléaire de I’ADN viral (Jayappa KD, Ao Z et al. 2011).

B. Les cofacteurs impliqués dans [’intégration

a) SNF5/INII

Le facteur INIl (Integrase Interactor 1) est 1’homologue humain du facteur de
transcription SNF5 chez la levure. SNF5/INI1 est une sous-unité du complexe SWI/SNF. Ce
complexe, trés conservé chez les eucaryotes, est impliqué dans le remodelage des structures
de la chromatine réfractaires pour I’intégration (Lesbats P, Botbol Y et al. 2011).

SNF5/INI1 est le premier co-facteur cellulaire de I’IN de VIH-1 a avoir été identifié,
par double hybride. Son interaction avec I’IN faciliterait la liaison de cette derniére avec
I’ADN (Kalpana GV, Marmon S et al. 1994).

D’autres données suggerent que SNF5/INI-1 interviendrait a différentes étapes du
cycle de la réplication virale :

- Une premicre série d’expériences suggere que SNF5/INI1 pourrait participer a une
réponse cellulaire antivirale. En effet, peu aprés son entrée dans la cellule, le virus induit la
relocalisation des protéines SNF5/INI1 et PML du noyau vers le cytoplasme, ou elles vont co-
localiser avec le PIC pour étre ensuite réimportées dans le noyau (Turelli P, Doucas V et al.
2001).

- L’expression de I'INI-1 dans des cellules INI-1™" (cellules MON) provoque une
augmentation de la production des particules virales (Yung E, Sorin M et al. 2001); le
fragment S6, le domaine minimal permettant I’interaction de INI-1 avec I’IN, est impliqué
dans les étapes tardives de la réplication virale, essentiellement 1’assemblage et le
bourgeonnement du virus (Yung E, Sorin M et al. 2001).

- Des résultats obtenus par PCR quantitative montrent une accumulation des formes
circulaires a 2 LTR suite a un KO de SNF5/INI-1(Maroun M, Delelis O et al. 20006),

suggérant un controle de INI-1dans le contrdle de la recombinaison des formes circulaires.
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-. Il a été également démontré que INI1 peut également jouer un réle dans les étapes
post-intégratives en participant a la régulation de la transcription de VIH-1 par le biais de la
protéine Tat (Ariumi Y, Serhan F et al. 2006; Tréand C, du Chéné I et al. 2006).

Enfin, le role de I’'INI1 semble étre multifactoriel dans le cycle et reste encore assez

peu clair.

b) P300

P300 est une acétyltransférase cellulaire qui module la conformation de la chromatine
par acétylation des histones. L’interaction entre p300 et I’IN de VIH-1 a été montrée in vitro
et dans les cellules, par la technique de FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer
Technique) (Cereseto A, Manganaro L et al. 2005 ). Ces auteurs ont suggéré que p300 serait
impliquée dans I’acétylation de I'IN, et que cette acétylation faciliterait D’activité de
« transfert de brins » de I’IN en augmentant son affinité pour I’ADN. Les mutations des sites
d’acétylation de I'IN répriment la réplication du virus en inhibant le transfert de brins
(Cereseto A, Manganaro L et al. 2005 ). Une seconde étude a confirmé I’implication de p300
dans I’acétylation de I’'IN, mais contredit le fait que cette acétylation soit indispensable pour
la réplication virale (Topper M, Luo Y et al. 2007). Trés récemment, il a ét¢ démontré que la
reconnaissance de 1’acétylation de I’intégrase par la protéine KAP1, membre de la famille
Trim, induit une déacétylation en formant un complexe contenant la déacétylase HDACI, et.
inhibe I’intégration (Allouch A, Di Primio C et al. 2011). Ainsi, le débat sur I’importance de
I’acétylation de Dl’intégrase dans la réplication virale continue et nécessite des analyses

complémentaires.

¢) LEDGF/p75

LEDGF/p75 «Lens Epithelial Derived Growth Factor/p75 » est une protéine nucléaire,
intimement liée aux chromosomes. LEDGF est un membre de la famille des Hepatoma-
derived growth factor related proteins (HRP).

L’interaction entre LEDGF/p75 et 'IN de HIV-1 a été découverte séparément par
deux groupes, en analysant des protéines associées a I’IN de VIH-1 dans des cellules
humaines (Cherepanov P, Maertens G et al. 2003; Turlure F, Devroe E et al. 2004), et en
recherchant les interactants de I’IN par double hybride (Emiliani S 2005). L’interaction entre

les deux partenaires met en jeu un petit domaine d’environ 80 résidus qui se trouve dans la
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région C-terminale de LEDGF/p75, appelé IBD (IN-Binding Domain) (Cherepanov P, Devroe
E et al. 2004) (figurel6) et la région couvrant les résidus 165-173 de I'IN d’VIH-1. La
mutation du résidu Q168 n’affecte pas 1’activité enzymatique de I’IN mais uniquement son
interaction avec LEDGF/p75 (Emiliani S 2005; Busschots K 2007).

Actuellement, LEDGF/p75 est reconnue comme un partenaire spécifique des
intégrases des lentivirus, et un des constituants cellulaires du PIC (Llano M, Vanegas M et al.
2004; Cherepanov P 2007).

Récemment, deux études structurales de 1’intasome menées par Hare et ses collégues,
et Michel et ses collegues (Hare S, Di Nunzio F et al. 2009; Michel F, Crucifix C et al. 2009)
ont montré un changement de la conformation de I’'IN en présence de LEDGF/p75. De plus,
une étude plus récente utilisant la technique de FRET (Forster Resonance Energy Transfer)
dont les résultats montrent deux conformations différentes du tétramere d’IN en présence de

I’ADN viral ou de LEDGF/p75 (Kessl JJ, Ignatov M et al. 2011).

Dimére d'IN

“ LEDGF/p75

Figure 16. Organisation des domaines de LEDGF/p75 (Ciuffi A, Llano M et al. 2005). LEDGF/p75 contient
530 acides aminés. On distingue plusieurs domaines fonctionnels : (i) Un domaine de 92 résidus en N-ter
contenant un motif trés conservé PWWP (Pro-Trp-Trp-Pro) qui agit comme un domaine d’interaction protéine-
protéine (Stec I, Nagl SB et al. 2000), et comme un domaine de fixation a I’ADN (DBD) (Qiu C, Sawada K et al.
2002). (ii) Deux copies d’un motif appelé crochet AT, qui se lient aux régions de I’ADN riches en AT, ont été
retrouvées entre les résidus 178-183 et 191-197. La capacité de LEDGF/p75 a s’associer a la chromatine
nécessite la coopération du domaine PWWP et du crochet AT (Turlure F, Maertens G et al. 2006). (iii) Un
domaine de fixation a I’IN (IBD) constitué¢ de 80 acides aminés et qui se trouve dans la région C-terminale
(Cherepanov P, Devroe E et al. 2004). De plus, une séquence de localisation nucléaire (NLS) a été trouvée entre

les résidus 148-156 (indiquée par une fleche).

Un nombre important d’études a souligné I’importance de LEDGF/p75 dans la
réplication de HIV-1 ;

- La mutation des résidus de I’IN impliqués dans son interaction avec LEDGF/p75
(R166 et Q168) bloque la réplication virale au niveau de I’étape d’intégration (Emiliani S

2005).
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- In vitro, I’addition de LEDGF/p75 dans une réaction d’intégration, stimule
I’intégration en favorisant I’affinité de I’IN pour I’ADN (Cherepanov P 2007).

- La réduction du niveau d’expression de LEDGF/p75 par RNAi génére trois
conséquences tres importantes: (i) dans les cellules en interphase, la majorité de I’IN se trouve
localisée dans le cytoplasme des cellules plutot que dans le noyau en présence de LEDG/p75,
(i1) les INs se dissocient du chromosome, (iii) cette redistribution est accompagnée d’une
réduction du taux des INs. Ces observations montrent que LEDGF/p75 est un cofacteur
important de I’IN, impliqué dans la stabilit¢ de I’'IN (protection contre 1’ubiquitination et la
dégradation par le protéasome), dans la localisation de I’IN au noyau et dans 1’association de
I’IN a la chromatine. En signalant que I’IN est aussi, la cible d’une dégradation par le systeme
ubiquitine-protéasome cellulaire (Shun MC, Raghavendra NK et al. 2007).

- La déplétion partielle de cellules humaines en LEDGF/p75 conduit a une sélection
des sites d’intégration du VIH-1 différente par rapport aux cellules normales. L’intégration du
VIH-1 se faisant normalement dans les unités de transcription, celle-ci devient plus fréquente
dans les régions riches en GC en I’absence de LEDGF/p75 (Ciuffi A, Llano M et al. 2005).
Par ailleurs, 1’analyse des sites d’intégration de VIH-1 dans des cellules de souris KO pour le
gene codant LEDGF/p75 a confirmé sa capacité a diriger I’intégration dans les unités
transcriptionnelles, loin des régions promotrices et des ilots CpG (Shun MC, Raghavendra
NK et al. 2007; Ciuffi A 2008).

- Inversement, des expériences de sur-expression de LEDGF/p75 ont été également
réalisées; Une surexpression de la région IBD de LEDGF/p75 fusionnée avec la GFP (Green
Fluorescent Protein) entraine une inhibition de la réplication virale dans des cellules HeLaP4
et MT-4, au niveau de ’intégration (De Rijck J, Vandekerckhove L et al. 2006).

La surexpression d’une forme dominante négative de LEDGF/p75 a permis la
sélection de virus résistants dont I’intégrase a ét¢ mutée (résidus A128 et E170). Bien que
I’affinit¢ de I’'IN mutée pour LEDGF/p75 a été réduite, le virus résistant est toujours
dépendant de LEDGF/p75 pour sa réplication, confirmant ainsi le réle primordial de ce

facteur cellulaire (Hombrouck A, De Rijck J et al. 2007).

Selon le modele admis actuellement (Engelman A and Cherepanov P 2008),
LEDGF/p75 associée a la chromatine agirait comme un récepteur pour le PIC et dirigerait
I’intégration vers le locus génomique le plus proche (figure 17). En absence de LEDGF/p75,
les PICs restent capables d’engager une voie indépendante du facteur LEDGF/p75.
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Figure 17. Modéle représentant le Réle de
LEDGEF/p75 dans ’intégration de HIV-1 (Engelman

A and Cherepanov P 2008). Le nucléosome, I'unité de

base de la chromatine, est constitu¢é par des histones

représentés en ovales de couleur gris, associés aux
w chromosomes représentés par des lignes oranges. (A)
‘\Q Chromatine LEDGF/p75 interagit d’une part avec I’IN par son domaine

¥ L .
TDG(G)TNA(C/)CHA IBD, et d’autre part avec I’ADN cellulaire via son domaine
AHCICIEANT(BN)GDT

PWWP (capable de reconnaitre un facteur X non identifi¢
encore) et ses crochets AT. L’interaction avec LEDGF/p75
dirige ainsi I’intégration du PIC du VIH-1 dans des sites
préférentiels des chromosomes. L’intégration peut se faire au
sein d’une séquence palindromique préférentielle décrite pour

VIH-1 (dont la séquence est indiquée). (B) En absence de

' e e‘ - 0 0 LEDGF/p75, les PICs restent capables de s’intégrer mais de

fagon indépendante de I’intégration dirigée par LEDGF/p75 et
du facteur X.

d) YYI

YY1 (YinYang 1) est un co-facteur cellulaire du PIC. Son interaction avec les INs de
VIH-1, MLV et ASV, a ¢ét¢é montrée par co-immunoprécipitation et pull down.
L’immunoprécipitation de la fraction cytoplasmique de cellules infectées par MLV, suivie
d’un southern blot et de chIP (chromatin immunoprecipitation) ont montré que YY1 s’associe
avec I’ADN viral de MLV. In vitro, YY1 stimule les activités catalytiques des trois INs. Une
déplétion du geéne dans les cellules NIH 3T3 réduit I’intégration de MLV in vivo (Inayoshi Y,
Okino Y et al. 2010).

C. Les cofacteurs impliqués dans les étapes post-intégratives

a) VBPI

VBP1 (Von Hippel Lindau binding protein 1), ou préfoldine3, constitue une sous-unité
d’un complexe constitué¢ de 6 préfoldines. La préfoldine se lie a des protéines cibles non
natives, comme 1’actine ou la tubuline, et les transfére a la chaperonine cytosolique qui

facilite alors leur repliement (Vainberg IE, Lewis SA et al. 1998). Elle pourrait également
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s’associer a la protéine pVHL permettant ainsi la polyubiquitination des protéines cibles et
leur dégradation par le protéasome 26S (Tsuchiya H, Iseda T et al. 1996).

La protéine VBPI est un cofacteur cellulaire de I’'IN identifi¢ par criblage double
hybride (Rain JC, Cribier A et al. 2009). Elle jouerait un rdle entre les étapes d’intégration et
de transcription. En effet, une inhibition de I’expression de VBPI diminue la
polyubiquitylation de I’intégrase et provoque sa stabilisation. Ainsi, I’interaction de la VBP1
avec ’IN permettrait la dégradation, par le systéme proteasome-ubiquitine, de I’'IN qui se
trouverait toujours liée a I’ADN viral aprés son intégration. La fixation de I'IN par VBP1 va
¢galement entrainer le recrutement du complexe Cul2/VHL (cullin2-based von Hippel-Lindau
ubiquitin ligase), dont VBPI1 fait partie. Ce complexe pourrait étre impliqué dans la régulation
de la transcription des génes viraux, suggérant ainsi un role indirect de I’IN dans la phase

post-intégrative (Mousnier A, Kubat N et al. 2007).

b) EED

EED, produit du gene eed (Embryonic Ectoderm Development gene), agit comme un
répresseur de la transcription.

EED a ét¢ initialement identifi¢ comme étant un partenaire de la protéine MA de VIH-
1 par criblage double hybride (Peytavi R, Hong SS et al. 1999), puis comme un partenaire de
la protéine Nef (Witte V, Laffert B et al. 2004; Rakotobe D, Tardy JC et al. 2007).

Des analyses de mutagenése et des essais pull down ont mis en évidence des sites dans
le domaine C-terminal de la protéine EED (résidus 212-264) capables de fixer I'IN (Violot S,
Hong SS et al. 2003). De plus, en examinant la distribution cellulaire de I’IN par IEM
(ImmunoElectron Microscopy), EED co-localise avec I’IN et la MA (Violot S, Hong SS et al.
2003). Notons qu’une ¢tude structurale récente a permis de caractériser I’interaction IN-MA-
EED (Rakotobe D, Violot S et al. 2008).

EED pourrait stimuler 1’intégration in vitro, et la co-localisation EED-MA-IN permet
de suggérer un réle de EED dans les étapes précoces du cycle viral (Violot S, Hong SS et al.
2003). Par contre, Rakotobe et ses collegues suggerent que EED exercerait une activité
antivirale durant la phase tardive du cycle de réplication, au moment du rassemblement de la
nouvelle particule virale, et que son interaction avec Nef semble inverser cet effet négatif

(Rakotobe D, Tardy JC et al. 2007).
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¢) RADIS

Rad18 appartient a la machinerie de réparation de ’ADN (Broomfield S, Hryciw T
et al. 2001; Inagaki A, Sleddens-Linkels E et al. 2011). Une interaction entre Rad18 et I'IN de
VIH-1 a été montrée par des études de co-immunoprécipitation et de co-localisation (Mulder
LC, Chakrabarti LA et al. 2002). L’interaction entre Rad18 et I’IN pourrait permettre de
stabiliser I’'IN (Mulder LC, Chakrabarti LA et al. 2002).

Par ailleurs, Rad18 pourrait inhiber I’infection virale d’une fagcon non-spécifique en

interagissant avec I’ADN viral (Lloyd AG, Tateishi S et al. 20006).

d) RADSI

Une interaction physique entre I’IN de VIH-1 et RADS1 a été démontrée au départ par
ELISA. In vitro, I’addition de RADS51 affecte négativemement la réaction d’intégration
concertée catalysée par I’IN, suggérant un role de répression de l’intégration par RADSI
(Desfarges S, San Filippo J et al. 2006). RADS1 est supposée agir soit par un effet direct sur

I’IN, soit par compétition avec I’IN pour son substrat.

e) Daxx

Daxx (Death associated protein) a été identifiée comme partenaire de I'IN d’ASV par
double hybride puis par co-immunoprécipitation (Greger JG, Katz RA et al. 2005), et
récemment retrouvée comme partenaire de I’IN de VIH-1 (Huang L, Xu GL et al. 2008).
Daxx n’est pas requise pour I’intégration mais serait impliquée dans la régulation négative de

I’expression des genes viraux via le recrutement des HDACs.

) HSP60

Les protéines de choc thermique sont connues pour leur inductibilité par la chaleur et
sont généralement responsables de la protection, le maintien et la régulation des fonctions des
protéines auxquelles elles sont associées. L’interaction entre HSP60 (Heat Shock Protein60)
et 'IN de VIH-1 a été démontrée par chromatographie d’affinité (Parissi V, Calmels C et al.
2001). Les mémes auteurs ont montré que HSP60 semble stimuler les réactions de clivage des
extrémités 3’ et transfert de brins réalisées par I’IN de VIH-1 in vitro (Parissi V, Calmels C et

al. 2001). HSP60 pourrait donc agir comme un chaperon afin de protéger I’IN contre une
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inactivation par la chaleur, ou elle pourrait agir sur la conformation de I’IN pour induire ou

stabiliser une forme active de la protéine.

III- Les partenaires cellulaires de I’IN de MLV

Des travaux menés par Studamire et ses collégues ont mis en évidence de nombreux
partenaires de I'IN de MLV (Studamire B and Goff SP 2008). Certains sont des facteurs de
réparation de I’ADN, d’autres sont des facteurs de liaison a I’ARN, ou a la chromatine. Parmi

ces derniers, le facteur de transcription Brd2 fera 1’objet de notre étude.

A. Les facteurs de réparation de I’ADN

La premicre protéine de réparation de I’ADN isolée est la Ku70/XRCC6, une sous-
unité de 70 KDa de I’hétérodimere Ku (Ku70/Ku80 thyroid autoantigen). L hétérodimere Ku
est impliqué dans la voie NHEJ de réparation de I’ADN (Hartley KO, Gell D et al. 1995), et
participe avec TRF2 (Telomer repeat factor 2) pour inhiber la recombinaison homologue des

télomeres entre deux chromatides sceurs (Celli GB, Denchi EL et al. 2006).

Fen-1 (Flap endonuclease-1), ou Rad27 ou RTHI (RAD two homolog-1) est
endo/exonucléase qui agit en maintenant la stabilit¢ du génome, dans voie NHEJ, et dans
résolution des fragments Okazaki durant la synthése d’ADN (Liu Y, Kao HI et al. 2004).
Notons que le domaine C-terminal de Fen-1 interagit avec p300, qui joue un rdle dans

I’intégration rétrovirale, et qui acétyle Fen-1 (Hasan S, Stucki M et al. 2001).

B. Les fateurs de liaison a ’ARN

Parmi les protéines de liaison a I’ARN, qui ont été isolées par double hybride comme
partenaires de I’IN de MLV, on retrouve SMN (Survival motor neuron), U2AF*® (U2snRNP
associated factor), US snRNP, et SF3a (Splicing factor 3b).

snRNPs (Spliecosomal small ribonucleoproteins) constituent les composants
principaux de la machinerie d’épissage de I’ARN, et chaque snRNP est constitu¢ d’un ou de
deux snRNAs (small nuclear RNAs) liés a un ensemble de protéines, dites les protéines Sm
(Battle DJ, Kasim M et al. 2006). L assemblage de ces protéines aux snRNAs se fait grace au
complexe SMN. Notons que le complexe SMN interagit directement avec les protéines
Gemin, dont Gemin2 un partenaire de I’IN de VIH-1. Le complexe SMN interagit ¢galement

avec snRNPs Ul, U2 et U5, des composants du splicéosome.
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L’identification des facteurs SMN, U2AF*®, U5snRNP et SF3a par double hybride
comme partenaires de I’IN de MLV, permet de suggérer qu’il existe une interaction entre

I’ARN viral et le splicéosome.

C. Les facteurs de liaison a la chromatine

Une catégorie de protéines isolées par double hybride qui est particulierement
intéressante concerne les facteurs de liaison a la chromatine et les régulateurs de la
transcription. Une premicre protéine isolée est Enx-1/Ezh2 (Enhancer of Zeste homolog 1), un
membre du complexe PRC2 (Polycomb repressive complex 2) dont EED fait partie
(partenaire de I’IN du VIH-1). En effet, Enx-1 et EED interagissent in vitro et in vivo (van
Lohuizen M, Tijms M et al. 1998). Bien qu’il n’existe aucune donnée qui prouve que I’IN de
MLV interagit avec EED, I’isolation de Enx-1 comme partenaire de I’IN de MLV, et la
validation de son interaction avec I’IN de VIH-1, permettent de suggérer que cette protéine

pourrait jouer un role dans 1’intégration rétrovirale.

AF9 (Acute lymphocytic leukemia gene 1 fused from chromosome 9), également
connue sous le nom MIIt3 (mixed lineage leukemia translocated to chromosome 3 homolog),
a été isolée comme partenaire de I’IN de MLV et validée comme partenaire de I’'IN de VIH-1.
AF9 est La fonction de AF9 est inconnue, mais elle est supposée étre un régulateur de la
transcription di au fait qu’elle contient un domaine riche en sérine et proline, ainsi qu’un
signal de localisation nucléaire. Notons que le domaine C-terminal de AF9 interagit avec Pc3
(Drosophila Polycomb group protein) murine et humain, mais ¢galement avec BcoR (BCL6
corepressor), sachant que Pc3 et BcoR sont impliqués dans la répression de la transcription

(Hemenway CS, de Erkenez AC et al. 2001; Srinivasan RS, de Erkenez AC et al. 2003).

B-ATF est un membre de la superfamille de facteurs de transcriptions AP-1/ATF
(Dorsey MJ, Tae HJ et al. 1995). Ce facteur est exprimé dans les cellules et tissus
hématopoiétiques (Hemenway CS, de Erkenez AC et al. 2001). B-ATF ne dimérise pas avec
Fos, mais forme des hétérodimeres avec la famille de protéines Jun (c-Jun, JunD et JunB)
pour se fixer aux sites d’ADN consensus d’AP-1, et agit comme un régulateur négatif de la
transcription d’AP-1. Le clone de B-ATF isol¢é par double hybride n’interagit pas avec I’IN de
VIH-1.
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D. Brd2, partenaire potentiel de I'IN de MLV et de VIH-1

Brd2/Ring3 est un régulateur de transcription appartenant a la famille de protéine BET
(Bromodomains and Extra Terminal domain). Cette famille de régulateurs sont impliqués
dans des processus cellulaires larges comprenant la réplication, la transcription, I’inactivation
de genes et le remodelage de la chromatine (Wu SY and Chiang CM 2007; LeRoy G,
Rickards B et al. 2008; Denis GV, Nikolajczyk BS et al. 2010; Mantovani F, Drost J et al.
2010; Weidner-Glunde M and Ottinger M 2010 ). Les membres de cette famille sont
caractérisés par la présence d’un ou de deux bromodomaines en tandem (BD1 et BD2) en N-
terminal, impliqués dans la liaison aux histones acétylés, et d’'un domaine extraterminal (ET)
impliqué dans I’interaction protéine-protéine (figure 18). Le bromodomaine est un motif de
110 acides aminés qui se lie spécifiquement a la lysine 12 acétylée de I’histone H4 (Kanno T,
Kanno Y et al. 2004). Des études structurales ont permis de caractériser cette interaction pour
la protéine Brd2 (Nakamura Y, Umehara T et al. 2007; Umehara T, Nakamura Y et al. 2010).
En effet, la structure cristallographique du bromodomaine N-terminal (BD1, résidus 74-194)
de la protéine Brd2 humaine montre que BD1 forme un dimeére, et que le site de liaison a
I’acétyllysine formé a I’interface de ce dimere permet I’interaction avec I’histone H4 acétylé.
Le bromodomaine interagit également avec la lysine 382 acétylée du p53, une protéine

impliquée dans la suppression des tumeurs (Eichenbaum KD, Rodriguez Y et al. 2010).

Brd2/ RING3/ fsrgl a ¢été initialement identifié dans la région MHC (Major
Histocompatibility Complex) classe 11, sur le chromosome humain 6p21.3, reli¢ au géne fsh
de la drosophile (Drosophila female sterile gene). Ce géne a été initialement nommé RING3
(really intresting new gene-3), puis nommé plus tard BRD2. Depuis, 13 génes homologues
ont été identifiés, chez la souris, le rat, le singe, le chimpanzé, la grenouille, le poisson zébre,
le saumon, le chien, les bovins, et les aviaires.

La protéine Brd2 (RING3) est une sérine/thréonine kinase localisée dans le noyau. En
effet, Brd2 contient un domaine « kinase-like » entre ces deux bromodomaines, responsable
de son activité kinase en réponse a un signal mitogénique. Elle possede €galement une
fonction de régulation de la transcription, et peut aussi s’associer a la chromatine acétylée
durant la mitose, alors que les autres membres de la famille BET se dissocient du
chromosome durant la mitose. Ainsi Brd2 peut activer la transcription. Elle s’associe aux
complexes contenant E2F (E2 promoter-binding factor) et recrute des HAT et des facteurs de
remodelage de la chromatine (Denis GV, McComb ME et al. 2006) au promoteur de la
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cycline A (Sinha A, Faller DV et al. 2005), activant ainsi la transcription (LeRoy G, Rickards
B et al. 2008). Une étude récente a montré que Brd2 peut également recruter des co-
répresseurs de la transcription ; ainsi, Brd2 co-réprime le géne PPARYy (peroxisome-
proliferator activated receptor gamma) dans les adipocytes et le géne insuline dans les cellules

pancréatiques B (Wang F 2009).

—il -

I Bromodomainel: 91-163 et Bromodomaine?: 364-436
NLS: 5555509
I ET: 538801
Figure 18. Organisation en domaines de Brd2. La protéine Brd2 est constituée de 2 bromodomaines et d’un

domaine extra-terminal. Elle contient également une séquence de localisation nucléaire représentée sur ce

schéma.

Plusieurs roles ont été décrits pour la protéine Brd2 dans la cellule, on cite :

- Role dans 1’obésité et le diabéte

Des expériences de délétion du gene Brd2 ont ¢été, au début, difficiles vu que la
protéine est essentielle pour la croissance cellulaire, et sa délétion cause une 1étalité (Gyuris
A, Donovan DIJ et al. 2009; Shang E, Wang X et al. 2009). Or, il y a eu récemment une
découverte accidentelle de souris résistantes qui possédent un gene lacZ inséré en 5° des
régions contrélant le géne brd2. Cette mutation réduit mais n’élimine pas I’expression de
Brd2 et préserve donc la survie de la souris. Par contre, les souris deviennent extrémement
obeses et présentent une tolérance au glucose. Ces observations ont permis d’identifier un role
essentiel de Brd2 dans la fonction des cellules pancréatiques B3, et dans ’adipogenese (Wang

F 2009).

- Rdle dans le cycle cellulaire et dans le cancer

Brd2 est impliquée dans le cancer humain. Une surexpression de cette protéine co-
active le promoteur de la cycline A, et provoque une entrée précoce dans la phase S durant la

progression du cycle cellulaire (Sinha A, Faller DV et al. 2005). Une déstabilisation du cycle
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cellulaire entraine un développement de lymphomes aux cellules B et de leucémies dans les

lymphocytes de souris (Greenwald RJ, Tumang JR et al. 2004).

- Role dans I’inflammation

Chez I’homme, le geéne Brd2 se trouve sur le chromosome 6 (bande 6p21.3) du
complexe majeur d’histocompatibilité. Cette région est associée aux geénes du systeme
immunogénétique HLA (« human leucocyte antigen »), impliqués dans diverses conditions

inflammatoires (de Bakker PI, McVean G et al. 2006).

Chez la souris, Brd2 est considérée comme un régulateur critique de I’inflammation
des adipocytes (Wang F 2009) et des macrophages infiltrant le tissu adipeux (Belkina AC and
Denis GV 2010). D’autre part, un faible taux de Brd2 est impliqué dans le mécanisme de
protection des individus MHO (« metabolically healthy despite obesity ») des complications

inflammatoires liées a leurs obésités (Belkina AC and Denis GV 2010).

- Role dans la réplication virale

A part son role potentiel dans la réplication des rétrovirus (MLV et VIH-1), Brd2 est
¢galement impliquée dans la réplication du Kaposi’s sarcoma-associated herpesvirus (KSHV).
Durant une infection latente, le génome d’un herpesvirus est maintenu sous forme d’épisomes
circulaires stables dans le noyau des cellules infectées. La transmission du génome viral
durant la mitose est assurée par une interaction du génome des épisomes avec la protéine
LANA-1 (Latency-associated nuclear antigen 1), un des produits des geénes de latence du
virus. LANA-1 semble également interagir avec Brd2 pour attacher le génome de KSHV aux
chromosomes mitotiques, démontrant un réle de Brd2 dans la réplication de ce virus (Viejo-

Borbolla A, Ottinger M et al. 2005).

Le fait que Brd2 soit capable de se fixer a la chromatine et étant un partenaire
cellulaire de I'intégrase, permettent de suggérer que cette protéine pourrait jouer un réle dans
I’intégration des rétrovirus, notamment dans la sélection des sites d’intégration. Notons que
des données précédentes ont montré que des protéines cellulaires peuvent &tre impliquées
dans le ciblage des sites d’intégration. C’est le cas de LEDGF/p75 dans I’intégration du VIH-
1. C’est également le cas des rétrotransposons Tyl, Ty3 et Ty5. En effet, le ciblage des sites

d’initiation de la transcription du gene tRNA par Ty3 implique une interaction avec TFIIIB et
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TFIIC (Chalker DL and Sandmeyer SB 1992). Un autre exemple est 1’intégration de TyS5
dans les régions d’hétérochromatine qui se perd suite a une mutation du fateur Sir4p indiquant

que le ciblage des sites d’intégration peut étre contrdolé par des régulateurs de la transcription

(Sandmeyer S 2003).
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Les informations acquises sur I’'IN des rétrovirus durant ces derniéres années ont
permis d’avancer significativement la compréhension de son role dans le cycle viral.
D’importantes questions ont été soulevées concernant l’organisation et la fonction des
différents domaines de I’IN, ses activités catalytiques, son €tat oligomérique, ses partenaires
cellulaires et viraux, etc. La résolution de la structure des domaines de I’IN et récemment de
la protéine enti¢re a fourni également des modeles qui vont faciliter la conception rationnelle
d’inhibiteurs de cette enzyme. Cependant, il reste des questions largement inexplorées sur

I’identité et ’importance des partenaires cellulaires de I’IN.

Le présent travail a donc pour objectif (i) d’optimiser les protocoles de production de
protéines intégrases pures et actives, (i1) d’identifier des partenaires cellulaires de I’'IN. Deux
modeles d’enzyme rétrovirales ont été utilisés dans cette étude :

- I’IN du virus RAV-1, un rétrovirus exogeéne aviaire du genre des alphatrétrovirus
appartenant au sous-groupe A de la famille des ASLV. Comme nous avons eu I’occasion de le
voir, I’IN d’ASLV est largement ¢étudiée soit au niveau structural ou fonctionnel. Dans notre
équipe a Lyon, les activités catalytiques de I’IN RAV-1 in vitro ont été explorées afin de
mieux comprendre le fonctionnement de 1’enzyme in vivo (Moreau K, Faure C et al. 2003;
Moreau K, Faure C et al. 2004; Moreau K 2009; Ballandras A, Moreau K et al. 2011). Or, a ce
jour, il n’existe toujours pas de données suffisantes sur les partenaires cellulaires de cette
enzyme.

- I’IN de PERV A/C, un rétrovirus endogéne porcin du genre gammarétrovirus.
Concernant la composition de ce virus, les données en rapport avec les différentes enzymes
virales sont limitées. Une étude récente, menée par notre équipe a Ploufragan, a montré que
les virus PERV et MLV possédent des similarités dans le mécanisme de sélection des sites
cellulaires d’intégration de I’ADN viral (Moalic Y, Blanchard Y et al. 2006; Moalic Y, Félix H
et al. 2009). Ce résultat suggere que I’IN PERV devrait avoir des caractéristiques communes
avec celle de MLV, en particulier au niveau des cofacteurs cellulaires impliqués dans le choix
de ces sites. Cependant, aucune information sur sa structure, ses activités, ou ses cofacteurs

n’a été obtenue jusqu’a présent.

Afin de produire des intégrases pures et actives, nous avons choisi de comparer les tests
d’activités catalytiques in vitro des intégrases produites a partir du systéme bactérie ou du

systeme baculovirus / cellule SF9. Ce dernier devrait conférer aux protéines des modifications
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post-traductionnelles durant la production, nécessaires pour certaines de leurs activités, et

dont le systéme bactérien n’est pas capable d’accomplir.

D’autre part, pour identifier des co-facteurs cellulaires de ces deux enzymes, nous nous
sommes basés sur les résultats obtenus par un double hybride réalis¢ pour I’IN de JSRV par
I’équipe de Vincent Lotto (U851- SFR BioSciences Gerland - Lyon Sud (UMS3444/USR)).
Notons que le JSRV est un bétarétrovirus, responsable d’un adénocarcinome pulmonaire chez
le mouton. Cette étude a permis de révéler 2 partenaires cellulaires de I’IN de JSRV, identifiés
comme Brd2 et TAB182 (182 kDa Tankyrase-1-Binding protein). Les résultats obtenus par
double hybride, mené par Studamire et ses collegues, ont montré que Brd2 est également un
partenaire de I’IN de MLV (Studamire B and Goff SP 2008). Or, le fait que Brd2 soit un
régulateur de la transcription capable de se fixer aux histones acétylés nous a laissé supposer
qu’il pourrait avoir un role dans le ciblage de sites spécifiques dans I’ADN cellulaire durant le
processus d’intégration de I’ADN viral. Ceci nous a encouragés a 1’étudier plus précisément

et a vérifier son interaction avec nos deux modeles d’INs.

Ainsi, ce travail de thése a vis¢ a valider et caractériser les interactions potentielles
entre la protéine cellulaire (Brd2) et les INs de PERV et d’ASLV. La comparaison entre ces
deux modeles devrait permettre de déterminer si ce co-facteur cellulaire est un partenaire
commun a toutes les INs, ou propre a certains genres viraux, leur procurant des

caractéristiques spécifiques a leur mécanisme d’intégration.

66



MATERIELS ET METHODES

67



I- Construction des vecteurs d’expression de ’IN PERYV et ses différents domaines

Hom du plasmide Construction Amorces
pGVB3040 N-ter domain of PERV IN 0GVB3050-F (GCGGCCGCACATGGCACATCACCATCACCATCACATAGAAATGCCCAAAG)
dans pVL1392 OGVB3071-R (GAATTCTAAGCATTAACCAGCTGGCAGGGC)
pGVB3041 Core domain of PERV IN 0GVB3070-F(GCGGCCGCCATGGCACATCACCATCACCATCACCATCACAATCCTTCCAGAATGCCTCC)
dans pvL1392 OGVB3069-R (GAATTCTATACAGAAGCAATTTCTACCAATGG)
pGVB3038 C-ter domain of PERV IN 0GVB3068-F (GCGGCCGCCATGGCACATCACCATCACCATCACCATCACGAAATTGCTTCTGTACATAGTGC)
dans pVL1392 OGVB3049-R (GAATTCTTAACTTGAGGAGTTATTGACAGAG)
pGVB3039 N-ter/core domains of PERV IN | OGVB3050-F (GCGGCCGCACATGGCACATCACCATCACCATCACATAGAAATGCCCAAAG)
dans pvL1392 OGVB3069-R (GAATTCTATACAGAAGCAATTTCTACCAATGG)
pGVB3037 Core/C-ter domains of PERVIN | OGVB3070-F(GCGGCCGCCATGGCACATCACCATCACCATCACCATCACAATCCTTCCAGAATGCCTCC)
dans pvL1392 OGVB3049-R (GAATTCTTAACTTGAGGAGTTATTGACAGAG)
pGVB3030 WT PERV IN dans pVL1392 0GVB3050-F (GCGGCCGCACATGGCACATCACCATCACCATCACATAGAAATGCCCAAAG)
OGVB3049-R (GAATTCTTAACTTGAGGAGTTATTGACAGAG)
pGVB3045 WT PERV IN danspET14b OGVB3074-F (CATATGATAGAAATGCCCAAAGCCCCAGAAC)
OGVB3074-R (CATATGTTAACTTGAGGAGTTATTGACAGAG)

Tableau 2. Amorces utilisées pour la construction des différents plasmides. Séquences nucléotidiques des

différentes amorces utilisées.

A. PCR

La séquence de I’intégrase de PERV a ¢ét¢ amplifiée en PCR en utilisant le plasmide
A14/220 comme matrice. Pour ce fait, on mélange 10 ng/ul de ’ADN matrice avec 1ul de
chacune des amorces a 10uM nécessaires pour ces constructions (voir tableau 2), ainsi qu’ 1l
de dNTP a 10mM, 5 ul de tampon Thermopol Reaction buffer 10X, 1 unit¢ de Vent DNA
Polymerase (Biolabs), dans un volume final de 50 pl d’eau. La PCR est réalisée sur un
thermocycler (Eppendorf) selon les conditions suivantes : 95 °C pendant 5 minutes, puis 30
cycles a 95 °C pour 30 secondes, 55 °C pour 60 secondes, et 72 °C pour 1.5 minutes, et enfin

72 °C pendant 7 minutes.

B. Digestion et ligation

Pour la construction des plasmides pGVB3030, pGVB3037 pGVB3038, pGVB3039,
pGVB3040, pGVB3041, les produits de PCR sont digérés pendant 1 heure a 37°C par les
enzymes de restriction Notl et Ecorl en quantités recommandées par le fournisseur
(Fermentas), puis migrés a 100volts sur gel d’agarose 1% (1g d’agarose dans 100 ml tampon
Tris/Borate/EDTA). Le fragment correspondant a la taille attendue est extrait du gel

par « MinElute Qiaquick Gel Extraction Kit » (Qiagen), et ¢lué 2 fois dans 10ul de tampon
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EB. Les produits de digestion (6ul) sont incubés durant la nuit & 16°C avec 2ul du plasmide
PVL1392 (BD baculogold), en présence de 100 unités de I’enzyme T4 DNA ligase (Biolabs).

Pour la construction du plasmide pGVB3045, les produits de PCR sont digérés par les
enzymes de restriction Ndel et HindIIl (Fermentas) puis insérés dans le plasmide pET14b

(Invitrogen) qui contient une étiquette 6x histidine en N-terminal.

C. Transformation de bactéries

Des bactéries TOP10 sont ensuite transformées durant 15 minutes dans la glace avec
la totalité du produit de ligation. La transformation est réalisée par un choc thermique a 42°C
pendant 30 secondes. 250ul de SOC sont ensuite ajoutés et la réaction est incubée pendant 1
heure a 37°C sous agitation (200rpm). 100ul sont ensuite étalés sur boite de gélose en
présence de I’ampicilline (50 pg/ml) et incubés durant la nuit & 37°C. Des colonies sont

sélectionnées et les plasmides sont préparés en utilisant « QIAprep Spin Miniprep Kit »

(Qiagen).
D. Séquencage

a) Principe du séquengage

Le séquengage de I’ADN a été effectué au laboratoire selon la méthode "dideoxy chain
terminator" mise au point par Sanger. Elle nécessite une PCR en présence de
didéoxynucléotides triphosphates (ddNTPs) dépourvus de groupements hydroxyles en 3’, et
qui stoppent 1’élongation de la molécule d’ADN par les ADN polymérases. Les ddNTPs
utilisés sont marqués chacun avec un fluorophore spécifique. Ainsi, aprés dénaturation,
lorsque les fragments sont séparés par ¢électrophorese capillaire, une analyse automatique par
un systeme laser permet d’identifier le fluorophore terminateur des fragments dont la taille
varie en fonction de la position d’intégration du ddNTP. Ceci permet d’obtenir la séquence de

la portion d’ADN amplifiée.

b) Protocole

Les plasmides d’une colonie positive pour I’insert sont amplifiés et purifiés en suivant
les instructions du fournisseur du kit " MinElute Qiaquick Gel Extraction Kit " commercialisé
par Qiagen. Une mesure photométrique a 260 nm a permis de quantifier I’ADN plasmidique
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purifié. Pour 20 pL final, on a utilis¢ 4 pL de mélange réactionnel contenant une ADN
polymérase et un mélange de dANTP et de ddNTP, ces derniers étant couplés chacun a un
chromophore différent. Une quantité¢ de 300 ng de plasmide a été utilisée comme matrice et
10 pmol des amorces Polyhedrin fwd et rev. Le programme PCR a consisté en 25 cycles a
96°C pendant 10 secondes, 50°C pendant 5 secondes et 60°C pendant 4 minutes. Les produits
d’extension ont été purifiés par précipitation a I’éthanol. Les séquences ont été réalisées a

I’aide d’un appareil de modele ABI Prism 310.
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II- Production des intégrases d’ASLYV et de PERV

A. Production en bactérie

Les bactéries BL21 (DE3) pLysS E.Coli (Invitrogen) sont transformées par les
plasmides (pGVB3045 et pET14b-INASLV) contenant les genes d’intérét. Ces bactéries
possedent le lysogéne A DE3 qui contient le gene Lacl, le géne de la T7 RNA polymérase
sous le contrdle du promoteur lac UV5. Ce promoteur est inductible par I'I[PTG. Ces
bactéries possedent également le plasmide pLysS qui produit le lysozyme T7 permettant la

réduction du niveau basal d’expression du gene d’intérét en absence d’IPTG.

Protocole :

Les bactéries sont incubées avec 1ng de plasmide pendant 30 minutes dans la glace. La
transformation se fait par choc thermique, réalis¢ a 42°C pendant 30 secondes, suivi de 2
minutes d’incubation dans la glace. On rajoute 900 pul de milieu SOC (Invitrogen) et on
incube 1 heure a 37°C sous agitation. Les clones bactériens sont sélectionnés sur boite gélosée
en présence d’ampicilline a 50 pg/ml. Les clones sélectionnés sont mis en pré-culture dans 3
ml de milieu LB contenant de I’ampicilline a 50 pg/ml, pendant une nuit, a 37°C.

Le lendemain, la pré-culture est utilisée pour ensemencer 1 L de milieu LB. Lorsque la
DO (densité optique) a 600 nm atteint 0.6, I’expression des protéines est alors induite par
I’addition de 1 mM final d’IPTG. Les cultures bactériennes sont incubées pendant 3 heures a
37°C sous agitation. Les bactéries sont enfin centrifugées a 6000 g, pendant 15 minutes a 4°C.

Le culot bactérien est conservé a -80°C jusqu’a son utilisation.

B. Production en baculovirus/cellule d’insecte

Le principe de production en systeme baculovirus / cellules SF9 repose sur la co-
transfection des cellules d’insecte par un plasmide de transfert recombinant (pGVB 3030 et
pGVB3033) et ’ADN du baculovirus sauvage lin€arisé. Le géne d’intérét et le gene lacZ
présents sur le plasmide de transfert sont encadrés de séquences de recombinaison identiques
a celles situées sur I’ADN du baculovirus sauvage. Il se produit alors une recombinaison
homologue entre le plasmide recombinant et le génome du baculovirus ce qui permet la
production de baculovirus recombinants. De plus, le géne lacZ étant transféré en méme temps
que le géne d’intérét, il est possible de détecter les cellules infectées par le baculovirus

recombinant : elles se colorent en bleu en présence de X-Gal. Les virus recombinants sont
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sélectionnés et utilisés pour infecter des cellules afin de produire en grande quantité la
protéine d’intérét. Les cellules utilisées sont les SF9, qui proviennent du tissu ovarien du

lepidoptere Spodoptera frugiperda.

Protocole :

Les cellules SF9 (2 x 10° cellules), sont transfectées avec 0.5 pg plasmide BD
BaculoGold DNA linéaris¢ (BD Biosciences) et 4.5ug du plasmide recombinant, en présence
de 15 pl Cellfectine (Invitrogen), dans un volume de 2 ml de milieu TG1 sans antibiotiques.
Les cellules sont incubées pendant 5 heures a 28°C, puis le milieu est remplacé avec 4 ml de
TG3 additionné de 5% SVF. Le surnageant est récupéré 5 jours apres la transfection, puis
centrifugé pendant 10 minutes a 2200 rpm. Le surnageant est alors utilis¢ pour I’infection de 4
x 10° cellules en culture dans un spinner de 250 ml.

Le culot d’une culture de 1 x 10° cellules est resuspendu dans 500 pl de tampon
“insect cell lysis buffer” (BD BaculoGold), en présence de 1% (v/v) de détergent Nonidet P-
40 (NP40). Les échantillons sont ensuite soniqués 3 fois 20 secondes et centrifugés a 13000
rpm pendant 20 minutes a 4°C. L’expression des protéines est controlée par western blot en

utilisant un anticorps anti-histidine (Pierce). Le reste du culot est conservé a -80°C.

III-  Purification des intégrases

A. Les solutions

- Tampon A (de lyse) : 20 mM Tris HCI pH8, 500 mM NaCl, 10 mM Imidazole, 5

mM fB-mercaptoéthanol

- Tampon B1 (d’équilibre) : 20 mM Tris HCI pH8, 500 mM NacCl, 2.5 mM Imidazole,
5 mM B-mercaptoéthanol

- Tampon B2 (de lavage) : 20 mM Tris HCI pHS8, 1 M NacCl, 25 mM Imidazole, 5 mM
B-mercaptoéthanol

- Tampon C (d’¢lution) : 20 mM Tris HCI pHS8, 500 mM NaCl, 1 M Imidazole, 5 mM
B-mercaptoéthanol

- Tampon de dialyse : 20 mM Tris HCI pHS8, 500 mM NaCl, 5 mM B-mercaptoéthanol,
10 uM ZnCl,.
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B. Le protocole

Les protéines intégrases de PERV et d’ASLV, produites en bactéries et SF9, sont
purifiées par chromatographie d’affinité sur colonne de nickel grace a I’affinité de 1’étiquette
histidine présente a [I’extrémité N-terminale de la protéine pour les ions nickel. Ces
purifications sont réalisées sur un appareil AKTAgpc (Amersham). Pour cela, les culots
bactériens ou cellulaires sont repris dans 10 ml de tampon de lyse A auquel sont ajoutés des
inhibiteurs de protéase (complete Mini EDTA free (Roche)). Les culots sont incubés 1 heure
dans la glace. Au bout de 30 minutes, 10pug/ml de DNase et de RNase sont ajoutés ainsi
qu’l.5 mg/ml de lysosyme. Ensuite, une sonication de 5 fois 30 secondes est réalisée pour les
protéines produites an bactérie, et 3 fois 20 secondes pour les protéines produites en cellules
SF9. Les lysats bactériens sont ensuite centrifugés pendant 30 minutes, a 10 000 rpm, 4°C,

alors que les lysats des cellules SF9 sont centrifugés pendant 20 minutes a 13 000 rpm, 4°C.

Le surnageant est alors inject¢é a 0.5ml/min sur une colonne de chromatographie
d’affinité¢ « Hitrap IMAC HP columns » (GE Healthcare). La colonne est préalablement lavée
avec 3 ml d’eau distillée, puis 3 ml de tampon B1, et chargée avec une solution de NiSO4 a
0.IM. La colonne est ensuite lavée avec 10 ml de tampon de lavage B2, puis par 5 ml de
tampon BI1, pour éliminer les protéines non fixées. L’¢lution se fait grace a un gradient
d’imidazole de 5 mM a 1 M, entrainant le décrochage de la protéine. Les protéines sont
collectées par fraction de 500 pl et sont analysées sur gel SDS PAGE 10% suivi d’une
coloration au bleu de coomassie pendant 20min afin de visualiser les protéines. Les fractions
pures sont conservées et dialysées pendant une nuit & 4°C contre un litre de tampon de
dialyse. Les protéines sont enfin conservées a -80°C jusqu’a leur utilisation. Les intégrases
d’ASLV sont dialysées en absence de ZnCl, et sont indiquées par ASLV INp,« ou ASLV
INgpo. Pour les intégrases de PERV, une partie est dialysée en présence de 10uM ZnCl, et
sont indiquées par PERV [Ny ou PERV INgpg et une partie de protéines sont dialysées en

absence de ZnCl, et sont indiquées par PERV INpqt.

IV-  Analyse et dosage des fractions d’IN purifiées sur gel SDS-PAGE

La pureté des protéines est contrdlée sur gel SDS PAGE 12%. Le dosage des protéines
pures est également réalis¢ sur gel SDS PAGE 12%, par comparaison des échantillons
d’intégrases pures a une gamme de protéines BSA pures de concentrations variant entre 100

et 800 ng/ul.
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1- Les fractions pures sont diluées dans le tampon de dépot (100 mM Tris-HCI pHS, 10 %
SDS, 5 % glycérol, 300pg/ml bleu de bromophénol, 100 mM DTT), puis dénaturées 5
minutes a 95°C.

2- Les protéines sont déposées sur un gel SDS-PAGE 12%. Pour cela, on prépare un petit gel
de résolution de 10ml (3.3 ml d’acryl-bisacrylamide 30%, 2.5 ml de Tris- HC1 a 1.5 M, pH
8.8, 0.1 ml de SDS 10%, 0.1 ml d’APS 10% et 0.004 ml de TEMED), puis un gel de
concentration de 4ml (0.67 ml d’acryl-bisacrylamide 30%, 0.5 ml Tris-HCI a 0.5 M, pH®6.8,
0.04 ml de SDS 10%, 0.04 ml d’APS 10 %, 0.004 ml TEMED). On coule les gels et on ajoute
le peigne.

3- La migration est effectuée dans le tampon de migration (25 mM Tris, 192 mM glycine,
0.1% SDS), a 200 volts.

4- Le gel est ensuite coloré pendant 60 minutes dans une solution PageBlue™ Protein
Staining Solution (Fermentas, Ref : R0571), puis décoloré dans plusieurs bains de 5 minutes

dans de I’eau distillée, afin de visualiser les protéines.

V- Analyse des formes olicomériques de ’intégrase par fixation chimique

Afin de déterminer sous quelle(s) forme(s) multimérique(s) se trouve 1’intégrase en
solution, différentes formes sont alors fixées par un agent chimique, le BS® [Bis
(sulfosuccinimidyl) suberate]. Pour cela, les protéines IN de PERV, et IN d’ASLV (2ug) sont
mélangées avec 2 mM de BS® et incubées pendant 30 minutes a température ambiante dans un
tampon contenant 100 mM d’Hepes a pH8 et 600 mM de NaCl. Les réactions sont arrétées
par addition de la solution d’arrét (250 mM tris-Hel pH7.5, 30 mM glycine) puis incubées 15
minutes a température ambiante.

Les différentes formes oligomériques sont séparées sur gel d’acrylamide 8% (préparé
comme décrit ci-dessus). Le gel est ensuite transféré pendant 1 heure & 100 volts sur une
membrane nitrocellulose. La membrane est colorée au rouge ponceau pendant quelques
minutes puis rincée a I’eau déminéralisée. Elle est ensuit bloquée pendant 1 heure dans une
solution de TBS-T (Tris-buffered saline, 0.05% Tween 20) contenant 25mg/ml BSA (Bovine
Serum Albumin), lavée 4 fois durant 5 minutes dans du TBS-T, puis incubée dans 10 ml de
TBST contenant 1/5000 d’anticorps anti-histidine-HRP (Thermo Scientific). Les différentes
formes oligomériques sont enfin détectées en utilisant le kit ECL (Thermo scientific) pour la

révélation.
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VI- Tests des activités catalytiques de ’intégrase

A. Principe

Les activités de clivage, transfert de brins et désintégration de I’intégrase sont testées
en présence d’oligonucléotides mimant la séquence virale U5. Ces oligonucléotides sont
marqués par un phosphate radioactif au niveau de leur extrémité 5. Les produits issus de ces

réactions sont observés sur gel dénaturant (Figure 19).
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Figure 19. Principe des activités catalytiques in vitro de I’intégrase. Pour la réaction de clivage en 3’ (a), les
oligonucléotides mimant la séquence U5 virale non clivée sont mis en présence de I’intégrase. Pour la réaction
de transfert de brins (b), ’'intégrase est mise en présence des oligonucléotides déja pré-clivés présentant donc une
extrémité CA-OH en 3. Pour la réaction de désintégration (c), I’intégrase est mise en contact avec les produits

de la réaction de transfert de brins.
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B. Protocole

a) Marquage radioactifs des oligonucléotides

Afin de marquer les oligonucléotides, 10 pmol de PERV-U5SA (5°-
CTTTTTGCTGGTCTTACATT -3°), PERV-USAC (5’- CTTTTTGCTGGTCTTACA -3°),
PERV-D (5~ TGTAAGATCTTACAGGCCCTTGGGCCGGCGCTTGCGCC -3°) sont
mélangés a 50 pCi d’ATP P, en présence de 10 unités de T4 polynucletotides kinase
(Promega), dans un volume final de 25 pl d’eau. Les réactions sont ensuite incubées pendant
1 heure 30 minutes a 37°C, puis purifiées sur colonne spin 6 (Biorad) pour les
oligonucléotides de taille inférieure a 20pb, et sur colonne Microbio spin P30 (Biorad) pour
les oligonucléotides de taille supérieure a 20pb, en suivant les indications données par le

fournisseur, et quantifiées sur gel d’agarose 1.2%.
b) Hybridation des oligonucléotides

Les oligonucléotides marqués (10 pmol) PERV-USA ou PERV-USC sont alors
hybridés avec 30 pmol de PERV-U5B (5’- AATGTAAGACCAGCAAAAAG -3°), alors que
PERV-D est hybridé avec lui-méme. La réaction d’hybridation est réalisée a 95°C pendant 5
minutes, puis a 37°C pendant 40 minutes, et sera enfin conservée a 4°C. L’ hybridation des
oligonucléotides est controlée sur un gel non dénaturant (30ml de 40% acrylamide:
bisacrylamide (19:1), 20 ml TBE 5X, 500ul d’APS 10% et 80ul de TEMED, 50 ml H,0). Les
oligonucléotides non hybridés sont également déposés sur le gel. La migration du gel se fait a
500V pendant 15 minutes dans une solution 10% acide acétique, 20% éthanol. Le gel est
ensuite séché pendant 40 minutes a 80°C et exposé 1 h sur un film biomax AR (Kodak). Les

oligonucléotides hybridés migrent plus haut que les oligonucléotides non hybridés.
¢) Réactions

Pour les réactions de clivage en 3’ et transfert de brins, 1 pmol d’oligonucléotides
hybridés est incubé avec 100 ng d’intégrase. La réaction est effectuée pendant 1 heure 30
minutes a 37°C dans 10 pl d’un tampon contenant 20 mM MES, pH 6.2, 10 mM DTT, 10
mM MnCl,, 100 mM KCl, 10% (v/v) glycerol, pour les tests de clivage et de transfert de brins
et dans 20 pl d’un tampon contenant 20 mM PIPES (pH 6.4), 1 mM DTT, 50 mM NacCl, 50
mM MnCl,, 7 mM CHAPS et 0.05% NP40, dans le test de désintégration. Les réactions sont
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ensuite arrétées par addition du tampon de dépot 2X (10 ml formamide, 10 mg xyléne cyanol,
200 ul EDTA 0.5 M a pHS, 10 mg bleu de bromophénol), suivie d’une incubation a 90°C
pendant 5 minutes. Les produits issus de chaque réaction sont analysés par électrophorese sur
gel dénaturant contenant 15% polyacrylamide-7M urée. Apres migration, le gel est séché et

les produits des réactions sont observés par autoradiographie.

VII- Test par Far Western Blot de I’interaction entre les INs (PERV ou ASLYV)
avec Brd2, entre les différents domaines de ’IN PERYV et Brd2, et entre les
INs (PERYV ou ASLYV) et le domaine C-terminal de Brd2, Brd3 et Brd4

A. Principe

His 4.7 i
\ : IN-His .

Membrane de nitrocellulose

Incubation avec lysat cellulaire,
exprimant BRD?2 flag

J Protéines cellulaires

Incubation avec anticorps anti-flag

_

Figure 20. Principe de Far western blot. Séparation en électrophorése sur gel SDS-PAGE dénaturant des

Anticorps anti-flag

protéines d’intérét (représentées en rouge). Les protéines sont ensuite transférées par western blot sur une
membrane de nitrocellulose, qui sera ensuite incubée avec la protéine partenaire (représentée en bleu) fusionnée
a une étiquette pour laquelle existe un anticorps commercial. Si les deux protéines interagissent, suite a la
détection de la protéine partenaire (en bleu), un signal sera obtenu au niveau de la taille de la protéine d’intérét

(en rouge).

Une expérience de far western blot typique débute par une séparation en
¢lectrophorese sur gel SDS-PAGE dénaturant des protéines d’intérét (x). Les protéines sont
ensuite transférées par western blot sur une membrane de nitrocellulose ou PVDF. La

membrane est alors bloquée puis incubée avec la protéine partenaire (y) fusionnée a une
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¢tiquette pour laquelle existe un anticorps commercial conjugué¢ a la HRP (horseradish
peroxidase) ou I’AP (alkaline phosphatase). Si les deux protéines interagissent, suite a la
détection de la protéine (y), un signal sera obtenu au niveau de la taille de la protéine (x)
(figure 20).

Au contraire aux autres méthodes d’investigation d’interaction protéine-protéine,
comme la co-IP (co-immunoprécipitation), ou FRET (fluorescent resonance energy transfer),
la technique de far western blot posséde 1’avantage de pouvoir déterminer si deux protéines
sont capables de se lier directement 1’'une a ’autre. Cette méthode posséde également certains
inconvénients comme la nécessité de renaturer la protéine sur son support afin de détecter

avec succes I’interaction ; ceci sera discuté dans les étapes critiques (ci-dessous).

B. Les étapes critiques d 'une analyse par far western blot

a) L’électrophorese sur gel

La migration des protéines sur SDS-PAGE sous conditions dénaturantes peut induire
un changement de conformation de la protéine qui ne sera plus reconnaissable par la protéine
partenaire, ou au contraire, reconnaitra la protéine d’une fagon artificielle, conduisant a un
résultat ‘faux positif’. Dans ce dernier cas, la migration de la protéine sur gel devrait étre

réalisée sous conditions non-dénaturantes.

b) Le transfert sur membrane

Apreés séparation sur gel, les protéines sont transférées sur une membrane
nitrocellulose ou PVDF. Or, les conditions de transfert peuvent altérer la conformation de la
protéine, rendant le site d’interaction inaccessible. En général, la plupart des protéines
subissent une rénaturation apres 1’é¢limination du SDS. Dans les rares cas ou la renaturation de
la protéine n’a pas eu lieu, il sera donc nécessaire de réaliser une étape de
dénaturation/renaturation (par du guanidinium hydrochloride) ou de détecter I’interaction

protéine-protéine directement sur gel sans passer par 1’étape de transfert.

c) L’étape de blocage

Suite au transfert des protéines sur la membrane, la procédure de western blot
implique une étape d’incubation dans du tampon de blocage afin de bloquer les sites non

occupés de la membrane. De plus, le tampon de blocage réduit les interactions non
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spécifiques et participe a la renaturation de la protéine durant 1’étape de détection. Un résultat
optimal est généralement obtenu suite a un blocage de courte durée (environ 20 minutes),

dans un tampon dont la concentration en lait ou BSA est ¢levée.

d) Les conditions d’interaction et de lavage

Les interactions protéines-protéines peuvent dépendre du pH, de la concentration en
sels ou de la présence de certains co-facteurs durant I’incubation avec la protéine partenaire.
Ces conditions doivent étre maintenues durant les étapes de lavage pour préserver
I’interaction jusqu’a la détection. Donc les lavages doivent étre réalisés avec une agitation

douce et sous une température de 4°C.

e) Les méthodes de détection

I1 existe 4 méthodes pour la détection des interactions protéines-protéines durant un far
western blot : - une détection directe de la protéine (X) par une protéine (y) radioactive.
- une détection indirecte par un anticorps dirigé contre la protéine (y).
- une détection indirecte par un anticorps dirigé contre une étiquette fusionnée
a la protéine (y).
- une détection avec une protéine (y) biotinylée et une enzyme (HRP/AP)

marquée par 1’avidine ou la streptavidine.

C. Protocole
Matériel

- Le plasmide pClneo3xFlag-Brd2 (préparé par k. Gallay (UMR754)) a été utilisé pour
transfecter des cellules 293T ; chaque 2ug du plasmide sont utilisés pour transfecter x10

cellules 293T par CaCl,

- Les plasmides pGVB

- Production des domaines C-terminal de Brd2, Brd3 et Brd4 :

Méthode
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- Pour vérifier les interactions entre les INs de PERV et d’ASLV et la protéine Brd2
entiere, 1 a 2 pg d’intégrases pures sont déposées sur gel SDS-PAGE 10%. La migration sur
gel est réalisée a 100 volts pendant 1h 30minutes. Le gel est ensuite transféré pendant 1 heure
a 100 volts sur une membrane nitrocellulose. La membrane est ensuite bloquée pendant 20
minutes a 4°C dans du tampon contenant du PBST (1X Phosphate Buffered Saline Tween-
20), ainsi que 10% de lait. La membrane est incubée pendant la nuit a 4°C avec 10 ml de
PBST contenant 300ul de lysat cellulaire contenant la protéine Brd2 enticre, ainsi qu’une
tablette d’antiprotéases (complete EDTA-free, protease inhibitor cocktail) (Roche). La
membrane est lavée 2 x 10 minutes dans du PBST et les protéines sont enfin révélées par une
incubation avec 1/20000 anti-Flag M2 peroxydase (HRP) (Sigma). La révélation se fait sur un
film (kodak) a I’aide du kit « Fast Western Blot Kits, SuperSignal West Pico » (Thermo

scientific).

- Pour vérifier les interactions entre les différents domaines de I’IN PERV et Brd2,
20ul des lysats de cellules SF9 contenant les différents domaines de I’IN sont déposés sur gel
SDS-PAGE 10% puis transférés sur une membrane nitrocellulose. La membrane est ensuite
incubée avec 300ul de lysat cellulaire contenant la protéine Brd2 entiére. La membrane est

incubée avec 1/20000 anti-Flag M2 peroxydase (HRP).

- Pour vérifier les interactions entre les INs de PERV et d’ASLV et les domaines C-
terminal de Brd2, Brd3 et Brd4, 2ug d’IN PERV et d’ASLV sont déposés sur gel SDS-PAGE
puis transférés sur une membrane nitrocellulose qui est ensuite incubée avec 300ul de lysats
bactériens contenant soit le domaine C-terminal de Brd2, soit le domaine C-terminal de Brd3,
ou le domaine C-terminal de Brd4. La membrane est incubée avec 1/5000 d’anticorps anti-

GST HRP (GE Healthcare).
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RESULTATS
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I- Objectifs

Pour permettre la vérification des interactions potentielles entre les INs et la protéine
cellulaire Brd2, plusieurs conditions devaient étre préalablement définies. Premie¢rement, les
conditions d’activité¢ de I’IN PERV devaient étre déterminées et les techniques de production,
de purification et des tests d’activités in vitro pour I'IN PERV devaient étre développés. Dans
ce cadre, nous souhaitions mettre au point la purification de I’'IN de PERV a partir du systéme
bactérien (comme cela se pratique couramment pour les INs actuellement), mais également
tester la purification a partir du systeme baculovirus / cellules d’insecte, afin de voir si ’on
pouvait obtenir des protéines plus actives suite aux modifications post-traductionnelles
acquises par la production en cellules.

Les protéines ont été donc exprimées en bactérie et cellules SF9. Les protéines fusionnées
a une étiquette 6xHistidine en N-ter ont été purifiées sur une colonne de chromatographie
d’affinité HiTrap par FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography). Les activités des protéines
pures obtenues a partir des 2 systemes de production différents ont été comparées par une
suite de tests in vitro représentant les réactions de clivage et de transfert de brins réalisées par
I’IN in vivo, et la réaction de désintégration qu’elle peut effectuer uniquement in vitro. Les
résultats des tests d’activité de I’'IN PERV seront détaillés dans 1’article, alors que ceux de

I’IN d’ASLV seront présentés dans la partie ‘Données supplémentaires’.

Deuxiémement, une méthode de validation d’interaction protéine-protéine devait étre mise
au point afin de valider les interactions potentielles entre nos 2 enzymes virales actives et les
protéines cellulaires Brd2 et TAB182.

Dans D’objectif de vérifier les interactions potentielles entre les INs et les 2 protéines
cellulaires, différentes méthodes classiques de validation d’interaction entre protéines ont été
tentées mais sans succes, comme le GST pull-down et la co-immunoprécipitation. Apres
plusieurs essais, ces tests ont été abandonnés faute de fixation non-spécifique de 1’anticorps
sur les billes, nous empéchant ainsi de vérifier les interactions.

Dans un second temps et suite a la purification des INs de PERV et d’ASLV, une
expérience de «Far western blot » a été essayée. Le test consistait a faire migrer sur gel SDS-
PAGE des protéines INs pures fusionnées a une étiquette 6xHis, et les transférer par western
blot sur membrane nitrocellulose. Ensuite, il fallait incuber la membrane avec un lysat
cellulaire contenant la protéine partenaire (Brd2 fusionnée a une étiquette 3xFlag). Cette

méthode nous a permis de révéler une interaction spécifique entre I’IN PERV et Brd2. Enfin,
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nous avons souhaité¢ examiner de plus pres cette interaction, en testant les différents domaines
de I’IN et de Brd2. Pour cela, une délétion des différents domaines de I’IN de PERV a été

réalisée, nous permettant ainsi de tester leur interaction avec Brd2 par « Far western Blot ».
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Abstract

Integrase (IN) has the key role in the integration of retroviral DNA into the host cell
genome. Here, we described the purification of the Porcine Endogenous RetroVirus (PERV)
IN obtained from two expression systems (bacteria and baculovirus), and analyzed their
ability to mediate catalytic activities (3’-end processing, strand transfer and disintegration) in
vitro, as well as to form dimers. Previously, we demonstrated that PERV shows a similar
pattern of target site selection as Murine Leukemia Virus (MLV). In an attempt to identify
host factors that might interact with PERV IN, we also investigated the interaction of Brd2
bromodomain containing protein 2 (Brd2), previously documented as partner of MLV IN,
with PERV IN. Our results validate Brd2 as an interactant of PERV IN and point to the
important role of the core/C-terminal domains of PERV IN in mediating the interaction with
Brd2. In addition, no interaction was found with an Avian Sarcoma and Leukemia Virus

(ASLV) IN.
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BACKGROUND

A critical step for retroviral replication is the stable integration of the provirus genome
into the genome of its host. The viral enzyme integrase (IN), encoded by the pol gene, has a
key role in this and carries out two reactions: (i) in the 3’-end processing (which proceeds in
the cytoplasm), IN removes two nucleotides from the 3’ termini of the viral long terminal
repeats (LTRs) exposing a conserved CA-OH 3’ ends with a two-bases 5’-overhang, and (ii)
in strand transfer (which proceeds in the nucleus), IN joins the 3’ends of each recessed strand
to the 5’end of the host DNA and results in a gapped intermediate (Engelman 2010). The
integration process is completed by repair of the gaps flanking the integrated viral DNA and
by elimination of the 5’-overhanging dinucleotides of the viral DNA ends. The repair of DNA
gaps presumably involves host proteins (Smith and Daniel 2006; Espeseth, Fishel et al. 2011).

To study the integration event, in vitro assays have been developed by using purified
IN enzyme and short oligonucleotides mimicking the viral LTR ends. /n vitro studies showed
that the IN enzyme is able to carry out both 3’-processing, strand transfer and disintegration
(reverse of strand transfer) reactions. Biochemical and genetics studies showed that IN
functions as a multimer which coordinates the integration of both viral DNA termini
(Engelman, Bushman et al. 1993; van Gent, Vink et al. 1993) and most of recent data
accumulate towards the IN functioning as a tetramer complex (Faure, Calmels et al. 2005; Li,
Mizuuchi et al. 2006; Hare, Cherepanov et al. 2009; Hare, Di Nunzio et al. 2009; Michel,
Crucifix et al. 2009; Hare, Gupta et al. 2010). The retroviral IN protein contains three
functionally important domains: The N-terminal region (NTD) is characterized by an
invariant HHCC (His-His/Cys-Cys) motif that binds zinc (Bushman, Engelman et al. 1993)
which contributes to IN multimerization (Zheng, Jenkins et al. 1996). Several residues of the
Human Immunodeficiency Virus type 1 (HIV-1) IN NTD were found to be involved in viral
DNA binding (Heuer and Brown 1997; Heuer and Brown 1998; Zhao, McKee et al. 2008).
The central core domain (CCD) is characterized by an active site consisting of a D-D(35)-E
conserved motif. In addition to catalytic activities, the CCD is involved in specific recognition
of viral ends (Jenkins, Esposito et al. 1997; Esposito and Craigie 1998; Gerton, Ohgi et al.
1998) and in binding host DNA (Katzman and Sudol 1995; Katzman and Sudol 1998;
Katzman and Katz 1999). The C-terminal domain (CTD) is the less-conserved domain. It has
non-specific DNA-binding activity (Mumm and Grandgenett 1991; Lutzke, Vink et al. 1994;

Esposito and Craigie 1998) and it is also involved in the oligomerization of IN (Jenkins,

86



Engelman et al. 1996). An extended region of unknown function in the C-terminal domain has
been identified in some IN proteins such as Murine Leukemia Virus (MLV) IN (Jonsson CB,
Donzella G A et al. 1996) and Porcine Endogenous Retrovirus (PERV) IN.

A large number of HIV-1 IN-interacting host factors have been identified by analysing
the components of the PIC or by yeast two hybrid screening (Kalpana, Marmon et al. 1994;
Farnet and Bushman 1997; Lee and Craigie 1998; Parissi, Calmels et al. 2001; Rain JC,
Cribier A et al. 2009). Human lens epithelium-derived growth factor (LEDGF/p75), the first
host co-factor of HIV-1 IN whose role has been elucidated, was identified both in a yeast two-
hybrid screen (Rain JC, Cribier A et al. 2009), and by its association with exogenously
expressed HIV-1 IN in cells (Cherepanov, Maertens et al. 2003). Subsequent analysis of this
factor has suggested an essential role for LEDGF/p75 in protecting IN from proteasomal
degradation and for nuclear and chromosomal targeting of HIV-1 IN in human infected cells
(Meehan and Poeschla 2010). This interaction may be responsible for preferential HIV

integration within transcription units (Ciuffi, Llano et al. 2005).

The influence of host proteins on integration remain poorly defined for other
retroviruses. Recently, a yeast two-hybrid screen using Mo-MLV IN as bait has been reported
(Studamire B and Goff SP 2008). In this screen, the largest number of clones isolated
corresponded to the cDNA for bromodomain containing protein 2 (Brd2/fsrgl/RING3)
(Studamire B and Goff SP 2008). With Brd3, Brd4 and BrdT in mammals, Brd2 belongs to
the BET family of proteins that are characterized by the presence of two bromodomains
involved in recognition and binding of acetylated histones (Kanno, Kanno et al. 2004; LeRoy
G, Rickards B et al. 2008). Brd2 was shown to be an essential factor as Brd2-deficient
embryos die during mid-gestation development (Shang, Wang et al. 2009). Brd2 functions as
a transcriptional co-activator and as a nuclear-localized kinase (Denis GV and Green MR
1996). It was also identified in a complex that contains, among others, E2F, histones,
HDACI1, CBP, p300, Cyclin A2, and Swi/Snf chromatin remodeling complex member Brg-1
(Tamkun JW, Deuring R et al. 1992; Crowley TE, Kaine EM et al. 2002; Denis GV, McComb
ME et al. 2006). Interestingly, Brd2 was also shown to interact with latency -associated
nuclear antigen (LANA) Kaposi’s sarcoma herpesvirus (KHSV) to tether the viral genome to
mitotic chromosomes (Platt GM, Simpson GR et al. 1999; Mattsson K, Kiss C et al. 2002).

PERV are members of the gammaretrovirus genus. No pathology is formerly

associated with PERYV in its natural host but PERV has been shown to infect human cells in
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vitro (Patience, Takeuchi et al. 1997). In previous studies (Moalic, Blanchard et al. 2006;
Moalic, Felix et al. 2009), we characterized the integration profile of PERV in human cells.
The integration profile of PERV showed an affinity for transcription start sites and CpG
islands and displayed common patterns of target site preference with MLV and foamy virus
(Mitchell RS, Beitzel BF et al. 2004; Nowrouzi A, Dittrich M et al. 2006; Trobridge GD,
Miller DG et al. 2006). No studies of either PERV IN activities in vitro or of proteins
interacting with PERV IN have been available until now. In the present study, we have
expressed the PERV IN as a fusion protein with a 6xHistidine Tag in both Escherichia coli
and insect SF9 cells. IN proteins from different viruses (HIV, Avian Sarcoma and Leukemia
Viruses (ALSV), MLV) are usually purified from bacteria with high purity and activities.
However, since eukaryotic systems are able to provide the proteins with many of the post-
translational folding, processing and modification events required for their activities, we also
produced PERV IN using the baculovirus expression system. After that, we analysed the
catalytic activities of both PERV INs (3’-processing, strand transfer and disintegration) as
well as their oligomeric state. Our result showed that zinc is required for dimerization of
PERV IN and for the strand transfer activity of IN. Finally, in an attempt to identify host
proteins that interact with PERV IN, we investigated the possibility of an interaction with
Brd2. We used the far western blot method to validate this interaction. We also examined the
interaction of Brd2 with the IN from Avian Sarcoma and Leukemia virus (ASLV), a virus

which belongs to alpha-retrovirus genus.
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MATERIELS AND METHODS
Construction of IN-expressing plasmids.

The full length PERV IN gene was amplified by PCR with Vent DNA polymerase (Biolabs),
using the plasmid A14/220 (Oldmixon BA, Wood JC et al. 2002; Ericsson TA, Takeuchi Y et
al. 2003) as template. All the PCR cycling conditions were as follows: 95 °C for 5 min, and
then 30 cycles of 95 °C for 30 s, 55 °C for 60 s, and 72 °C for 1.5 min, and finally 72 °C for 7
min. In a first round of PCR, primers OGVB3074-F
(CATATGATAGAAATGCCCAAAGCCCCAGAACQ) and OGVB3074-R
(CATATGTTAACTTGAGGAGTTATTGACAGAG) were used. These primers were
designed to include an Ndel and a HindIIl restriction sites in the IN sequence. In a second
round of PCR; primers OGVB3050-
F(GCGGCCGCACATGGCACATCACCATCACCATCACATAGAAATGCCCAAAG) and
OGVB3049-R (GAATTCTTAACTTGAGGAGTTATTGACAGAG) were used. These
primers were designed to include a Notl and an EcoRI restriction sites in the IN sequence.
After amplification, the PCR products were then digested with either Ndel and HindIII (set 1)
or Notl and EcoRI (set 2) and products were inserted into the pET14b plasmid (Invitrogen)
and into the PVL1392 plasmid (BD Baculogold), respectively. The resulting pGVB3045
construct (derivative of the pET14b plasmid) contains IN PERV sequence beyond an
Histidine-Tag sequence and allows IN expression in bacteria. The resulting pGVB3030
construct (derivative of the PVL1392 plasmid) contains IN PERV sequence beyond an

Histidine-Tag sequence and allows IN expression in SF9 insect cells.

Five PERV IN sub-domains (NTD, CCD, CTD, NTD + CCD and CCD + CTD) were also
amplified by PCR using the same conditions as described above. The PCR products were then
cloned into the PVL1392 plasmid (BD Baculogold) downstream of the polyhedrin promoter
and beyond an Histidine-tag sequence, after digestion with EcoRI and Notl. The primers used
to amplify the different sub-domains were as follow: For pGVB3040 (N-ter domain of PERV
IN) we used the primers OGVB3050-F
(GCGGCCGCACATGGCACATCACCATCACCATCACATAGAAATGCCCAAAG) and
OGVB3071-R (GAATTCTAAGCATTAACCAGCTGGCAGGGC). For pGVB3041 (core
domain of PERV IN) we used the primers OGVB3070-
F(GCGGCCGCCATGGCACATCACCATCACCATCACCATCACAATCCTTCCAGAATG

CCTCC) and OGVB3069-R (GAATTCTATACAGAAGCAATTTCTACCAATGG). For
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pGVB3038 (C-ter domain of PERV) we wused the primers OGVB3068-F
(GCGGCCGCCATGGCACATCACCATCACCATCACCATCACGAAATTGCTTCTGTAC
ATAGTGC) and OGVB3049-R (GAATTCTTAACTTGAGGAGTTATTGACAGAG). For
pGVB3039 (N-ter/core domains of PERV IN) we used the primers OGVB3050-F
(GCGGCCGCACATGGCACATCACCATCACCATCACATAGAAATGCCCAAAG) and
OGVB3069-R (GAATTCTATACAGAAGCAATTTCTACCAATGG). For pGVB3037
(core/C-ter domains of PERV IN) we wused the primers OGVB3070-
F(GCGGCCGCCATGGCACATCACCATCACCATCACCATCACAATCCTTCCAGAATG
CCTCC) and OGVB3049-R (GAATTCTTAACTTGAGGAGTTATTGACAGAG). The

nucleotide sequence of each new construct was verified by DNA sequencing.
Construction of Brd2-expressing plasmids.

The human Brd2 gene was amplified from 293T cells. Total RNAs were extracted by using
the RNeasy kit (Qiagen) and then reverse transcribed with Reverse transcriptase of M-MLV
(Promega). Brd2 sequence were amplified by two PCR using the Pfu Taq Pol (Promega): (i)
by using primers 1 fwd (ATGCTGCAAAACGTGACTCCCC) and 2 rev (CGG TTC TCC
ATC TTC CGC TTG) to amplify sequences from nucleotides 1 to 1217 (Genbank
NM 005104.3) (ii) by using primers 3-fwd (GGCCTGCATGACTACCATG) and 4- rev
(TTAGCCTGAGTCTGAATCACTGGTGTG) to amplify sequences from nucleotides 1144 a
2406. The amplification reactions were performed by a 1 min at 95°C followed by 35 steps of
30 sec at 95°C, 30 sec at 62°C and 1 min 40 at 72°C and finished by a terminal step of 10 min
at 72 °C. The PCR products were purified on Qiaquick column (Qiagen) and were then
mixed, denaturated 5 min at 95°C, and let 30 minutes at laboratory temperature to allow
hybridization. The mix was then used for a last elongation reaction of 15 min at 72°C. The

resulting PCR product was used for a PCR adding Gateway cloning (att) sequences on each

ends. Primers used were: 5 fwd
(GGGGACAACTTTGTACAAAAAAGTTGGCATGCTGCAAAACGTGACTCCC) and 6-
rev (GGGGACAACTTTGTACAAGAAAGTTGGTTAGCCTGAGTCTGAATC).

Conditions of PCR were: one step of 1 min at 95°C followed by 35 steps of 30 sec at 95°C, 30
sec at 65°C and 2 min 40 sec at 72°C plus a final step of 10 min at 72°C. The 2406 bp long
band corresponding to the full-length Brd2 sequence was further purified on a 0.8 % agarose
gel with the GenElute gel extraction Kit (Sigma). Brd2 sequences were then cloned into the

pDNOR223 plasmid (Invitrogen) using the Gateway technique (Invitrogen). Once the
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sequence was checked, the Brd2 sequences were sub-clones into the pCMVmycGW plasmid

(Invitrogen).

The plasmid constructions of the C-terminal domains of Brd2, Brd3 and Brd4 proteins were
generously provided by Dr. T.F. Schulz. Each domain was further sub-cloned in the pGEX-
4T1 (Ottinger M, Christalla T et al. 2006) that contains GST (glutathione S-transferase). GST-
Brd2/RING3 (C-terminus of Brd2/RING3 protein, aa 601-801) was cloned into the pGEX-
4T1 vector using BamHI restriction site. GST-Brd3/ORF X (C-terminus of BRD3/ORF X
protein, amino-acids 569-726) was cloned into the pGEX-4T1 vector using BamHI and EcoRI
restriction sites. GST-Brd4/HUNK (C-terminus of Brd4/HUNK protein, amino-acids 607-
722) was cloned into the pGEX-4T1 vector using BamHI and EcoRI restriction sites.

Purification of recombinant His-tagged PERV IN proteins from bacteria and insect

cells.

PERV Ny, was expressed in E.coli BL21 (DE3) bacteria (Novagen) transformed
with the pGVB3045 plasmid. Bacteria were grown to an optical density at 600 nm of 0.6 in 1
liter of Luria broth at 37°C. Isopropyl-1-thio-b-D-galactopyranoside (IPTG) was then added
to a final concentration of 1 mM and cells were grown for an additional 3 hours at 30°C and
collected by centrifugation at 6.000 x g for 15 min. Bacterial cells were resuspended at 4°C in
10 ml of lysis buffer (20 mM Tris HCI, 500 mM NaCl, 10 mM Imidazole, 5 mM f-
mercaptoethanol) for each 0.5 | of culture. After 30 min, one tablet of complete EDTA-free
protease inhibitor cocktail (Roche) and 1.5 mg/ml of lysozyme were added to the lysate. Lysat
was dounced until mixed then kept at 4°C for another 30 min. Samples were then disrupted by
sonication. The lysates were clarified by centrifugation at 11.000 rpm for 30 min at 4°C.
Solubilized extracts containing full-length PERV IN were filtered through 0.45 um filters and

were conserved at -20°C until purification (see below).

For production of PERV INgpg, the pGVB3030 plasmid was co-transfected with the linearized
BD BaculoGold DNA (BD Biosciences) into insect cells. Spodoptera frugiperda (SF9) insect
cells seeded in a 25 cm? flask at 2 x 10° cells were transfected with a mixture of 0.5 pg
bacmid and 15 pl Cellfectin reagent (Invitrogen). For high-titer protein expression, confluent
SF9 cells were infected in a 250 ml volume at a cell density of 1.8 x 10° cells/ml. The
supernatant was harvested 5 days post-transfection. The pellets of 1 x 10° cells were

resuspended in 500 ul of insect cell lysis buffer (BD BaculoGold), in the presence of 1% (v/v)
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of detergent Nonidet P-40 (NP40). Samples were then disrupted by sonication. The lysates
were clarified by centrifugation at 13.000 rpm for 20 min at 4°C. Expression of proteins in

infected cells was checked by western blot analysis using anti-histidine antibody (Pierce).

For purification of His-tagged PERV INu. . and PERV INgpy proteins, the lysates
supernatants were applied to Nickel charged-HiTrap IMAC HP column (GE Healthcare)
equilibrated with buffer A (20 mM Tris HCI, 500 mM NaCl, 25 mM Imidazole, 5 mM f-
mercaptoethanol). Unbound and weakly adsorbed proteins were washed from the affinity gel
with 10 column volumes of buffer B (20 mM Tris HCI, 1 M NaCl, 25 mM Imidazole, 5 mM
B-mercaptoethanol), then the His-tagged proteins were eluted with a gradient of buffer C
(buffer B containing 1M imidazole) collecting 0.5 ml per fraction. Selected fractions were
pooled and dialyzed against buffer C (20 mM Tris HCI, 1 M NaCl, 5 mM B-mercaptoethanol)
10% glycerol and 10 uM ZnCl,) and were stored at -80°C. Same conditions were used for
PERV INp, except that the dialysis buffer didn’t contain ZnCl,.

Expression of the C-terminal domains of Brd2, Brd3 and Brd4 from bacteria.

The C-terminal domains of Brd2, Brd3 and Brd4 proteins were expressed in bacteria. E.coli
BL21 (DE3) (Novagen) were grown to an optical density at 600 nm of 0.8 in 1 liter of Luria
broth at 37°C, and IPTG was added to a final concentration of 1mM. The bacteria were then
grown for an additional 3h at 37°C and collected by centrifugation at 6000 x g for 15min. The

pellets were stored at -80°C for later processing.
Protein-protein cross-linking.

Cross-linking by Bis(sulfosuccinimidyl) suberate (Pierce) was performed as previously

described (Moreau K, Faure C et al. 2003).
PERYV IN activities.

Oligonucleotides PERV-USA (5’- CTTTTTGCTGGTCTTACATT -3’) and PERV-U5Ac (5°-
CTTTTTGCTGGTCTTACA -3”) were used for 3’-processing and strand transfer reactions.
Disintegration reactions were performed with an Y-oligomer substrate PERV-D (5°-
TGTAAGATCTTACAGGCCCTTGGGCCGGCGCTTGCGCC -3°) using PERV US viral
DNA end-specific sequence in the viral portion. Oligonucleotides were 5’-end labelled with
ATP **P by a T4 polynucleotide kinase (Invitrogen). PERV-U5A and PERV-U5Ac were then

hybridized with PERV-U5B (5’- AATGTAAGACCAGCAAAAAG -3°). PERV-D was
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hybridized with itself. Hybridization was performed as follow: oligonucleotides were
denaturated 5 min at 95°C, hybridized 40 min at 37°C and stored at 4°C. For 3’-processing
and strand transfer reactions, 1 pmol of labelled substrate was mixed with 20 pmol of PERV
IN in a reaction buffer containing 20 mM 4-morpholineethanesulfonic acid (MES, pH 6.2), 10
mM dithiothreitol (DTT), 10 mM MnCl,, 100 mM KCl, 10% (v/v) glycerol (Jonsson CB,
Donzella GA et al. 1993; Yang F and Roth MJ 2001). Disintegration reactions were carried
out with 1 pmol of PERV IN protein and 1 pmol of the disintegration substrate in a reaction
buffer containing 20 mM 1,4-Piperazinediethanesulfonic acid (PIPES) (pH 6.4), 1 mM DTT,
50 mM NaCl, 50 mM MnCl,, 7 mM CHAPS, 0.05% NP40. The reaction mixture was
incubated at 37°C for 1h and then stopped by adding 95% formamide, 20 mM EDTA, 0.05%
bromophenol blue, and heating at 90°C for 5 min. The reaction products were loaded on a
15% polyacrylamide-7M urea denaturing gel, followed by electrophoresis at 1.800 V.

Reaction products were analysed by autoradiography.
Cell cultures and DNA transfection

Lysates of human embryonic kidney 293T cells over-expressing the 3xFlag-Brd2 protein were
used for Far Western analysis. Cells were transfected as previously described (Ronfort, De
Breyne et al. 2004). 48 hours after transfection, cells were harvested and then lysed on ice for
20 min in 300 pl lysis buffer (20 mM Tris-HCL, pH 7.4, 180 mM NaCl, | mM EDTA, 0.5%
NP40 and 1% protease inhibitors). Lysates were stored at -20 °C.

Lysates of insect SF9 cells expressing the full length IN PERV or its domains were used also
for Far Western analysis. SF9 seeded in a 25 cm? flask at 2 x 10° cells were transfected with a
mixture of 0.5 pg bacmid and 15 pl Cellfectin reagent (Invitrogen). The supernatant was

harvested 5 days post-transfection.
Western and Far Western blotting analysis.

Proteins were suspended in an equal volume of laemmli buffer (60 mM Tris-Cl pH 6.8, 2%
SDS, 10% glycerol, 5% B-mercaptoethanol, 0.01% bromophenol blue) and were heated for 5
min at 95°C. The proteins were then electrophoresed in SDS-denaturing polyacrylamide gels
and were electrically transferred to nitrocellulose membranes (100 Volts, 1 hour). For
Western analysis, the blots were blocked for 1 hour in Tris-buffered saline containing 0.05%
Tween 20 (TBS-T) + 25mg/ml BSA (Bovine Serum Albumin), and then incubated with either

an His-probe-HRP antibody (working dilution 1/5000) (Thermo Scientific) or with the Anti-
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Flag M2 peroxydase (HRP) antibody (working dilution 1/20000)(Sigma), or with the Anti-
GST HRP conjugate (working dilution 1/5000)(GE Healthcare). The western Blot detection

ECL kit (Thermo scientific) was used for revelation.

For Far Western blot analysis, 1 pg of purified IN proteins were subjected to 10% SDS-PAGE
and transferred to nitrocellulose membrane. The blot was blocked with PBST (Phosphate-
buffered saline containing 0.05% Tween 20) containing 10% skim milk for 20 min and
incubated overnight at 4°C with 300 pl of 293T lysates containing the overexpressed Brd2
protein in 10 ml of PBST supplemented with 1 tablet of complete EDTA-free, protease
inhibitor cocktail (Roche). The membrane was washed by gentle agitation two times for 10
min each with PBST to remove unbound proteins, and was finally subjected to a Western
analysis using the anti-Flag-M2 peroxidase antibody or anti-GST HRP conjugate antibody

(described above).
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RESULTS AND DISCUSSION
Expression and purification of WT PERYV IN proteins

PERV IN coding-sequences were subcloned into pET14b and PVL1392 plasmids and
expressed as an N-terminal hexa-histidine tagged protein in E. coli and SF9 insect cells,
respectively. Maximal IN expression was observed at 3 hours post-induction in E. coli and 48

hours post infection in SF9 cells (data not shown).

To purify PERV IN from E. Coli, we first used our protocol of ASLV IN purification
as previously described (Moreau, Faure et al. 2003; Moreau, Faure et al. 2004; Moreau,
Charmetant et al. 2009; Ballandras, Moreau et al. 2011). This initial attempt was
unsuccessful. PERV IN was insoluble maybe due to the difference in amino acid composition
among IN proteins. Therefore, purification was performed according to protocols previously
developed for MLV (Jonsson CB, Donzella GA et al. 1993; Yang F, Leon O et al. 1999). The
use of the optimal conditions defined for MLV generated high yields (over 500 mg per liter of
culture) of pure PERV IN proteins (named PERV INy,) suitable for biochemical analysis.

For initial protein extraction from SF9, effective lysis strategies were developed using
non-ionic and zwitterionic detergents. After that, purification was performed using the same

conditions described for PERV INpaet.

Therefore, both proteins (INp,¢ and INspg purified from E. Coli and insect cells,
respectively) were purified by a one-step nickel-chelating chromatography. After extensive
washing of the columns, IN was eluted with a linear imidazole gradient (25 mM-1M) giving
yields exceeding 2 mg of purified protein, per litre of culture for E. coli. Fewer yields of
purified proteins were obtained from SF9 expression system because of the limited solubility
(the protein was found at 50% in the pellet of cell lysate according to results obtained from
western blot analysis (data not shown)). The addition of detergent (Igepal CA-630, Sigma)
was therefore an absolute requirement for protein extraction from SF9 cells. After
purification, both proteins (INpac; -« and INsrg) were dialyzed for 18 hours in the presence of
10 uM zinc required for the efficiency of the IN activity (Yang F and Roth MJ 2001), whereas

INpaet was dialyzed in the absence of zinc.

Our results showed that IN proteins expressed in bacteria were produced at much

higher level than the protein expressed in baculovirus system. Proteins were then deposited on
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a 12% SDS polyacrylamide gels (Fig.1A). INp, and INgpg were routinely greater than 90%

pure.
Zinc promotes dimerization of PERYV INp,¢

INpact zc protein was tested for its ability to form a complex by protein—protein cross-
linking. INpact o Was incubated with the Bis (sulfosuccinimidyl) suberate (BS3) cross-linker.
Reaction products were separated by SDS-PAGE and revealed by Western blot using an anti-
Histidine antibody (Fig. 1B). In the absence of BS’, only a single band with apparent
molecular weight of 49 Kda corresponding to the monomeric form of PERV IN was observed
(lane 3). In the presence of BS®, the expected molecular weights of IN monomers and dimers
were observed (lane 4). This dimeric state was zinc-dependent. Indeed, in the absence of 10
uM zinc in the dialysis solution, PERV IN yielded no detectable dimers (lane 2). Our
experiment revealed a dimer form of the protein strongly dependent on the presence of the

divalent cation zinc.
In vitro activities catalyzed by PERV INy,: and PERYV INgpy

The IN PERV INs were then assayed for 3’ processing, strand transfer and
disintegration in vitro activities (Fig. 2). These assays rely on the use 5’ radio-labelled small-

size oligonucleotide substrates.

The 3’-processing and strand transfer activities of PERV IN were assayed under the
conditions described in Methods, which were based on the optimal conditions defined for
MLV IN by Roth and al. (Jonsson CB, Donzella GA et al. 1993; Yang F and Roth MJ 2001).
In these assays, 1 pmol of a 20 mer 5’-labeled blunt-ended oligonucleotide mimicking the
terminal U5 of the PERV LTR was used as the substrate for the reaction. Reactions were
performed in 100 mM KClI, at pH 6.2 and in the presence of Mn2+ as a metallic cofactor. As
shown in Fig. 2A (lane 1), the three proteins yielded a product running exactly coincident
with the expected -2 nt processed product (lanes 2, 3 and 4) while such a product was not
detected in absence of IN (lane 1). In this test, PERV INp,q and PERV INpa .. Were
reproducibly the most efficient. A slightly fainter signal was detected in this assay for PERV
INgpo . Proteins were also tested for strand transfer activity using a 5’-labelled pre-cleaved
oligonucleotide substrate (Fig. 3B). Using the optimal conditions defined for MLV IN by
Roth and al. (Jonsson CB, Donzella GA et al. 1993), a part of the pre-cleaved strand transfer

substrate was converted to integration product by the PERV INgpy (lane 2) PERV INpac 4
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(lane 3) and, by PERV I[Ny, but to a lesser extend (lane 4) while no such products were
detected in absence of IN (lane 1).

In the disintegration reaction (Fig. 3C), we used a Y-oligomer substrate that mimics
the product of a strand transfer reaction with oligonucleotides corresponding to PERV DNA
end sequences. Disintegration is the reverse of the strand transfer reaction and results in two
products, mimicking the labelled viral DNA end and the unlabeled target DNA. The
conditions of the reaction were similar to those used for 3’-end processing and strand transfer,
except that the reaction was performed at pH 6.4 in 50 mM NaCl. In absence of IN, no
disintegration products are observed (lane 1).The reaction in the presence of PERV INgpg
(lane 2), PERV INpgyet o (lane 3) and PERV [Ny, (lane 4) yielded to the expected 14-long
labelled DNA product. As for the 3’-procesing reaction, PERV [Ny, was more efficient than
PERV INgpg and PERV INpct 4.

Altogether, these data show PERV [Ny, - activity is higher than that of PERV INgpo,
as purified in our experimental conditions. Both have higher integration activities than the
PERYV IN purified from insect cells. The poorly efficient production of PERV IN from insect
cells requires the addition of detergent. Knowing that the use of non-ionic detergent might
affect the folding of the protein, it could explain the slightly lower in vitro 3’-processing and
strand transfer activities obtained with PERV IN expressed in SF9 cells compared to PERV

IN purified in bacteria in presence of zinc.

Interaction in vitro of human BRD2 protein with PERV IN but not with ALSV IN in far

western Blot.

Brd2 has been already shown to interact with the MLV IN. In a two-hybrid assay, nine
isolates of the yeast two-hybrid screen using MLV IN as bait, corresponded to the cDNA for
Brd2 (Studamire B and Goff SP 2008). We thus questioned if Brd2 would be also a partner of
PERV IN (another gamma-retrovirus). We also investigated the interaction of Brd2 with IN
from an avian alpha-retrovirus (Rous Associated Virus type 1 (RAV-1) we have previously
purified (Moreau, Faure et al. 2002; Moreau, Faure et al. 2004). For this purpose, we first
tried to use the GST pull down and co-immuno-precipitation methods. These attempts were
unsuccessfully due to non-specific-binding of IN proteins to the beads. Therefore, we
managed to analyse in vitro the potential interaction between Brd2 and both INs by using the

Far western blot method. PERV INy, and Rous Associated Virus type 1 IN protein purified
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from bacteria (Moreau, Faure et al. 2003; Moreau, Faure et al. 2004; Moreau, Charmetant et
al. 2009) were subjected to migration on SDS-PAGE and immobilized on a nitrocellulose
membrane. A first membrane was revealed with an anti-His antibody to reveal the 49 kDa
PERV INp, and the 37 kDa RAV1 IN proteins (ASLV INp,) (Fig. 3B, lanes 1 to 2). A lysate
of 293T transiently expressing a flag-Brd2 (48 hours) was used to probe INs on a second
membrane (lane 3). Brd2 retention on membrane was then revealed with an anti-Flag
antibody (Fig. 3B, lanes 4 to 6). A flag-signal was revealed at position corresponding to the
PERV INy, (Fig. 3B, lane 4), confirming the interaction between PERV [Ny, and Brd2. By
contrast, no flag-signal was revealed with RAV-1 IN (lane 5) indicating that RAV-1 IN did
not interact with human Brd2. A positif control corresponding to the 3xFlag-Brd2 protein was

also revealed on the membrane (lane 6).

Therefore, Brd2 is a specific partner to at least two genera of retroviruses: gamma-
retroviruses (MLV (Studamire B and Goff SP 2008) and PERV INs (herein)) and lentiviruses
(HIV-IN (Studamire B and Goff SP 2008)). We show here that human Brd?2 is not a partner of
ASLV IN, at least in vitro. As it is known that ASLV retroviral vector are able to infect
human cells and to efficiently integrate into human DNA (Mitchell, Beitzel et al. 2004,
Torne-Celer, Moreau et al. 2008) Brd2 is probably not a co-factor of alpha-retrovirus IN, at

least in mammals cells.
Delineation of region(s) of PERYV IN required for its interaction with Brd2

Furthermore, we decided to determine the IN domain(s) of PERV IN responsible for
its interaction with Brd2. In this experiment, truncated PERV IN mutants were generated.
Therefore, five IN truncated mutants were constructed that included IN NTD (aal-101), IN
CCD (aal02-181), IN CTD (aal82-418), IN NTD/CTD (aal-181) and IN CCD/CTD (aal02-
418) (Fig. 3C). The 6xhis-fusion proteins were expressed in SF9 cells. Lysates of SF9 cells
were deposited on SDS-PAGE gel and transferred to a nitrocellulose membrane. INs were
revealed with an anti-His antibody on the first membrane. The proteins were detected at the
expected molecular weights ranging from 15 to 35 kDa (Fig.3D, lanes 4 to 5). The second
membrane was incubated with 293T cells lysates expressing the flag-Brd2 protein. The
interaction was revealed by using a Flag antibody. Interestingly, the far western analysis
revealed that only the IN CCD/CTD protein was able to bind Brd2 (Fig.3D, lane 1 right). By
contrast, neither the CTD (lane 2), the CCD (lane 5), NTD (lane 4) nor a truncated two-

domains protein (NTD/CCD) show any interaction with Brd2.
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Our results highlighted the specific role of the CCD/CTD domains of PERV IN in
binding the cellular Brd2. The deletion of one of these two domains compromised the
association with Brd2; this is probably due to a conformational change in the protein
structure. Alternatively, Brd2 need both the CCD/CTD domains to establish a stable

association.
Mapping for Brd2 interacting domain by far western blot analysis

Previous studies have indicated that the C-terminal domain of Brd2 is involved in
protein-protein interactions (Florence B and Faller DV 2001). Furthermore; this domain has
previously been shown to interact with MLV IN (Studamire B and Goff SP 2008). Therefore,
we analysed the interaction between INs and the extra-terminal (ET) C-terminal of Brd2. The
study was further extended to other proteins of the BET family. Thus, we also tested Brd3 and
Brd4 C-terminal domains (Fig. 3G). All the GST fusion proteins were produced in E.coli
(Fig. 3F, lanes 1 to 4). For the Far western Blot, PERV [Ny, and ASLV IN proteins were
separated by SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose membrane and revealed with an
anti-his antibody (Fig. 3G, lanes 1 and 2). The membrane was subsequently incubated with
bacterial lysate containing either the GST flag alone, or GST- Brd2 C-terminal protein, or the
C-terminal domain of Brd3 and Brd4. An interaction was detected by using the anti-GST
antibody. The far western analysis did not show any interaction between the GST fragment
and the 6xHis-INs on gel. The far western analysis showed that PERV INy, was able to
interact with the C-ter domain of Brd2 (Fig.3G, lane 4). Whereas, no interaction was found
between PERV I[Ny, and the C-ter domains of Brd3 or Brd4 (results not shown). This
analysis also confirmed the absence of interaction of ASLV IN with the C-terminal domain of

Brd2 (lane 5).
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CONCLUSION

We report herein the interaction of the CCD/CTD portion of PERV IN with the Extra-
terminal domain of the cellular Brd2 protein but not with ET domain of other proteins of the
BET family (Brd3 and brd4). Other have reported the interaction of the Brd2 ET domain with
IN of MLV (Studamire B and Goff SP 2008). Interestingly, Brd4, by its interaction with
virus-encoded E2 protein is used as a cellular adaptor by human papillomaviruses (HPV) for
anchoring viral genomes to mitotic chromosomes (Jang MK, Kwon D et al. 2009). Should a
similar role be assigned to BRD2 for anchoring gammaretroviral genome to the mitotic
chromosomes? Altogether, these observations suggest that the chromatin-binding Brd2
protein may play a role in retroviral integration. Finally, this study can be considered as a first

step in the understanding of the precise interaction between cellular proteins and PERV IN.
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Figure 1. Purity and oligomeric state of PERV INs.

(A) PERYV INs purified by Ni2+-HiTrap ImAC HP column chromatography. 1.5 pug of
PERV IN purified from E. Coli (PERV INp,y) or from SF9 cells (PERV INgp), were
separated on a 12% SDS-polacrylamide gel and visualized by Coomassie blue staining, before
dialysis. Arrows point to a 48.2 kDa protein for His-tagged PERV [Ny, and to a 47.2 KDa
for His-tagged PERV INgpy. The molecular weights of the protein standards (M) are

represented on the left of panels.

(B) Protein—protein cross-linking of PERV INy,.. 21g of PERV [Ny, (-ZnCl;) and PERV
INbact ¢ (+ZnCly) were incubated with or without Bis (sulfosuccinimidyl) suberate (BS®) (2
mM). Reaction products were analysed on 6% SDS-polyacrylamide gels and revealed by
Western blotting using an anti-Histidine antibody. The migration of cross-linked species,
monomers (M) and dimers (D) are marked. — BS®, without BS®; + BS® cross-linking of PERV
INpact 2 in presence of 2 mM of BS>.
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Figure 2. Integration assays.

(A). 3’-processing. Left: Illustration of the double strand oligonucleotide DNA substrate and

of the 3’-processing reaction liberating a substrate processed of 2 nucleotides on the radio-

labelled strand. Right: 3-processing catalyzed by PERV INgpyg, PERV INps - and PERV

INpaet. The viral DNA end oligonucleotide substrate (S) radio-labelled at the 5° end is

converted into a -2 end-processed products.
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(B). Strand transfer. Illustration of the pre-cleaved DNA substrate and of the strand transfer
reaction. Strand transfer was catalyzed by PERV INgpg, PERV INp,i ,c and PERV INpaei. The

position of the radio-labelled substrate (S) and integration products (ip) are indicated.

(C). Disintegration. Illustration of the Y-type DNA substrate and of the disintegration
reaction. Disintegration reaction catalyzed by PERV INgrg, PERV INpset 7o and PERV INpq.
The position of the radio-labelled substrate (S) and of the disintegration product (dis) are

indicated.

—IN indicates the 3’processing, strand transfer and disintegration reactions performed without

IN. Here are shown representative gels from two experiments.
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Figure 3. Far Western Blot

(A). Domain organisation of the PERV IN and ASLV IN proteins. Representation of the

His-tagged proteins used in figure 3B. The name each protein is indicated on the left.

(B). Far western blot analysis with wild type integrases. 1pg of PERV IN and ASLV IN
were deposited on 10 % SDS-polyacrylamide gels and transferred onto nitrocellulose
membranes. The first membrane (left, wb: a-His) is the result of western blot analysis using

anti-His antibody, and showing the expression of the IN proteins. The second membrane was
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incubated with 293T cells lysates over-expressing the 3xFlag-Brd2 protein. The membrane
was washed and probed with an anti-Flag antibody (Fwb: a- Flag). The positions of molecular

weight markers are indicated on the right of each membrane.
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(C). Schematic representation of the one- or two-domains PERV IN used. Delineation of
the His-tagged domains of PERV IN used in figure 3D. The name and size of each mutant are

indicated on the left of each protein.

(D). Far western blot analysis with truncated IN mutants. Cell lysates from SF9 cells

expressing the His-tagged CCD + CTD (lane 1), CTD (lane 2), NTD +CCD (lane 3), NTD
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(lane 4) and CCD (lane 5) domains of PERV IN were deposited on 15% SDS-polyacrylamide
gels and transferred onto nitrocellulose membranes. The first membrane (left, wb: a-His) is
the result of western blot analysis using anti-His antibody, and showing the expression of the
different domains of PERV IN from SF9 cells lysates. The second membrane was incubated
with 293T cells lysates over-expressing the 3xFlag-Brd2 protein. The membrane was washed
and probed with an anti-Flag antibody (Fwb: a- Flag). The positions of molecular weight

markers are indicated on the right of each membrane.

(E). Domain organization of the human Brd2 and delineation of the Brd2, Brd3 and
Brd4 C-terminal domain. Schematic representation of the full length Brd2 protein, and the
carboxy-terminal regions of the GST-Brd2 (aa 601 to 801), GST-Brd3 (aa 569 to 726) and
GST-Brd4 (aa 607 to 722).

(F). Expression of different C-ter-Brd proteins. Bacterial lysates containing GST (lane 1),
C-ter-Brd2/GST (lane2), C-ter-Brd3/GST (lane3), C-ter-Brd4/GST (lane4) were deposited
on 15% SDS-polyacrylamide gel, then transferred onto nitrocellulose membranes. The
membrane is the result of western blot analysis using anti-GST antibody and showing the

expression of the C-ter domains of Brd2, Brd3 and Brd4.

(G). Far Westen blot analysis with the C-terminal domain of Brd2. The first membrane
(wb: a-His) is the result of western blot analysis using anti-His antibody, and showing the
expression of the PERV and ASLV INs. ET-Brd4/GST (GST tag control)was not detected as
expected. The second membrane shows the far western blot analysis result (Fwb: a- GST). In
this experiment, 1ug of purified PERV and ALSV INs, and 15ul of bacterial lysate containing
ET-Brd4/GST (positif control) were subjected to 10% SDS-PAGE, transferred to a
nitrocellulose membrane and incubated with bacterial lysate containing the C-ter domain of
Brd2. The membrane was washed and probed with anti-GST antibody. The positions of

molecular weight markers are indicated on the right of each membrane.
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III- Données supplémentaires

A. Purification de I'IN d’ASLV

La séquence de ’IN d’ASLV a été clonée dans les plasmides pET14b et PVL1392
afin de la produire en bactérie E. coli souche BL21(plysS) et en cellules SF9. Les protéines
comportaient une étiquette 6xhistidine en position N-terminale permettant leur purification
sur une colonne de nickel immobilisé. Pour la purification des protéines INp,; €t INgpo, les
surnageants des lysats ont été injectés sur une colonne HiTrap IMAC HP (GE Healthcare)
chargée en nickel. La colonne a été ensuite lavée et les protéines ont été ¢luées par un gradient
d’imidazole allant de 25 mM a 1M, collectant ainsi 0.5 ml de protéines pures par fraction.
Aprés ¢élution, on a observé par électrophorése la présence d’une bande dans I’¢luat migrant
vers 37kDa, ce qui correspond bien a la masse attendue (figure 21). Les fractions d’INs pures
ont ét¢ dialysées dans un tampon contenant 10% de glycérol, et en absence d’imidazole, puis

ont été fractionnées et stockées a -80°C.

Le rendement de protéines pures obtenues par le systéme bactrien est plus élevé qu’a

partir du systéme baculovirus / cellules SF9.
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Figure 21. Purification de ’IN d’ASLV. Electrophorése SDS-PAGE des fractions non retenues sur la colonne
HiTrap apres purification de I’'IN d’ASLV produite en bactéries (figure A) ou en cellules SF9 (figure B). Les
fractions éluées (E) ont été déposés sur un gel 12% (figure A) et 10% (figure B). L’IN est indiquée par une
fleche. Les marqueurs moléculaires sont indiqués a gauche du gel ; les marqueurs utilisés correspondent a Sul du
« PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Fermentas» (ref : SM0671) dans la figure A, et a Sul du « precision
plus protein standards, dual color Bio-RAD » (ref : #161-0374) dans la figure B.

113



B. Cross link de I’IN d’ASLV

Comme pour la protéine IN PERV, une quantité de 2pg de protéines pures d’ INpac
ASLV, ou d’INgpg ASLV est mélangée a 2mM BS® et incubée pendant 30 minutes a
température ambiante dans un tampon contenant 100mM d’Hepes, pH8 et 600mM de NaCl.
La réaction est arrétée par une incubation pendant 15 minutes a température ambiante, dans
une solution « d’arrét » contenant 25mM tris HCI, pH7.5 et 3mM glycine. Les différentes
formes oligomériques sont séparées sur gel d’acrylamide 8%. Apres migration a 100volts, on
colore le gel au bleu de coomassie. Le résultat du cross link de I’'IN d’ASLV montre deux
bandes, une qui correspond a la forme monomérique de I’'IN et une seconde qui correspond a

un dimer d’IN (figure 22).

A I’'inverse de I'IN de PERV, IN ASLV ne nécessite pas une dialyse en présence du

zinc afin d’obtenir une multimérisation de la protéine.

BS3 - + - +

Figure 22. Cross-link de ’IN d’ASLYV. Electrophorése SDS-PAGE (8%) des protéines IN d’ASLV traitées ou
pas avec du BS3. Les marqueurs moléculaires sont indiqués a gauche du gel. 1: INy, ASLV, 2: INgrg ASLV, M:

monomere, D: dimére.

C. Activités catalytiques de I'IN d’ASLV

Les bactéries sont couramment utilisées dans les protocoles de production de I’'IN
d’ASLV au sein de notre laboratoire a Lyon. Dans une tentative d’améliorer les tests
d’activité de la protéine, I'IN d’ASLV a été donc produite dans des cellules SF9, capables de

lui procurer des modifications post-traductionnelles. Les réactions de clivage, de transfert de
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brins et de désintégration, réalisées par les deux enzymes INp,er ASLV et INgpg ASLV ont été
testées in vitro, selon les conditions décrites dans la partie ‘matériels et méthodes’. Or, dans la

fonctionnalité de cette enzyme en comparaison avec celle produite en systéme bactérien.

Contrairement a nos attentes, les résultats des tests in vitro de ’activité de la protéine
produite en systeme baculovirus / cellules SF9 ne montrent aucune amélioration en

comparaison avec I’intégrase produite en systeme bactérien (figure 23).
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Figure 23. Activités catalytiques de I’'IN d’ASLYV in vitro. (A) clivage : réaction de clivage réalisée par I'IN
bact, ou I’IN baculo, produisant un produit clivé de -2 nucléotides. (B) transfert de brins : représentation du
résultat du transfert de brins réalisé par les IN bact et baculo. Sont également indiqués les oligos et les produits
du transfert de brins. (C) désintégration : résultats du test de désintégration réalisé par I’IN bact et IN baculo

montrant les oligonucléotides marqués et les produits de désintégration. -IN indique les réactions de clivage,

transfert de brins et désintégration en absence de I’IN.

D. Test de l'intégration concertée de PERV

Les données obtenues ici a partir des tests d’activités catalytiques in vitro de PERV,
correspondent au mécanisme d’intégration d’une seule des extrémités virales. Or, in vivo,
I’intégration correspond a I’insertion simultanée des deux extrémités virales sur un méme site
de ’ADN cellulaire, on parle alors d’intégration concertée. La réaction d’intégration

concertée peut étre reproduite in vitro; la reconstitution des conditions optimales permet de

comprendre ce qui se passe in vivo.
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Figure 24. Représentation de la réaction d’intégration in vitro et des différents produits obtenus. Les
produits d’intégration concertée sont désignés par a et b. Ils correspondent a I’insertion simultanée des deux
extrémités d’un ADN donneur, ou de deux ADNs donneurs différents, sur un méme site de I’ADN receveur.Les
produits d’intégration non concertée sont désignés par c,d,e. Ils correspondent a I’insertion d’une seule extrémité
d’un ADN donneur dans I’ADN receveur, ou 1’insertion de deux extrémités d’un, ou de deux ADNs donneurs,
sur un deux sites différents de I’ADN receveur. Les produits d’auto-intégration sont désignés par f, et

correspondent a I’insertion d’un ADN donneur dans un autre.

Afin de reproduire la réaction d’intégration réalisée par 1’intégrase de PERV telle
qu’elle est observée in vivo, la protéine intégrase de PERV active et pure est incubée avec un
ADN donneur représentant I’ADN viral et un plasmide receveur représentant I’ADN de la

cellule cible.

L’ADN donneur utilisé durant ce test correspond a un ADN pré-clivé, mimant les
extrémités virales apres clivage par 1’intégrase, et comportant le gene supF (250 pb) et 20 pb
des séquences U3 et U5 du virus PERV. L’obtention de ’ADN pré-clivé se fait par digestion
du plasmide pUC19 supF PERV par I’enzyme Ndel. Le plasmide receveur utilisé est pBSK-
A2-zeo. Les conditions de la réaction ont alors ét¢ adaptées a partir d’un test d’intégration
concertée du modele MLV (Yang F and Roth MJ 2001). Ainsi, 2ug d’IN de PERV sont
incubées une nuit a 4°C avec 1pg de plasmide receveur et 100ng de plasmide donneur. Le
lendemain, 100ul de tampon d’intégration (20 mM MES PH6.2, 10 mM DTT, 10 mM MnCl,,
10% DMSO, 200 mM KCl, 10% glyerol) est ajouté, et le mélange est incubé pendant 1h30” a
37°C. Les produits d’intégration sont ensuite digérés avec I’enzyme BamHI qui présente un
site unique de restriction au niveau de I’ADN donneur supF, puis incubés avec la T4 DNA
ligase. Ainsi, on récupere toutes les formes d’intégration concertée, les produits de forme ‘a’,
et ceux de formes ‘b’ re-circularisés (figure 24).
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Ensuite, les produits d’intégration vont servir a transformer 100 pl de bactéries
MC1061/P3 par choc thermique. Les bactéries sont enfin sélectionnées sur boite LB contenant
un mixe de 4 antibiotiques (ampicilline, zéocine, tétracycline et kanamycine). Le géne de
résistance a la zéocine se trouve dans le plasmide pBSK- A2-Zéo. Les génes de résistance
pour I’ampicilline, la kanamycine et la tétracycline se trouvent dans I’épisome P3 des
bactéries MC1061/P3. Les génes ampicilline et tétracycline sont porteurs d’'une mutation amb.
Ainsi, seules les bactéries ayant intégré un plasmide porteur du géne supF sont capables de se
multiplier en présence des 4 sélections antibiotiques. Ces bactéries contiennent donc les
produits d’intégration dont les deux extrémités d’un ADN donneur ont été insérées dans un

plasmide receveur.

Les tests réalisés jusqu’a présent n’ont permis d’obtenir qu’une seule colonie
bactérienne sur la boite gélose en présence des 4 sélections antibiotiques. Il est donc
nécessaire d’optimiser les conditions du test. Plusieurs modifications peuvent étre rapportées
afin d’améliorer les résultats: (i) tester une gamme de différentes concentrations d’IN. (ii)
tester différents tampons d’intégration. (iii) modifier le temps de la réaction d’intégration. (iv)
tester un ADN donneur comportant des bouts francs mimant les extrémités virales avant

action de I’IN.

E. Interaction INs-TABI182

Dans I’article, on présente les résultats de ’interaction entre les INs et Brd2. Or, notre
projet consistait a vérifier également I’interaction avec une seconde protéine cellulaire
identifiée durant le double hybride mené pour I’IN de JSRV, la protéine TAB182 (182 kDa
Tankyrase-1-Binding protein).

TABI182 est le produit du gene TNKS1BPI1. Elle est aussi nommée KIAA1741. La
fonction de TAB182 reste largement inconnue. Des données obtenues par des analyses
d’immunofluorescence montrent que cette protéine peut étre localisée dans le noyau et dans le
cytoplasme (Seimiya H and Smith S 2002). TAB182 cytoplasmique co-localise avec ’actine
corticale. Dans le noyau, TAB182 reste associée a la chromatine tout au long de la mitose.
TABI182 a ¢été également identifiée par double hybride comme un des 3 partenaires du
domaine ANK de la Tankyrase 1 et 2 (Seimiya H and Smith S 2002). Sachant que la
Tankyrase 1 est un membre de la famille de poly(ADP-ribose) polymérases (PARPs). Son

domaine ANK est un motif répété de 33 acides aminés impliqué dans I’interaction protéine-
117



protéine, qui sert apparemment a recruter des substrats pour le domaine PARP. Ainsi,
TAB182, IRAP (Insulin-Responsive Amino Peptidase) et TRF1 (Telomeric DNA-binding
protein) possédent en commun un motif RXXPDG qui joue un rdle essentiel dans leur

interaction avec les Tankyrasel et 2 (Sbodio JI and Chi NW 2002).

Pour vérifier s’il existe une interaction entre TAB182 et les INs de PERV et d’ASLV,
on a utilisé la méthode ‘Far western blot’. Ainsi, 2 pg de protéines IN PERV et IN d’ASLV
pures ont été transférées sur membrane nitrocellulose, qui a été ensuite incubée avec 300ul de
lysat de cellules 293T exprimant la protéine TAB182 fusionnée a une étiquette 3xFlag. Apres
une nuit d’incubation, la membrane a été lavée et les protéines sont révélées avec de
I’anticorps anti-Flag. Si une interaction existait entre une IN et TAB182, on devrait obtenir
une bande correspondante a la taille de I’IN. Or, le résultat de I’expérience montre qu’il
n’existe aucune interaction entre I’IN de PERV et TAB182, ni entre I’IN d’ASLV et TAB182
(résultats non montrés). Cependant, en absence d’un contréle positif (une protéine

interagissant avec TAB182), ces résultats restent a confirmer.
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IV- Discussion des résultats

L’¢étape principale du cycle viral, I’intégration, est réalisée par une enzyme virale,
I’intégrase. Plusieurs protéines cellulaires participent au processus d’intégration en
interagissant avec ’intégrase. Le blocage de chacune de ces interactions constitue une cible
potentielle pour le développement d’antirétroviraux efficaces. Actuellement, la cible la plus
prometteuse concerne ’interaction entre I'IN de HIV-1 et LEDGF/p75. Dans le présent
projet, nous nous sommes intéressés a deux modeles de rétrovirus (PERV et ASLV) dans le
but principal d’identifier des partenaires cellulaires de leurs intégrases. Une telle étude
nécessitait la production de ces deux protéines en état d’activité. La production de I’intégrase
d’ASLV pure et active se faisait par des méthodes classiquement utilisées au laboratoire. Par
contre, aucune donnée n’était jusqu’a présent disponible sur I’intégrase de PERV, ce qui nous
a poussés a approfondir la caractérisation de cette protéine en testant son activité in vitro.
Différents parametres de purification et de tests d’activités in vitro ont été donc mis au point,
ainsi qu’une technique de validation d’interactions protéine-protéine, appelée far western blot
qui a permis de confirmer et de caractériser I’interaction entre I’IN de PERV et la protéine

cellulaire Brd?2.

A. Comparaison des rendements de protéines pures obtenues par les systemes
bactérien/baculoviral

Le premier objectif de cette étude était 1’acquisition de nouvelles données fonctionnelles
et structurales sur ’IN de PERV. Pour répondre a cet objectif, il fallait au préalable
développer une méthode de purification de I’'IN permettant d’obtenir a la fois un rendement
¢levé mais également une protéine fonctionnelle. Afin de produire des protéines
recombinantes identiques aux protéines naturelles, nous avons décidé d’utiliser, en

comparaison avec le systeme bactérien habituel, des cellules d’insectes comme systeme de

production.

A D’issue des expériences de purification réalisées a partir d’une production de protéines
en systéme bactérien ou baculovirus / cellule d’insecte, le protocole de purification adapté de
Roth et al, nous a permis d’obtenir une protéine en quantité suffisante, et en concentration
satisfaisante pour la réalisation des tests d’activité in vitro. En effet, les concentrations

obtenues pour les INs de PERV et d’ASLV sont de 4 mg et 2 mg respectivement, pour les
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protéines produites dans 1 litre de culture bactérienne, et de 2 mg et 1.5 mg pour les protéines

produites dans 1 litre de culture de cellules d’insecte.

Bien que les avantages du systeme d’expression en baculovirus / cellules d’insecte
soient nombreux, notamment sa capacité d’incorporer des modifications post-traductionnelles
souvent essentielles a l'activité biologique des protéines synthétisées, des problémes ont été
rencontrés lors de ’utilisation de ce systéme. En effet, il y a eu une précipitation des protéines
durant I’extraction des cellules d’insectes. La solubilisation par un détergent a été¢ donc
nécessaire afin d’extraire aisément la protéine d’intérét et de la maintenir en solution. Quant
aux protéines produites en systeme bactérien, I’extraction des protéines a été réalisée en

absence de détergent.

B. Activités catalytiques des intégrases

Les activités catalytiques des intégrases ont été évaluées par un ensemble de tests réalisés
in vitro : cross-link, clivage, transfert de brins, désintégration. Nos résultats montrent que (i)
I’IN produite en systéme bactérien présente une activité plus €levée que celle produite en
cellules d’insectes, (ii) le cation divalent zinc joue un role important dans 1’activité de I’'IN de

PERV, notamment dans 1’oligomérisation de la protéine qui en est dépendante.

a) Effet du détergent

Plusieurs facteurs peuvent affecter 1’activité de la protéine, parmi lesquels sa pureté et sa
conformation. Or, les intégrases produites en bactérie et cellules SF9 semblent présenter un
niveau de pureté équivalent. Cependant, 1’addition du détergent dans le tampon d’extraction
de protéines des cellules SF9 aurait pu causer une dénaturation de la protéine, se traduisant

pas par une baisse de son activité.

Bien que les détergents soient couramment utilisés pour libérer les protéines
recombinantes en dissolvant les membranes du compartiment cellulaire dans lequel elle se
trouve, leur emploi cependant doit étre fait de fagcon controlée car ils peuvent briser les
lysosomes, ce qui libére des enzymes hydrolytiques (protéases, nucléases, etc.) qui peuvent
attaquer et détruire les protéines. Pour éviter un tel probléme, nous avons inclus dans le
tampon de lyse un mélange d’inhibiteurs de protéases a large spectre d'action. De plus, nous

avons choisi un détergent non ionique, particulierement peu dénaturant, afin de préserver
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I’activité de la protéine. Malgré toutes les précautions prises, une dénaturation causée par
I’ajout de détergent reste la seule explication au fait que la protéine présente un niveau

d’activité faible.
b) Role du zinc

La capacité de I’intégrase de PERV a dimériser, semblent étre totalement dépendante de la
présence des ions Zn’'; en effet, I’absence de ZnCl, dans le tampon de dialyse de cette
protéine enléve toute possibilité¢ de formation de dimere durant le test de « cross-link ». Ceci
pourrait €tre expliqué par le fait que le domaine N-terminal de I’intégrase comporte un motif
HHCC analogue a un doigt a zinc fixant effectivement ce cation et dont le rdle pourrait étre de
favoriser le processus de multimérisation de la protéine enticre. En effet, Zheng et ses
collegues ont démontré que la fixation du zinc par le motif HHCC induit le repliement du
domaine N-terminal de I’intégrase de HIV-1. En solution, ce domaine existe sous forme d’un
¢quilibre monomeére-dimére, ce qu’a confirmé la résolution de sa structure par résonance
magnétique nucléaire. Chaque unité monomérique est structurée en quatre hélices a, les
hélices 02 et a3 formant un motif hélice-tour-hélice, stabilisées par la coordination du zinc et
par des interactions hydrophobes (Zheng R, Jenkins TM et al. 1996). De méme, Roth et ses
collegues ont démontré qu’en présence du zinc, les domaines HHCC de I’intégrase de MLV
forment un dimere stable en solution (Yang F, Leon O et al. 1999). Plus récemment, Pandey
et ses collegues ont montré par gel filtration que I’IN du VIH-1 pure est présente sous forme
d’un tétramere en présence de 50uM de ZnCl,, alors qu’elle se trouve sous forme
monomérique en absence du zinc (Pandey KK, Bera S et al. 2011). Les résultats obtenus par
notre laboratoire sont donc en corrélation avec les données obtenues sur le role du zinc dans la

dimérisation des intégrases d’autres rétrovirus.

Un effet stimulateur du zinc sur ’activité de I’intégrase de PERV se fait également
ressentir dans les tests d’activités catalytiques in vitro. Les deux réactions, 3’-processing et
transfert de brins, réalisées par I'intégrase de PERV sont plus efficaces quand la protéine est
renaturée en présence du zinc. Notons que la présence du cation Zn*" n’est pas requise pour la

multimérisation ni 1’activité de I’IN d’ASLV in vitro.
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C. Spécificité de l'interaction IN PERV/ Brd2

Le deuxieme objectif de cette étude était la validation d’interactions potentielles entre
les protéines d’intérét (IN d’ASLV, IN de PERV) et la protéine cellulaire (Brd2). Nous avons
pu examiner in vitro ces interactions par une méthode appelée far western blot.

Le far western se différencie des techniques plus classiques qui sont le double hybride,
le pull down, la co-immunoprécipitation; I’avantage d’une telle technique est qu’elle permet
d’identifier des partenaires directs, contrairement aux techniques précédemment citées qui
permettent la détection de partenaires indirects au sein de complexes macroprotéiques. Or,
cette approche présente également des limites. Par exemple, les protéines peuvent éEtre
dénaturées et dans ce cas I’interaction ne sera pas détectée par la méthode far western. En
effet, les protéines sont migrées sur des gels de polyacrylamide en présence de détergents
ioniques (SDS) et d'agents réducteurs (B-mercaptoéthanol, dithiothréitol) qui dénaturent les
protéines. Les agents dénaturants sont généralement déplacés lors de I'électro-transfert ce qui
restitue a beaucoup de protéines une activité plus ou moins partielle. Aussi, un facteur
déterminant pour détecter avec succes une interaction protéine-protéine sur un support solide
est la renaturation de la protéine sur son support.

Dans notre étude, on cherchait a dépister la capacité¢ de Brd2 présente dans un extrait
cellulaire total a interagir avec les protéines IN d’ASLV et de PERV pures transférées sur une
membrane nitrocellulose. Cette méthode nous a permis de mettre en évidence une interaction
directe entre I’IN de PERV et Brd2. En revanche, aucune interaction n’a été observée par
cette méthode entre ’IN d’ASLV et Brd2. Le résultat n’enléve pas la possibilité d’existence
d’une interaction indirecte entre I’'IN d’ASLV et Brd2, ni méme permet d’assurer que
I’absence d’interaction n’est pas due a une dénaturation de la protéine aprés son passage sur
un gel SDS-PAGE. Ces données restent donc a confirmer par une autre technique, plus

classique, de validation d’interaction protéine-protéine.

D. Caracteérisation de [’interaction entre les domaines de [’IN PERYV et Brd2

Dans la mesure ou nous avions a notre disposition les outils nécessaires qui permettent
d’avoir une vision plus précise quant a I’interaction de I’'IN de PERV avec Brd2, nous avons
testé par la méme méthode I’interaction de Brd2 avec les différents domaines de I’'IN PERV.
Nos résultats montent qu’aucun des domaines séparés ne peut interagir avec ’intégrase, et

que seule la combinaison des deux domaines catalytique central/C-terminal pouvait interagir
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avec Brd2. Nous avons également démontré par far western blot I’implication du domaine C-
terminal de Brd2, préalablement défini comme un domaine d’interaction protéine-protéine.
De plus, nos résultats étaient en corrélation avec ceux obtenus par Roth et ses collégues pour
I’IN de MLV ; en effet, durant le double hybride réalisé pour I’intégrase de MLV contre une
banque d’ADNc murins, 9 séquences de Brd2 interagissant avec I’'IN de MLV ont été isolées,
dont 8 correspondent au domaine C-terminal de Brd2. Les données obtenues pour I’IN de
MLV montrent également que, seule la combinaison des deux domaines catalytique central et
C-terminal peut interagir avec Brd2 (Studamire B and Goff SP 2008).

Par ailleurs, nous avons voulu savoir si cette interaction s’étendait a d’autres protéines
de la méme famille de Brd. Pour cela, un far western blot a été réalisé avec I’intégrase comme
cible a reconnaitre par le domaine C-terminal de Brd3 ou Brd4 présent dans un extrait

bactérien. Ainsi, aucune interaction n’a ét¢ démontrée avec ces domaines.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

124



I- Conclusion générale

Les études fonctionnelles de 1’intégrase sont importantes pour acquérir une meilleure
compréhension du fonctionnement de cette enzyme. Nos résultats ont permis d’apporter un
nouveau modele d’étude des intégrases des gammarétrovirus, qui est I’intégrase de PERV, et
de confirmer I’importance du cation zinc dans la multimérisation de cette enzyme.

De plus, I’étude systématique des sites d’intégration montre que l’intégration des
rétrovirus n’est pas totalement aléatoire. Dans le cas du PERV, les études des sites
d’intégration in vivo ont montré que les sites d’initiation de la transcription, ainsi que les ilots
CpG sont favorisés pour l’intégration. Bien que les structures locales de I’ADN cible
(courbure, flexibilité) puissent jouer un role, il est vraisemblable que ce biais d’intégration est
¢galement dii a ’interaction des CPI avec des composants d’origine cellulaire. Le travail
présenté ici a permis d’identifier le premier facteur cellulaire capable d’interagir avec I’IN de
PERV. Le fait que Brd2 soit un facteur de transcription suggere que celui-ci pourrait étre
effectivement responsable du ciblage de I’intégration. Etant donné que Brd2 interagit
directement avec 1’intégrase, le domaine d’interaction de ces deux protéines constituera une
nouvelle cible séduisante pour des ligands de I’intégrase a activité antivirale.

Enfin, I’identification d’un tel cofacteur de ’intégrase permet d’avoir une vue plus
précise des déterminants de I’intégration in vivo et ouvre de nouvelles perspectives de

recherche pharmacologique.

1I- Perspectives expérimentales

A. Optimisation des protocoles de production et de purification de l’intégrase

Deux systémes de production de protéines ont été utilisés dans ce travail pour exprimer
I’IN de PERV et d’ASLV. Or, ces deux systemes présentent des inconvénients. Un des
principaux inconvénients d’E. coli est qu'elle sécréte mal les protéines, et qu’elle soit
incapable de réaliser les modifications post-traductionnelles de type eucaryote. Ceci peut
avoir des conséquences essentielles sur la conformation ou l'activité biologique de la protéine.
Le second systéme utilisé dans ce travail est le systéme baculovirus/cellules d’insecte, capable
de réaliser la plupart des modifications post-traductionnelles courantes (formation de ponts
disulfures, oligomérisation, acétylation, phosphorylation, l'insertion membranaire, etc.).

Cependant, ce systéme a l'inconvénient d'étre lytique et donc transitoire. Le caractére lytique
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du systéme et les trés hauts niveaux d'expression ont pour conséquence que les capacités de
maturation et de sécrétion des cellules sont engorgées, ce qui explique en partie que les
modifications post traductionnelles se font parfois de fagcon moins efficace.

Afin d’optimiser I’activité des intégrases, il serait donc envisageable d’exprimer ces
protéines dans d’autres systémes de production. Les cellules mammiferes, par exemple,
permettent de générer des protéines avec des modifications post traductionnelles parfaites,
mais leur rendement de production est plus faible que les autres systémes et leur vitesse de
croissance est plus longue, ce qui explique le fait qu’elles ne soient pas utilisées pour la
production des intégrases a haut débit. Par contre, 1’utilisation de la levure est envisageable
puisqu’elle permet de produire des protéines recombinantes avec des modifications post-
traductionnelles proches de celles des eucaryotes supérieurs, le rendement est meilleur, le
délai d’expression est plus court, de plus que I’efficacité de ce systéme a été prouvée par Vera
J et ses collegues pour la production de I'IN de MLV (Vera 2005). En effet, cette protéine
présentait une activité deux fois plus €levée que celle purifiée a partir d’une production en

bactérie.

Notons que d’autres modifications peuvent étre rapportées, directement au mode de
purification, de sorte a augmenter la pureté et I’activité de la protéine. En effet, 1’utilisation
des protéines sans étiquette histidine, ou le clivage de cette derniére aprés purification
pourrait, peut étre, améliorer I’activité de la protéine. D’autre part, une purification sélective
des formes tétramériques de 1’intégrase par gel filtration pourrait permettre la récupération

d’une forme spécifique de I’IN a priori active pour I’intégration (Pandey KK, Bera S et al.
2011).

B. Validation de [’interaction IN PERV-Brd2

Si la mise en place d’un test in vitro nous a apporté quelques informations sur
I’interaction IN PERV/Brd2, de nombreux travaux restent a optimiser afin de confirmer nos
résultats.

Dans un premier temps, il serait intéressant de valider I’interaction entre I’IN PERV et
Brd2 par des techniques plus courantes, comme le double hybride ou co-immunoprécipitation,
et par co-localisation en microscopie confocale des deux protéines partenaires dans les
compartiments cellulaires. La technique de Far western blot étant in vitro, le double hybride

permettra donc de valider I’interaction IN PERV/Brd2 en levure. Le protocole de double
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hybride envisagé sera basé sur la méthode décrite par Studamire et ses collégues pour la

recherche des cofacteurs de I’IN de MLV (Studamire B and Goff SP 2008).

Or, la technique double hybride présente certains inconvénients, comme la présence de
nombreux faux-positifs et faux-négatifs. En effet, il est possible par exemple d’induire de
fausses interactions causées par la surexpression des protéines. Quant a la présence de faux
négatifs, elle peut étre causée, entre autres, par une structure tertiaire erronée des protéines,
provoquée par des modifications post-traductionnelles modifiées ou absentes, ou un
repliement incorrect. Il serait donc intéressant de confirmer cette interaction par une autre
méthode, comme la co-localisation des deux protéines IN PERV et Brd2, marquées par
immunofluorescence, dans des cellules humaines par microscopie confocale. Des premiers
essais ont été réalisés en utilisant le microscope confocal spectral Leica TCS-SP2, disponible
sur la plateforme SFR BioSciences Gerland - Lyon Sud. Les résultats obtenus jusqu’a présent
ne permettent pas de confirmer la co-localisation de I’intégrase avec le cofacteur Brd2. Le test
de différentes conditions est actuellement en cours afin d’optimiser la production des deux

protéines, et améliorer le marquage pour faciliter la détection des protéines par microscopie.

C. Evaluation du role de Brd?2 dans [’intégration

Le fait que Brd2 soit capable de se fixer d’une part a la chromatine acétylée grace a ses
bromodomaines, et d’autre part a I’intégrase grace a son domaine C-terminal, nous permet de
suggérer qu’elle pourrait avoir un role semblable a celui de LEDGF/p75 dans I’intégration

rétrovirale.

Pour cela, on envisage dans un premier temps de tester les activités catalytiques de
I’IN de PERV in vitro (clivage, transfert de brins, désintégration) comme décrit
précédemment, mais en présence du domaine C-terminal de Brd2, afin de tester si Brd2 serait
capable de stimuler le mécanisme d’intégration. Notons que le substrat utilisé généralement
au cours de ces tests correspond a un ADN nu et ne représente pas la situation in vivo ou
I’ADN cible se trouve sous forme de chromatine. Il serait donc envisageable d’optimiser nos

tests d’intégration en utilisant un substrat de polynucléosome reconstitué.

Dans un second temps, on envisage d’identifier par mutagenése dirigée les résidus de
I’intégrase impliqués dans la fixation a Brd2, ainsi que les résidus du domaine C-terminal de
Brd2 impliqués dans la liaison a I’intégrase. Ainsi on pourra déterminer s’il existe une
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corrélation entre la perte d’interaction avec Brd2 et une diminution de la capacité du virus a se

répliquer.

En complément de ces expériences de mutagenese, d’autres approches permettront
d’établir si Brd2 est nécessaire a la réplication virale. L approche ARN interférence ainsi que
I’extinction intensive de 1’expression de Brd2 permettront de souligner 1I’importance de son
role sur la réplication virale.

De plus, la surexpression d’une forme dominante négative de Brd2 permettra de
sélectionner des virus résistants a la mutation de I’IN. L’affinité réduite de I’intégrase mutée

pour Brd2, confirmera si le virus résistant est dépendant de Brd2 pour répliquer.

Par ailleurs, le fait que Brd2 soit capable de se fixer a la chromatine acétylée via son
bromodomaine, nous permet de suggérer que Brd2, comme LEDGF/p75, serait capable de
cibler I’intégrase sur les chromosomes de la cellule hote. On envisage d’abord de comparer
par microscopie confocale la localisation de I’IN dans des cellules humaines ou porcines, en
présence (surexpression) ou absence de Brd2 (ARN interférence).

D’autre part, I’analyse des sites d’intégration de PERV dans des cellules humaines et
porcines partiellement déplétées en Brd2, ou dans des cellules KO pour le géne codant pour la
protéine Brd2, confirmera si Brd2 est capable de diriger 1’intégration du virus dans des sites
spécifiques du génome. Les préférences d’intégration envers les génes, les 1lots CpG ou les
sites d’initiation de la transcription seront comparées aux données obtenues précédemment
pour I’intégration de PERYV, sachant que la méthode d’analyse est maitrisée dans notre

laboratoire a I’ANSES (Moalic Y, Blanchard Y et al. 2006).

I serait également intéressant de comparer 1’effet de Brd2 et de LEDGF/p75 sur la
spécificité de I'intégration rétrovirale. En effet, LEDGF/p75 est un cofacteur spécifique de
I’IN des lentivirus, et le responsable principal du profil d’intégration du VIH-1, alors que
Brd2 a été identifié, jusqu’a présent, comme un facteur commun aux gammarétrovirus (PERV
et MLV) et lentivirus (VIH-1); il serait donc envisageable d’étudier la sélection des sites
d’intégration de PERV en présence d’une protéine chimere, constituée du domaine C-terminal
de Brd2 couplé au domaine de la liaison a la chromatine de LEDGF/p75 (PWWP et crochets
AT). On vérifie ainsi si le domaine responsable de la liaison a la chromatine de LEDGF/p75
pourrait conférer a PERV un profil d’intégration spécifique des lentivirus. Sachant qu’une

telle étude menée par Silvers R et ses collégues a été réalisée pour VIH-1, et a permis de
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montrer que la surexpression d’une protéine chimeére constituée de I’IBD de LEDGF/p75 et
du chromodomaine de la protéine HPla (heterochromatin protein-l1a) et nommée TIHPLE,

réduit I’intégration du VIH-1 dans les genes (Silvers RM, Smith JA et al. 2010).

Enfin, notons que jusqu’a présent, aucune ¢tude structurale n’a été réalisée pour
I’intégrase de PERV. A part son réle potentiel dans la réplication virale, I’identification de
Brd2 comme partenaire de I’IN de PERV, pourrait faciliter I’obtention de données structurales
(conformation, stabilité, oligomérisation, résidus critiques pour I’interaction) sur cette enzyme
virale, seule, ou au sein de ’intasome, en s’appuyant sur les expériences menées récemment

sur ’IN du VIH-1 en présence de LEDGF/p75.
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III- Perspectives a long terme

A. Thérapies antirétrovirales

Ce projet s’inscrit dans une démarche visant a identifier de nouveaux partenaires
cellulaires de I’intégrase, essentiels a ’intégration, et de développer des molécules dirigées
contre ces derniers. Actuellement, les inhibiteurs des interactions protéines virales-protéines
cellulaires sont considérés comme une option trés prometteuse pour contourner les mutations
au sein des enzymes virales dans le cadre d’une thérapie antirétrovirale (Debyser Z and Christ F
2010; Hazuda DJ 2010). Dans notre travail, nous démontrons que Brd2 interagit avec I’IN de
PERYV mais pas avec I’'IN d’ASLV. Notre résultat permet de suggérer que cette protéine n’est
pas un partenaire commun a tous les rétrovirus, et peut donc jouer un role spécifique dans
I’intégration de certains d’entre eux. De plus, s’il s’avere que ce régulateur de la transcription
joue un role dans la sélection de sites spécifiques du génome de 1’hote, la conception

d’inhibiteurs visant cette interaction serait trés intéressante.

Pour ce faire, la zone précise d’interaction entre les domaines catalytique centrale/ C-
terminal de I’intégrase de PERV et le domaine C-terminal de Brd2 devra étre caractérisée.
Des travaux de mutagenese dirigée seront donc utiles afin d’identifier les résidus critiques
pour I’interaction entre ces deux protéines. Une étude structurale par cristallographie des
domaines d’interaction pourra étre également envisagée. Ensuite, de nouveaux peptides
mimant cette zone d’interaction seront crées par modélisation moléculaire. Leur activité
inhibitrice sera évaluée par un test d’intégration in vitro. Une autre approche qu’on pourra
prendre en considération est la technique de «phage display ». Celle-ci permettra de
sélectionner a partir d’une banque de phages présentant des peptides, ceux qui ont une forte
affinité pour I’intégrase. Une fois identifiés, ces peptides seront analysés in vitro dans les tests
d’activités. Ceux qui présenteront un pouvoir inhibiteur important seront testés en cellules

afin de déterminer s’ils disposent d’un pouvoir inhibiteur sur la réplication du virus.

B. Prévention contre l'intégration du PERV et xénotransplantation

L’utilisation du porc en xénotransplantation a soulevé des préoccupations sur les

risques du transfert du géne codant PERV. Bien qu’on ait retrouvé de I'ADN de PERV chez
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des receveurs humains, cependant aucun signe de virémie ou d'infection n’a été identifi¢. Or,
les progres récents destinés a surmonter le rejet immunitaire pourront augmenter le risque de
transmission de PERV. Ce probléme est actuellement surmonté par des modifications des
produits de xénotransplantation de fagon a diminuer la libération des virions de PERV par

EOPS (¢levage d’animaux exempts d’organismes pathogenes spécifiques).

Durant les derniéres années, une nouvelle expertise concernant 1’intégration du PERV
a été acquise au sein de ['unité de recherche a I’ANSES. Précédemment, le laboratoire s’est
intéress¢ au profil d’intégration de ce rétrovirus, qui semble étre similaire a celui du MLV. Ce
résultat permet de suggérer qu’un risque d’activation oncogénique par mutagenese
insertionnelle, équivalent a celui du MLV, existe en cas de transmission du PERV a ’homme.
Il serait donc important d’évaluer les risques que pourrait provoquer le PERV en cas de
franchissement accidentel de la barriere immunologique. De ce fait une étude plus
approfondie de I’intégration de PERV était a notre avis nécessaire. Dans ce travail, nous
avons recueilli des données sur I’'IN de PERV, notamment sur les conditions requises pour
son activité. Notre projet de recherche de partenaires cellulaires de 1’intégrase contribuera
¢galement a une meilleure compréhension des conditions d’intégration de PERV, surtout si
les résultats de nos études en cours révelent, comme attendu, un role de Brd2 dans la sélection

des sites d’intégration de ce rétrovirus.
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