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Etude fonctionnelle de l'interaction entre l'intasome du VIH-1 et le
nucléosome : la queue d'histone H4 comme nouveau partenaire de
I'intégration

Résumé : L'intégrase (IN) du VIH-1 est une enzyme qui catalyse l'intégration du génome
du virus dans celui de la cellule infectée. Cette étape d'intégration est cruciale pour le virus
pour qu'il puisse se répliquer de maniere efficace, l'intégration est donc une cible de choix
dans les thérapies antivirales. Comprendre les mécanismes qui participent a l'intégration est
donc nécessaire afin de développer des solutions efficaces pour contrecarrer le virus.

L'intégration rétrovirale est catalysée par une structure oligomérique d’IN et d’ADN
viral bien particuliere appelée intasome. Les intasomes rétroviraux catalysent I'intégration
préférentiellement sur des nucléosomes, composés d’ADN enroulé de protéines histones,
plutét que sur de I’ADN nu. Ceci est en partie d aux contraintes physiques imposées par la
structure de I'intasome, mais également grace a des facteurs de ciblage cellulaires qui vont
interagir avec a la fois I'intasome et des composants du nucléosome.

Dans ce projet de thése, nous avons pu mettre en évidence une nouvelle interaction
hote-pathogene entre I'IN du VIH-1 et la queue d’histone H4 (une des protéines constituant
le nucléosome). Ce projet s’est ainsi focalisé autour de cette interaction et a permis de :

J Démontrer I'importance de I'interaction entre I'IN du VIH-1 et la queue d’histone H4
lors du cycle viral et plus précisément pour I'étape d’intégration, validant ainsi cette

interaction comme une nouvelle interaction hote-pathogéne.

) D’identifier que la queue d’histone H4 est un partenaire essentiel de I'intasome du VIH-
1 pour qu’il puisse s’ancrer sur le nucléosome.

J Développer une nouvelle stratégie antivirale visant a bloquer cette interaction dans les
cellules infectées grace a des composés chimiques.

Mots clés : Rétrovirus, VIH-1, intégrase, intégration, chromatine, nucléosome, sélectivité






Functional study of the HIV-1 intasome - nucleosome interaction : the
H4 histone tail as a new partner of integration

Absract: HIV-1 integrase (IN) catalyzes the insertion of the viral genome into the host
cell chromatin. This step is crucial for the virus for its efficient replication, integration is thus
of interest to target for antiviral strategies. Understanding the mechanisms involved in
integration is important in order to develop efficient tools to fight the virus.

Retroviral integration is catalyzed by the intasome, an oligomer of IN and viral DNA.
Intasomes integrate onto nucleosomes, composed of DNA wrapped around histone proteins,
over naked DNA.

In this thesis project, we have identified a new host-pathogen interaction between
HIV-1 IN and the H4 histone tail. The topic of the project was then focus on this interaction
and has highlighted:

J The importance of the HIV-1 IN — H4 histone tail interaction for the viral cycle,
especially onto the integration step, validating a new host-pathogen interaction.

J The identification of the H4 histone tail as an essential partner for HIV-1 intasome for
its anchoring onto nucleosomes.

) The development of a novel antiviral strategy aiming to block this interaction in
infected cells using chemical compounds

Keywords: Retrovirus, HIV-1, integrase, integration, chromatin, nucleosome, selectivity
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INTRODUCTION

1 Infection par le VIH-1

1.1 Le syndrome d’'immunodéficience acquise
a) Historique

Le virus de l'immunodéficience humaine (VIH), est un rétrovirus pathogene de
I’'homme responsable du syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA) chez les personnes
gu’il infecte. Cette maladie virale va aboutir a la destruction des cellules immunitaires jusqu’au
stade ou l'individu infecté ne pourra plus se défendre contre les maladies opportunistes s’il
n’est pas pris en charge.

Les premiers signes annonciateurs de cette épidémie ont été observés pour la
premiere fois en 1981, ol le Center for Disease Control d’Atlanta a rapporté quelques cas de
graves pneumonies dues a des infections a Pneumocystis carinii et des sarcomes de Kaposi.
Dans les semaines qui suivent, plusieurs cas proches commencent a intriguer chercheurs et
médecins, seulement, trés peu de choses sont connues a propos de cette maladie. Seuls points
communs entre ces patients : le développement d’une grave immunodéficience qui semble
se transmettre par voie sexuelle et sanguine, touchant principalement les homosexuels, des
personnes transfusées et des utilisateurs de drogues injectables.

Ces caractéristiques laissent les scientifiques penser que cette pathologie est causée
par un agent infectieux, et, des 1982, plusieurs équipes de chercheurs a travers la planéte se
mobilisent afin d’identifier cet agent. Cette année-Ia, les symptomes de cette maladie sortent
des frontieres Américaines et sont observés, entre autres, en France chez des hémophiles
transfusés. Le terme de SIDA sera alors utilisé pour la premiere fois pour décrire cette
pathologie.

En 1983, I'analyse d’un échantillon de ganglions lymphatiques d’un patient par une
équipe Francaise, a mis en évidence une activité de transcription inverse démontrant la
présence d’un rétrovirus. Ce virus sera dans un premier temps appelé lymphadenopathy-
associated virus! (LAV). Durant la méme période, une équipe Américaine déclare avoir trouvé
I’agent causal du SIDA et baptise le virus HTLV-III.

En 1985, le génome du virus est séquencé et prendra finalement le nom de VIH I'année
suivante. Cette méme année, un deuxiéme type de VIH est découvert : le VIH-2, moins
pathogene que le VIH-1.
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Figure 1 : Répartition géographique des personnes vivant avec le SIDA en 2016. D’apres le rapport
ONUSIDA de 2016, environ 36,7 millions de personnes sont infectées dans le monde.
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Figure 2 : Evolution de I'infection par le VIH chez une personne non traitée. En bleu est indiqué le
nombre de cellules CD4+ par mm3 de sang et en rouge le nombre de copies virales par mL de plasma.
Sont également indiquées les trois phases retrouvées classiquement chez un sujet infecté : la primo-
infection, la phase asymptomatique et le stade SIDA. (https://www.techno-
science.net/illustration/Autres/Medecine/Graphe-infection-VIH.jpg)
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b) Epidémiologie

D’apres les derniers rapports ONUSIDA de 2018, environ 36,7 millions de personnes
étaient séropositives en 2016 avec 1,8 millions de nouvelles contaminations cette année-la et
un million de morts dus a cette maladie. Depuis que le SIDA est considéré comme une
pandémie (en 2002), il est estimé que plus de 25 millions de personnes sont décédées suite a
une infection par le VIH. La répartition géographique des personnes infectées par le virus est
treés inégale a travers le globe (Figure 1). La région la plus touchée est I’Afrique subsaharienne,
qui regroupe a elle seule 69% des personnes séropositives a travers le monde.

Cependant, la mise en place de campagnes de prévention et le développement de
thérapies antirétrovirales ont tres largement contribué a faire chuter de maniere significative
le taux de mortalité d( au SIDA, notamment depuis I'apparition des premieres trithérapies en
1996. Malheureusement ces traitements ne sont pas accessibles pour tous, ce qui explique en
partie pourquoi le SIDA est toujours aussi prédominant dans certaines régions du globe.

c) Physiopathologie

Le VIH infecte les cellules présentant des récepteurs CD4 a leur surface. Ainsi, les
lymphocytes T CD4+ (LT CD4), les macrophages, les cellules dendritiques et les cellules micro
gliales cérébrales peuvent étre infectées par le VIH. L'infection se déroule en plusieurs phases
se succédant dans le temps (Figure 2) et aboutissant a la destruction progressive des cellules
du systeme immunitaire. En absence de traitement on distingue classiquement trois phases
au cours de l'infection :

e La primo-infection

C'est la premiére phase survenant suite a la contamination par le virus. Pendant cette
période le virus se répliqgue de maniére efficace et entraine une destruction rapide des cellules
CD4 qu’il infecte. Ceci provoque des symptomes variés chez les sujets infectés dans les
semaines suivant la contamination, sous forme de syndrome pseudo grippal accompagné le
plus souvent de fievre. Durant cette phase, la réponse du systeme immunitaire parvient a
contréler la réplication virale et est suffisante pour maintenir un renouvellement a peu prés
stable des LT CD4.

e La phase asymptomatique

Cette phase peut durer de quelques mois a plusieurs années. Le virus continue de se
multiplier massivement et la destruction progressive des cellules CD4 se poursuit jusqu’a
atteindre un stade ou le patient ne peut plus assurer une production suffisante de cellules
immunitaires pour compenser celles détruites par cet état d’hyper activation immunitaire ou
par le virus directement. Vient alors la phase SIDA.
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Figure 3: Arbre phylogénétique des rétrovirus basé sur les alignements de séquences de la
transcriptase inverse et de I'intégrase®.
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e La phase symptomatique ou SIDA

Une virémie élevée et I'atteinte d’un seuil critique de LT CD4 (<200 par mm? de sang)
entrainent I'apparition des premiers signes cliniques de I'infection. Le sujet immunodéprimé
ne peut plus controler les pathologies infectieuses et les maladies opportunistes qui
conduisent au déces du patient qui n’a plus de moyens de défense contre ces attaques.

d) Diagnostic

La détermination du statut sérologique (positif ou négatif) au VIH d’une personne se
fait en deux étapes. Dans un premier temps, la présence d’anticorps anti-VIH est recherchée
par ELISA dans le sérum ou le plasma. Si ce résultat est négatif, I'individu est alors considéré
comme séronégatif (cependant si I'infection est trop récente, le test peut ne pas détecter les
anticorps). Si le résultat est positif, il doit dans un deuxieme temps étre confirmé par western
blot que les anticorps sont bien spécifiques a une infection par le VIH afin d’éliminer
d’éventuels faux positif. Dans certains cas, la recherche de I'antigene p24 ou de I’ARN viral
peut également s’avérer nécessaire.

1.2 Le virus de I'immunodéficience humaine 1

a) Classification et variabilité

Il existe des rétrovirus endogenes et exogénes. Les endogénes désignent une séquence
du génome d'un organisme stable (qui se transmet verticalement) et ayant des analogies avec
certains rétrovirus. Il est estimé que les rétrovirus endogenes humains représentent environ
8% du génome.

Le VIH-1 appartient a la famille des Retroviridae. Ce sont des virus enveloppés a ARN
monocaténaire de polarité positive. On distingue 7 genres de rétrovirus exogenes au sein de
cette famille (Figure 3) classés suivant divers critéres tels que la morphologie, la pathogénicité
et I'organisation du génome :

- Les Alpharétrovirus (ex : Avian Leukosis Virus, ALV)

- Les Betarétrovirus (ex : Mouse Mammary Tumor Virus, MMTV)

- Les Gammarétrovirus (ex : Murine Leukemia Virus, MLV)

- Les Deltarétrovirus (ex : Human T-Lymphotropic Virus, HTLV)

- Les Epsilonrétrovirus (ex : Walleye Dermal Sarcoma Virus, WDSV)
- Les Lentivirus (ex : Human Immunodéficiency Virus, HIV)

- Les Spumavirus (ex : Prototype Foamy Virus, PFV)
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Figure 4 : Représentation schématique d’une particule virale du VIH mature. MA : matrice ; CA:
capside ; NC : nucléocapside®.
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Des infections zoonotiques ont permis I'’émergence de plusieurs groupes différents de
virus au sein du VIH-1. Parmi ces groupes on distingue : le groupe M (Major), le groupe O
(Outlier), le groupe N (Non M, Non O) et le groupe P.

Le groupe M est responsable de la pandémie de SIDA et comporte 9 sous-types (A, B,
C, D, F, G, H, J et K) ainsi que plus de 80 formes recombinantes entre ces différents sous-types
gue l'on appelle CRF (Circulating Recombinant Form) résultant de recombinaisons dans le
génome viral de plusieurs sous-types de VIH-1 lors de co-infections chez un méme individu®.

b) Structure du virus

La particule virale (Figure 4) est de forme icosaédrique avec un diameétre d’environ 100
nm. Son enveloppe est composée d’une bicouche lipidique provenant de la cellule productrice
ainsi que des protéines virales d’enveloppe : les glycoprotéines de surface gp120 et gp4l
permettent aux virions de reconnaitre le récepteur CD4 ainsi que les corécepteurs CCR5 ou
CXCR4 des cellules cibles du VIH. Sur la face interne de I'enveloppe se trouve la matrice (MA,
pl7) formant un réseau stabilisant la particule virale. Vient ensuite la capside (CA, p24), de
forme conique, elle s’organise en hexameéres qui permettent la protection de I’ARN. Au sein
de cette capside on retrouve également la nucléocapside (NC, p7) qui interagit directement
avec I’ARN viral le protégeant ainsi des nucléases cellulaires. Enfin, diverses protéines virales
se trouvent aussi dans la capside telles que la transcriptase inverse (RT, p66/p51), I'intégrase
(IN, p32), la protéase (PR, p10) ainsi que des protéines dites « régulatrices ».

c) Génome du virus

Le génome du VIH-1 est composé de deux copies d’ARN simple brin de polarité positive
d’environ 9200 nucléotides. Aprés transcription inverse de cet ARN par la RT, ’ADN double
brin nouvellement synthétisé sera par la suite intégré dans le génome de la cellule, on parle
alors de provirus. Les extrémités de ce provirus sont flanquées par les séquences LTR (Long
Terminal Repeat) faisant environ 600 paires de base (pb). Ces LTR sont composés des régions
U3, R et U5 qui jouent un réle central dans I'intégration et I'expression du provirus.
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Figure 5 : Représentation de I'organisation génomique du VIH-1. Le génome du VIH-1 est flanqué a
ses extrémités des séquences LTR en 5’ et en 3’. Le VIH-1 code pour 9 génes au total qui permettent la
production des différentes protéines virales de structure, les enzymes et protéines régulatrices et
accessoires®.

gp120

gp 41

Viral membrane

Figure 6 : Représentation schématique de I'organisation des protéines virales gp120 et gp4l. La
protéine gp41l (en jaune) est transmembranaire alors que la protéine gp120 (en rose) n'est pas en
contact avec la membrane virale. Ces deux protéines s’agencent en trimeres de gp41 et de gp120 pour
former des complexes appelés « spikes »’.
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L’ADN proviral (Figure 5) code pour neuf genes qui peuvent étre répartis en trois
catégories : les genes codant pour les protéines structurales et non structurales (gag, pol et
env), les génes codant pour les protéines régulatrices (tat et rev) et pour finir les génes codant
pour les protéines accessoires (vpu, vpr, vif et nef)8.

e Le géne gag (group-specific antigen)

Ce gene code pour le précurseur polyprotéique gag (Pr55). Cette polyprotéine sera
maturée dans les virions par clivage par la protéase virale, en protéine de matrice, de capside,
de nucléocapside ainsi que des peptides SP1, SP2 et p6.

e Legeéne pol

Ce géne code pour le précurseur gag-pol (Pr160), qui aprés maturation par la protéase
donnera les enzymes intégrase, transcriptase inverse et protéase.

e Le géne env (envelope)

Ce géne code pour la polyprotéine gp160 qui sera clivée par une protéase cellulaire en
deux protéines : la glycoprotéine de surface gp120 et la glycoprotéine membranaire gp41.

Les protéines régulatrices et accessoires portent le méme nom que le géne dont elles
sont issues et sont détaillées dans la section suivante.

d) Les protéines virales

e Les glycoprotéines d’enveloppe

Les glycoprotéines d’enveloppe du VIH sont au nombre de deux : la gp120 et la gp41.
Elles sont impliquées dans la reconnaissance des cellules cibles du virus grace a des
interactions spécifiques entre ces glycoprotéines et les récepteurs cellulaires CD4 et
corécepteurs CXCR4 et CCR5°. Suite a ces interactions, des changements conformationnels
des glycoprotéines vont permettre la fusion des membranes virale et cellulaire aboutissant a
I’entrée du virus dans sa cellule cible. Ces deux glycoprotéines s’associent a la surface du virus
pour former des complexes composés de triméres de gp120 et de gp41 (Figure 6).

La gp120 est une protéine avec des régions constantes (C1 a C5) et des régions
variables (V1 a V5). Ces régions variables permettent I'interaction avec les corécepteurs
cellulaires et sont en grande partie responsables de I'échappement au systeme immunitaire
grace a leur variabilité et leur forte glycosylation.

La gp41 est une protéine transmembranaire qui contient trois domaines majeurs : le
domaine externe, transmembranaire et interne!®. Le domaine externe contient une portion
appelée « peptide de fusion », qui est exposée une fois que la gp120 ait subi des changements
conformationnels suite a l'interaction avec le CD4 de la cellule cible. Une fois exposé, le
peptide de fusion va s’ancrer dans la membrane cellulaire débutant ainsi le processus de
fusion avec la membrane virale.
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Hexamer side view

Figure 7 : Organisation et agencement des oligoméres de capside. (a) Représentation du core conique
gue forme la capside, composé d’hexameéres de capside (en orange) et de pentameres (en jaune). (b)
Vues du dessous et de coté d’un hexameére de capside (en bleu : le domaine C-terminal ; et en rouge :

le domaine C-terminal)®.
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e Les protéines structurales
La matrice (MA)

Dans les virions matures la protéine de matrice interagit et recouvre la surface interne
de I'enveloppe virale. Elle posséde trois séquences de localisation : une d’import nucléaire,
une d’export nucléaire et une de transport a la membranel'2. Cette derniére joue un rdle
important dans les étapes tardives de la réplication virale, en dirigeant I’ARN du virus au site
d’assemblage du virion au niveau de la membrane plasmique cellulaire.

La capside (CA)

Lors de la maturation du précurseur gag par la protéase virale, les monomeres de CA
ainsi générés vont s’assembler en hexaméres et en pentaméres pour former le core viral'3,
structure close protégeant le génome du virus, facilement reconnaissable grace a sa forme
conique? (Figure 7). Il est supposé que la CA sous forme de core joue deux réles principaux :
premiérement en assurant le bon déroulement de la transcription inverse en maintenant la
RT et I'ARN viral proches dans un environnement clos. L'étape de transcription inverse
requiert de nombreux sauts de brins par la RT entre ’ARN et ’ADN nouvellement synthétisé,
et il est supposé que ceci se fait optimalement si tous les composants nécessaires a cette étape
sont tous facilement a portée les uns des autres. Deuxiemement, le core viral sert de
protection au génome du virus , 'empéchant d’étre détecté par des facteurs cellulaires
initiateurs de réponse antivirale!®.

La maniéere dont la décapsidation se déroule n’est pas encore précisément déterminée,
en revanche il a été démontré qu’il reste de la CA au sein du complexe de pré-intégration (CPI)
dans le noyau, et plusieurs roles de cette CA ont été identifiés au cours du cycle viral,
notamment lors de I'import nucléaire et de I'intégration, révélant un role bien plus important
de la CA que seulement I'encapsidation du génome viral®.

Une des caractéristiques des lentivirus est de pouvoir infecter des cellules qui ne sont
pas en division, car leur CPI est activement transporté dans le noyau de la cellule par les pores
nucléaires. Récemment, il a été démontré que la CA jouait un réle déterminant lors de I'import
nucléaire, en interagissant notamment avec une protéine cellulaire : CPSF6'° (Cleavage and
polyadenylation factor 6). Cette interaction est également déterminante pour le choix du site
d’intégration®, et sera donc détaillée plus en profondeur par la suite. La CA interagit
également avec d’autres protéines cellulaires impliquées dans I'import nucléaire comme
TNPO3'’, NUP1538 et Nup358'°. Etant donné le réle prédominant de la CA lors du cycle de
réplication du virus, des stratégies antivirales commencent a voir le jour en ciblant cette
protéine.
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Figure 8 : Structure de la transcriptase inverse du VIH-1 en complexe avec un acide nucléique. La
sous-unité p51 est schématisée en gris et les sous-domaines de la sous-unité sont représentés en
couleurs®,
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La nucléocapside (NC)

La NC est une protéine chaperonne des acides nucléiques, ce qui signifie qu’elle peut
influencer sur leur structure en leur faisant adopter des conformations plus stables. Cette
protéine contient deux domaines a doigt de zinc & motif CCHC?! qui conférent a la NC une
forte affinité pour ’ARN du virus. Le rble de la NC est multiple : elle protege, participe a
I’assemblage, l'internalisation et la dimérisation de I'ARN viral??2. Elle est également
importante pour la transcription inverse en assurant la spécificité et I'efficacité de cette étape.

La protéine p6

La protéine p6 est codée par la région la plus variable du géne gag. Elle est impliquée
dans l'incorporation de Vpr dans les virions et facilite également leur bourgeonnement lors de
la formation des nouveaux virus?3.

e Les protéines non structurales
La protéase (PR)

La PR du VIH fait partie de la famille des aspartates protéases, qui est active sous forme
d’homodimeére. Son site actif se trouve a I'interface des diméres, il est constitué d’une triade
catalytique Asp-Thr-Gly caractéristique des protéases de cette famille?*. Son réle est de
maturer les précurseurs polyprotéiques gag et gag-pol en les hydrolysant a des sites
spécifiques, générant ainsi des protéines fonctionnelles pour former des virus matures et
infectieux.

La PR virale peut également contribuer a la déplétion des cellules infectées en clivant
des protéines cellulaires comme Bcl-2 et la caspase-8, générant ainsi des signaux déclencheurs
de I'apoptose?>.

La transcriptase inverse (RT)

La RT est active sous forme d’hétérodimére, composée des sous-unités p51 et p662627
(Figure 8). La sous-unité p51 est issue du clivage du dimére p66/p66 par la PR dans le virion.
Le r6le de la RT est de convertir I’ARN simple brin du virus en un ADN double brin, structure
compatible a I'intégration dans le génome de I’h6te. Pour cela, la RT posséde trois activités
enzymatiques : une activité ADN polymérase ARN dépendante, une activité ADN polymérase
ADN dépendante et une activité RNase H.
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L'intégrase (IN)

Cette enzyme appartient a la famille des polynucléotidyl-transférases. L'IN du VIH se
subdivise en trois domaines : le domaine N-terminal, le core catalytique et le domaine C-
terminal. Méme si I'IN est bien connue pour jouer un réle central dans I'intégration rétrovirale,
elle est également impliquée dans d’autres étapes du cycle du virus aussi bien dans les étapes
précoces que tardives. L'intégrase étant au cceur de ce projet de thése, elle sera décrite plus
en profondeur dans la partie 2 : L'intégration rétrovirale.

e Les protéines régulatrices
Tat (trans-activator of transcription)

Tat est une protéine qui permet d’augmenter fortement le niveau de transcription du
génome viral. Lors des premiers événements de transcription du provirus, Tat n’est pas
présente, la transcription virale est faible. Mais une fois la protéine traduite, elle va venir se
fixer sur une région de I’ARN du virus nouvellement transcrit : TAR?®2° (Trans-Activating
Response Element). Ceci va permettre le recrutement de plusieurs facteurs de transcription,
augmentant ainsi le niveau de production d’ARNm viral.

Rev (regulator of expression of virion proteins)

La protéine Rev est impliquée dans I'expression des protéines virales en favorisant
I’export des ARN messagers (ARNm) viraux non ou mono-épissés. Rev contient a la fois des
séquences de signal d’export et d'import nucléaire, ainsi elle est capable de se fixer
spécifiguement aux ARNm dans le noyau au niveau de la séquence RRE (Rev Response
Element) de ces derniers et de les exporter dans le cytoplasme ou ils seront traduits pour
produire les protéines virales®°.

e Les protéines accessoires
Vpu (viral protein U)

Vpu assure deux fonctions distinctes. La premiere est d’induire la dégradation du
récepteur cellulaire CD4 des cellules infectées3!. Pour cela, Vpu lie le CD4 & un complexe
ubiquitine ligase, provoquant ainsi l'ubiquitination du CD4 et sa dégradation par le
protéasome au niveau du réticulum endoplasmique. Ceci empéche l'interaction entre les
protéines Env du virus et le CD4, car ces interactions peuvent interférer avec I'assemblage
correct des protéines Env dans le virion. Cette fonction limite également la réinfection de la
cellule.

La seconde fonction de Vpu est de favoriser la libération des virions des cellules
infectées en neutralisant un facteur de restriction cellulaire : BST-2, qui en absence de Vpu,
retient les virions sur la membrane plasmique de la cellule3233,
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Figure 9 : Représentation schématique du cycle de réplication du VIH-1. Le cycle viral débute par
I’entrée du virus dans la cellule cible par reconnaissance de récepteurs et corécepteurs cellulaires (1).
Aprés fusion des membranes viral et cellulaire (2), la capside est partiellement désassemblée (3) et
I’ARN du virus est converti en ADN lors de la transcription inverse (4). L’ADN viral va ensuite étre
importé dans le noyau (5) ou il sera alors intégré dans le génome de la cellule (6). Aprés transcription
et traduction des protéines virales par la machinerie cellulaire, de nouveaux virions vont s’assembler
au niveau de la membrane plasmique ou ils seront libérés par bourgeonnement (7 a 12). Le cycle viral
s’achéve par la maturation des précurseurs polyprotéiques (13) rendant les virions infectieux.
Certaines cibles thérapeutiques antivirales ainsi que des protéines de I’h6te limitant I'infection sont

également mentionnées®.
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Vpr (viral protein R)

Vpr a la capacité d’induire un arrét du cycle cellulaire en phase G23°. Cet arrét entraine
une activation de la machinerie de réparation de I’ADN qui est supposé faciliter I'intégration
de I’ADN viral, méme si le r6le de Vpr dans ce processus n’est pas encore tout a fait clair.

Vpr est retrouvée dans les virions et est donc présente lors des phases précoces de la
réplication virale. Il a été démontré que Vpr joue un role dans I'import nucléaire du CPI dans
les macrophages3® (cellules qui ne se divisent pas), permettant ainsi au virus de se répliquer
efficacement dans ces cellules.

Vif (viral infectivity factor)

La protéine Vif participe a la dégradation d’un facteur de restriction a l'infection du
VIH-1 : APOBEC3G, qui inhibe I'étape de transcription inverse®’. En induisant I'ubiquitination
d’APOBEC3G et sa dégradation par le protéasome, Vif permet au virus d’effectuer la réverse
transcription de maniere efficace.

Nef (negative regulatory factor)

Les principales fonctions de Nef sont de perturber la transduction de signaux cellulaires
et d’inhiber I'expression de plusieurs protéines de surface impliquées dans les défenses
immunitaires (CD4, CMH-1, CMH-2...), ce qui a un impact drastique sur la virulence de
I'infection32.

e) Cycle de réplication

Le cycle de réplication du VIH-1 (Figure 9) se divise en deux grandes phases : les phases
précoces, allant de I’entrée du virus a I'intégration de I’ADN viral, et les phases tardives, allant
de la transcription du provirus a la maturation des virions.

e Les étapes précoces
) . .
L’entrée du virus

La premiere étape du cycle de réplication du VIH-1 est son entrée dans la cellule cible.
Dans un premier temps, I'interaction entre la glycoprotéine de surface gp120 du virus avec le
récepteur cellulaire CD438 va entrainer un changement de conformation de la gp120, exposant
un nouveau site d’interaction avec un autre récepteur cellulaire (CCR5 ou CXR4 suivant le
tropisme du virus). Ceci déclenche l'insertion du peptide de fusion contenu dans la gp41 a
I'intérieur de la membrane cellulaire puis a la fusion compléte des deux membranes3?.
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Figure 11 : Représentation schématique des protéines impliquées dans I'import nucléaire. La
cyclophiline A (CYPA) et RANBP2 sont impliqués dans I'import nucléaire du complexe de pré-
intégration (CPI) du c6té du cytosol. La transportine 3 (TNPO3) interagit avec le CPI a I'intérieur du pore
nucléaire. Nup153 et CPSF6 vont finaliser I'import nucléaire du CPI et vont également influer sur le
choix du site d’intégration®!.
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La transcription inverse

Le moment exact de I'initiation de la transcription inverse n’est pas encore clairement
établi : certaines études ont montré qu’il y avait de ’ADN contenu dans les virions*?™#4, alors
gue d’autres pensent qu’elle débute une fois la capside libérée dans le cytoplasme. La réaction
est initiée par la fixation d’un ARNt cellulaire au niveau de la séquence PBS (primer binding
site) située dans la région 5’ de I’ARN viral (Figure 10). Cet ARNt va servir d’amorce pour la RT
qui va dans un premier temps synthétiser un fragment du brin d’ADN négatif jusqu’a
I'extrémité 5’ de I’ARN. La portion ARN du duplex ARN/ADN va étre dégradée par I'activité
RNase H de la RT, et la séquence ADN va effectuer un premier saut de brin au niveau de
I'extrémité 3’ de I’ARN grace a la présence des séquences R répétées sur les extrémités de
I’ARN. L’élongation du brin d’ADN négatif va se poursuivre sur toute sa longueur, la RT
dégradant a nouveau I’ARN sur les duplex ARN/ADN, mis a part les trés stables régions PPT
(poly purine tract) qui serviront ensuite d’amorce pour la synthése du brin d’ADN positif. Aprées
gue I’ARNt ait été éliminé, un second saut de brin au niveau des séquences PBS des deux brins
d’ADN va permettre la finalisation de la synthése de I’ADN double brin linéaire avec les
séquences LTR a ses deux extrémités*,

A noter que toutes ces étapes sont réalisées au sein du complexe de transcription
inverse (RTC), qui comprend diverses protéines virales pouvant influer sur le bon déroulement
de la transcription inverse. Une fois ’ADN double brin synthétisé, son association avec
diverses protéines virales et cellulaires va former le complexe de pré-intégration?®.

Le mécanisme de désassemblage du core de capside est mal connu, mais il est présumé
gu’il se fait assez vite aprés I'entrée du virus, de maniére partielle, car des traces de CA sont
retrouvées dans le RTC. De plus, I'import nucléaire requiert qu’il y ait de la CA dans le CPI%.

L'import nucléaire

L'import nucléaire du CPl des lentivirus se fait de maniére active par les pores
nucléaires, ce qui leur permet d’infecter des cellules qui ne sont pas en division. Etant donné
gue la taille du CPI excéde la taille des pores nucléaires, ce processus est énergie-dépendant,
et est régulé par plusieurs protéines virales et cellulaires (Figure 11). L’environnement dans
lequel va se faire cette étape est trés important car cela va influencer sur le choix du site
d’intégration®'.

Un des déterminants viraux qui a le plus d’impact sur I'import nucléaire est la capside.
Des virus chimériques VIH-1 contenant la CA de MLV (qui est dépendant du cycle cellulaire)
ont été montrés comme ayant un impact sévere sur I'import nucléaire et devenaient par
conséquent dépendants du cycle cellulaire a leur tour?’. La CA interagit avec de nombreuses
protéines cellulaires telles que la nucléoporine (NUP) 153184849 NUP3581%°0, CPSF6°13 et |a
cyclophiline A>* (CYPA) dont chacune d’entre elles ont également été montrées comme
influencant le choix du site d’intégration. La déplétion de NUP358 entraine une diminution
des sites d’intégration dans les régions denses de la chromatine, tout comme un mutant de
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la CA (N74D) n’interagissant plus avec CPSF6°°. En revanche, la déplétion de CYPA induit un
phénotype opposé : une augmentation des sites d’intégration dans les régions denses de la
chromatine, méme si le mécanisme de CYPA n’est pas encore tout a fait clair>.

L'implication de CPSF6 dans I'import nucléaire et la sélectivité d’intégration sera
discutée de maniére plus approfondie dans la partie 2 : L'intégration rétrovirale, car cette
protéine a récemment été identifiée comme étant cruciale dans ces étapes du cycle viral.

L’intégration

Une fois arrivé dans le noyau, le CPI va s’orienter vers un environnement favorable ou
s’ancrer a la chromatine pour y intégrer I’ADN viral. Le choix du site d’intégration n’est pas
aléatoire et dépend de nombreux parameétres (interactions avec des protéines cellulaires,
environnement du pore nucléaire, structure de la chromatine...). L'intégration est catalysée
par une structure bien particuliére : I'intasome, constitué d’un oligomére d’IN, de I’ADN viral
ainsi que diverses protéines virales et cellulaires, bien que 'ensemble de ses constituants ne
soit pas connu avec précision. Dans le cas des lentivirus, I'intégration se fait dans des zones de
transcription active, notamment grace a l'interaction du CPI avec des cofacteurs d’intégration
qui vont le diriger dans des régions précises de la chromatine. L’intégration rétrovirale génére
des discontinuités (gap) entre I’ADN viral et cellulaire, qui doivent étre réparées pour que la
transcription du provirus puisse se faire. Cette étape de réparation et les facteurs impliqués
sont encore mal connus.

e Les étapes tardives

Apres l'intégration, le virus va utiliser la machinerie cellulaire afin de permettre la
production des ARN messagers qui seront ensuite traduits en protéines et précurseurs viraux
pour assurer la production de nouveaux virus.

Transcription du provirus et traduction des ARNm

La transcription de I’ADN viral débute a partir de la région U3 située dans le LTR, ce
dernier est un promoteur viral et permet le recrutement de facteurs de transcription. En
amont de ce site d’initiation se trouvent des régions régulatrices comme des TATA box,
permettant le recrutement efficace du complexe ARN polymérase 11°®. Ainsi, des ARNm viraux
plus ou moins épissés sont produits et exportés du noyau (avant que Tat ne soit produite,
I’efficacité de transcription n’est pas tres importante, mais une fois Tat fixée sur les nouveaux
transcrits grace aux régions TAR®/, ce processus va étre grandement stimulé). Les ARNm non
ou mono épissés requierent la fixation de Rev sur les séquences RRE pour permettre leur
exportation hors du noyau3%°’. Les ARNm viraux sont classés en trois catégories en fonction
de leur degré d’épissage, et ne codent pas pour les mémes protéines : les ARNm non épissés
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Figure 12 : Modéeles et images de reconstructions tomographiques de Cryo-microscopie électronique
d’une particule virale immature (c) et mature (d). La maturation d’une particule virale peut-étre
observée par microscopie électronique par la présence du core de capside en forme de céne (d) visible
uniguement aprés maturation par la protéase virale®®,
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vont coder pour les précurseurs polyprotéiques Gag et Gag-Pol (ils serviront aussi d’ARN
génomique qui seront encapsidés dans les virions>®) ; les transcrits mono épissés coderont
pour les protéines Env, Vif et Vpu ; et pour finir les ARNm multi épissés vont coder pour les
protéines Rev, Tat, Vpr et Nef.

Assemblage des virions et bourgeonnement

L’assemblage des virions se fait au niveau de la membrane plasmique (MP) cellulaire.
Le précurseur Gag possede un domaine d’interaction avec la MP qui va déclencher le
bourgeonnement du virion aprés que Gag se soit oligomérisé®. L’ARNv est ensuite recruté
grace a des interactions entre autres avec la NC et une séquence signal pour I'encapsidation
présente sur cet ARN. La libération des virions immatures de la MP est assurée par le complexe
cellulaire ESCRT®! (endosomal sorting complexes required for transport).

Maturation des particules virales

Une fois détachés de la MP, les virions nécessitent une derniére étape pour devenir
infectieux. La PR virale va cliver les précurseurs Gag et Gag-Pol sur dix sites différents,
générant les protéines MA, CA, NC, p6, PR, RT, et IN fonctionnelles®?®3. Au cours de ces
clivages, les protéines structurales vont subir des réarrangements créant ainsi des virus
matures infectieux, avec le caractéristique core viral de forme conique®® (Figure 12).

Des virus exprimant une PR inactive sont déficients pour cette étape de maturation,
démontrant que des protéases cellulaires ne peuvent pas assurer cette étape, mettant ainsi
en avant le réle crucial de la PR virale durant la maturation des virions.

1.3 Stratégies antirétrovirales

C'est dans les années 90 que les premiéres thérapies anti-VIH vraiment efficaces voient
le jour avec I'apparition des trithérapies. L’avancée des connaissances sur le fonctionnement
du virus a permis le développement de plusieurs molécules ciblant des étapes différentes du
cycle viral. Malheureusement ces molécules ne sont pas tres efficaces sur le long terme a
cause des résistances que génére le virus contre ces inhibiteurs, et c’est en les combinant que
I'arsenal anti-VIH commence a voir le jour. Mais encore aujourd’hui, malgré les armes dont
nous disposons, il n’est toujours pas possible de guérir du SIDA et la personne infectée devra
suivre un traitement a vie. D’ou I'importance de sensibiliser la population quant aux risques
et aux conséquences qu’étre infecté implique, car le meilleur moyen pour éradiquer cette
maladie est de limiter la transmission du virus.
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a) Prévention

Pour une prévention efficace contre l'infection au VIH, il faut déja savoir si on est
porteur du virus. Il est estimé que plusieurs dizaines de milliers de personnes en France
ignorent qu’elles sont séropositives ; ces personnes ne sachant pas qu’elles sont a risque, ne
prennent ainsi pas les précautions nécessaires pour éviter la transmission du virus. Il est donc
important de se faire dépister si on a le moindre doute quant a son statut sérologique.

C'est la raison pour laquelle le port du préservatif est conseillé s’il y a risque de
transmission du VIH mais aussi d’autres maladies sexuellement transmissibles.

Un autre moyen de prévention a fait son apparition récemment : la prophylaxie pré-
exposition®* (PrEP). Cette stratégie est basée sur la prise d'un médicament antirétroviral qui
permet a une personne séronégative a haut risque d’acquisition du VIH de réduire ce risque.
Il 'y a pour le moment qu’un seul médicament utilisé pour la PrEP : le Truvada, une
association de deux molécules anti-VIH (ciblant la RT), autorisée en France depuis Novembre
2015. Malheureusement, cette méthode de prévention n’est pas accessible pour tout le
monde a cause de son co(t, il est donc nécessaire de trouver d’autres stratégies en
complément de celle-ci si I'on veut parvenir a I'éradication du virus. Et méme si les méthodes
thérapeutiques deviennent de plus en plus efficaces, il y a toujours des populations n’y ayant
pas acces.

b) Traitements, résistance et réservoir

Il existe plusieurs raisons pour lesquelles il est toujours impossible de guérir du SIDA.
Lors d’un cycle de réplication, plusieurs milliers de virus peuvent étre produits par I'infection
d’un seul virus pour une seule cellule. Ainsi il est estimé que plusieurs milliards de virus
peuvent étre produits par jour chez une personne infectée qui n’est pas sous traitement.
Comme dit précédemment, lors de |'étape de transcription inverse, le virus peut générer des
erreurs dans la séquence ADN réverse transcrite. Ces mutations peuvent étre létales pour le
virus (changement dans le cadre de lecture, protéines inactives, insertion de codons stop et
autres). Mais ces mutations peuvent aussi étre bénéfiques pour le virus, en lui conférant de
nouvelles propriétés. Dans ce cadre, un virus résistant a un certain composé antiviral va alors
se répliquer et créer une nouvelle population de virus, tous résistants a ce composé. C'est la
raison pour laquelle les trithérapies ont été aussi efficaces, car en utilisant des composés
ciblant plusieurs étapes différentes du cycle de réplication, cela oblige le virus a muter pour
devenir résistant a chacun de ces composés pour continuer a proliférer.

Une autre raison pour laquelle il est difficile de se débarrasser du VIH est sa capacité
a s’intégrer de maniére latente dans certaines cellules. Ces cellules sont appelées réservoirs,
elles contiennent des provirus, mais ne le répliquent pas. Ainsi elles passent inapercues aux
yeux du systeme immunitaire et les thérapies actuelles sont inefficaces contre ces réservoirs,
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car il n’est actuellement pas possible d’éliminer le provirus de la cellule une fois qu’il est
intégré. C’'est une des raisons pour lesquelles il faut traiter les patients a vie, car sinon une fois
la cellule activée, elle va produire du virus qui n’aura aucune contrainte pour se répliquer
efficacement. En revanche, plusieurs stratégies sont a I'étude pour faire face a ce probléme,
comme le « kick and kill », visant a activer la cellule (kick) pour qu’elle produise du virus qui
sera ensuite éliminé par le systétme immunitaire et accessible aux antirétroviraux® (kill).
Récemment, I'identification de certains marqueurs de ces cellules réservoirs® a ouvert des
portes pour le développement de composés visant a détruire ces cellules sans avoir besoin
gu’elles soient réactivées. Enfin, la technologie Crispr Cas9, capable d’induire des cassures
double brins au niveau de séquences bien spécifiques afin d’exciser le génome viral de |’hGte,
semble trés prometteuse pour le futur méme si ce systéme d’édition génétique est a utiliser
avec précaution et souléeve des questions d’éthique.

La thérapie actuelle anti-VIH est basée sur l'utilisation de plusieurs molécules qui
ciblent des étapes différentes du cycle de réplication du virus. Ainsi, il existe des inhibiteurs
de fusion, d’entrée, de transcription inverse, d’intégration et de maturation.

e Les inhibiteurs de fusion

L’enfuvirtide est le seul inhibiteur de fusion utilisé en thérapie actuellement. Ce
composé est un peptide qui mime le domaine HR2 de la gp41 qui va pouvoir se fixer sur le
domaine HR1, inhibant ainsi le changement conformationnel de cette derniere. Sans ré-
arrangement de la gp41, le processus de fusion ne peut pas se faire, ce qui empéche I'entrée
du virus dans la cellule hote®”.

e Les inhibiteurs d’entrée

Le Maraviroc (approuvé en 2007), interagit avec le corécepteur CCR5, prévenant ainsi
I'interaction entre la gp120 et le CCR5 requis pour I'entrée. Seulement, cet inhibiteur n’est
actif que contre les souches virales a tropisme CCR5, car dans le cas ou le virus posséde un
tropisme CXCR4, il n’a pas besoin du CCR5 pour entrer dans la cellule cible, le Maraviroc est
par conséquent inactif contre ces virus®,
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Figure 13 : Inhibiteurs de I'activité de transfert de brin de I'IN du VIH-1. (a) Structures chimiques des
INSTIs utilisés en clinique (Raltégravir, Elvitegravir et le Dolutegravir). (b) Site actif de I'intasome de

PFV avant (image du haut) et aprés (image du milieu) la fixation du Raltégravir ou du Dolutegravir
(image du bas)®.

52



e Les inhibiteurs de transcription inverse

Il existe deux types d’inhibiteurs de la transcription inverse : les NRTIs (nucleoside
reverse transcriptase inhibitors) et les NNRTIs (non nucleoside reverse transcriptase
inhibitors). Les NRTIs sont des analogues de nucléosides et de nucléotides terminateurs de
chaine. Une fois dans la cellule, ils sont phosphorylés par des kinases cellulaires ce qui active
ces composés. Leur particularité est qu’ils ne possédent pas de groupement 3’0OH, ainsi s’ils
sont incorporés, le prochain nucléotide ne pourra pas former de liaison phosphodiester avec
le suivant stoppant par conséquent la synthése de I’ADN viral’®. Parmi ces NRTIs on retrouve
la Zidovudine (premiere molécule anti-VIH approuvée par la FDA en 1985) et le plus utilisé
aujourd’hui : le Ténofovir (approuvé en 2001).

Le second type d’inhibiteurs, les NNRTIs, cible directement |la RT en interagissant dans
un domaine proche du site catalytique au niveau de la sous-unité p66. Cette interaction induit
un changement conformationnel de la RT la rendant inactive’:. Parmi les NNRTIs, on retrouve
I’Efavirenz, la Nevirapine et I'Etravirine.

e Les inhibiteurs d’intégration

Tous les inhibiteurs d’intégration actuels utilisés en thérapie partagent le méme
mécanisme d’action sur I'IN : ce sont des inhibiteurs qui touchent spécifiquement I'étape de
transfert de brin, ils sont appelés INSTIs (IN strand transfer inhibitors). lls se lient au niveau du
site catalytique de I'enzyme quand elle est en interaction avec I’ADN viral (Figure 13),
empéchant ainsi ’ADN cellulaire de pouvoir se positionner au bon endroit dans le site
catalytique de I'enzyme”?. Ces inhibiteurs partagent également certaines fonctionnalités : la
chélation d’ions mg?* grace a une triade d’atomes d’oxygéne, ces ions sont hormalement
requis pour |'étape d’intégration. Une autre force de ces inhibiteurs est leur capacité a
déplacer I'extrémité 3’ de I’ADN viral processé grace a une de leur chaine aromatique, ainsi
I'extrémité de I’ADN viral qui sert normalement a faire la réaction d’intégration se retrouve
complétement hors du site catalytique. Toutes ces caractéristiques en font de puissants
inhibiteurs, et il se trouve qu’ils sont également actifs contre des IN d’autres rétrovirus car le
site actif est trés conservé entre les différentes enzymes’3. Mais ils ont tout de méme une
faiblesse, en se fixant tous dans la méme région de I'IN, I'apparition de virus résistants a un
des inhibiteurs entraine souvent une résistance croisée avec les autres.

Le premier inhibiteur d’intégration approuvé contre le SIDA a été le Raltegravir en
2007 puis I'Elvitegravir (2012) et le Dolutegravir (2013) ont fait leur apparition sur le marché.
Actuellement, deux autres inhibiteurs sont en phase clinique : le Bictegravir et le Cabotegravir.

Pour pallier aux problémes de résistances contre les INSTIs, de nouvelles stratégies
basées sur le développement de composés ne ciblant pas le site catalytique de I'IN, mais des
protéines cellulaires importantes pour l'intégration ont I'avantage d’étre théoriquement actifs
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contre les souches de virus résistantes aux INSTIs. Parmi les inhibiteurs non catalytiques
décrits actuellement, les ALLINIs (allosteric IN inhibitors) aussi appelés LEDGINs (LEDGF-IN
interaction site) semblent étre les plus prometteurs. lls ont initialement été développés dans
le but d’empécher l'interaction entre I'IN et son principal cofacteur d’intégration LEDGF74.
Bien qu’étant de puissants inhibiteurs d’intégration, il se trouve que ces composés n’ont en
réalité pas le mécanisme d’action attendu : I'assemblage de I'intasome du VIH est trés sensible
a I'oligomérisation de I'IN, afin de s’organiser correctement sur I’ADN viral ; les ALLINIs se
fixent au niveau d’interfaces d’oligomérisation de I'IN, induisant ainsi la multimérisation
anarchique de I'enzyme et la formation d’agrégats’>~"7. Ces agrégats ne sont plus capables
d’interagir correctement avec I’ADN viral pour former des complexes IN-ADN fonctionnels.
Cependant, les ALLINIs sont également considérés comme des inhibiteurs de la maturation
des virions, car I'agrégation de I'IN dans les virions conduit a des défauts de maturation’®7°,

e Lesinhibiteurs de protéase

Les inhibiteurs de protéase sont des analogues non clivables de peptides qui miment
le substrat de la protéase. Ainsi, la protéase va reconnaitre et se fixer sur ces peptides au lieu
des précurseurs polyprotéiques, qui ne seront alors plus clivés. Ceci bloque I'étape de
maturation des virions qui ne deviendront alors pas infectieux®. Il y a aujourd’hui dix
inhibiteurs de protéase approuvés par la FDA, comme que le Saquinavir (1*" inhibiteur de
protéase approuvé en 1995) ou le Darunavir (le dernier en date, approuvé en 2006). Les
inhibiteurs de protéase sont tres efficaces et jouent un réle trés important dans les
trithérapies, malheureusement ils entrainent des complications pour les patients et sont
souvent toxiques, c’est la raison pour laquelle d’autres composés de la méme famille sont a
I’étude dans le but d’identifier des inhibiteurs qui soient mieux tolérés par les patients.

c) Essais Vaccinaux

Les vaccins thérapeutiques reposent sur deux stratégies pour venir a bout du VIH. La
premiere est de faire sortir les virus des cellules réservoirs qui ne sont pas accessibles par les
trithérapies, pour ensuite les cibler avec un vaccin. La deuxiéme consiste a stimuler la réponse
immunitaire pour gu’elle soit assez puissante pour pouvoir contréler la réplication virale en
absence de traitement. A I'heure actuelle aucune de ces deux stratégies n’est applicable a
cause de nombreuses contraintes telles que la variabilité du virus et la difficulté a reconnaitre
des cellules infectées de maniére latente. Malgré les centaines d’essais vaccinaux menés
depuis la découverte du VIH, un seul (RV144 débuté en 2003) a pu montrer un effet significatif
sur I'inhibition de la réplication virale. Cet essai a été conduit en Thailande sur pres de 16 000
volontaires, et a montré une efficacité proche de 31%%. Il faudra donc attendre quelques
années pour espérer entrevoir une solution efficace utilisable a grande échelle.
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Figure 14 : Organisation schématique de I'IN du VIH-1. L’IN du VIH-1 est une protéine de 288 acides
aminés organisée en trois domaines (NTD : domaine N-terminal ; CCD : domaine catalytique ; CTD :
domaine C-terminal).
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2 L'intégration du VIH-1

2.1 Structure de I'IN du VIH-1

Aprés maturation du précurseur Gag-Pol par la PR dans les virions, I'IN est alors
produite sous forme d’une protéine de 288 acides aminés (soit 32 kDa). Elle est composée de
trois domaines (Figure 14) : le domaine N-terminal (NTD), le corps catalytique (CCD) et le
domaine C-terminal (CTD)®2. Chacun de ces domaines est requis pour l'intégration. Pour le
moment, aucune structure tridimensionnelle de la protéine entiere n’a pu étre résolue,
limitant énormément la rationalisation de drogues contre cette protéine. En revanche, la
structure des domaines isolés et deux a deux a pu étre résolue ainsi que celle de plusieurs
intasomes rétroviraux, ce qui a servi de base pour la compréhension du comportement de I'IN.

a) Le domaine N-terminal (NTD)

La structure du NTD seul a été résolue par RMN, ce qui a permis de mettre en évidence
un motif HHCC proche d’un domaine a doigt de zinc pouvant fixer un ion Zn?*, nécessaire a la
structuration du NTD isolé®3.

b) Le corps catalytique (CCD)

La structure cristallographique du CCD a été obtenue par introduction de la mutation
F185K augmentant significativement la solubilité de ce domaine tout en conservant 'activité
de 'enzyme®*8>, Le domaine CCD contient le site actif de I'IN, composé de |a triade catalytique
DDE pouvant fixer un cofacteur métallique (Mn?* ou Mg?*) requis pour I'activité enzymatique.
Ce motif est trés conservé parmi les intégrases de rétrotransposons et de rétrovirus, la
mutation d’un résidu de cette triade abolie I'activité de ces enzymes.

¢) Le domaine C-terminal (CTD)

La structure du CTD a été résolue par RMN, identifiant un repliement proche d’un
domaine SH3 (sarc homology 3 domain) connu pour avoir de I'affinité pour I’ADN?®®,
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Figure 15 : Les différents états de I'intasome de PFV. Les différentes étapes qui conduisent a la
formation du SSC (Stable Synaptic Complex) ne sont pas encore bien décrites. Le SSC est maturé (3’
processing) devenant le CSC (Cleaved Synaptic Complex). Aprés reconnaissance de I’ADN cible il
devient le TCC (Target Capture Complex) puis finalement le STC (Strand tranfert Complex) qui catalyse
I'intégration. En bleu et vert sont montrés les protoméres d’IN interagissant avec I’ADN cible. En cyan
les IN qui ne sont pas impliquées directement dans I'association avec I’ADN cible. Les extrémités de
I’ADN viral sont en violet et orange et ’ADN cible en gris®’.
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Pendant des années il a généralement été admis que les domaines isolés pouvaient
avoir des fonctions bien distinctes les uns des autres (oligomérisation, interaction avec I’ADN
viral ou cellulaire, etc...). Mais les avancées récentes dans la résolution des structures
d’intasomes de différents rétrovirus, ont montré une organisation bien plus complexe que
celle de I'intasome de PFV qui a longtemps servi de base structurale3472, En effet, comparé a
I'intasome de PFV qui est constitué d’un tétrameére d’IN, I'intasome de RSV et MMTV? est
composé d’un octamere d’IN, alors que I'intasome de MVV?° (un lentivirus comme VIH) est un
hexadodécamere. Ces structures ont non seulement permis de mettre en évidence des
différences et des similarités entre les intasomes rétroviraux, mais aussi de voir qu’en fonction
de sa position au sein de I'intasome, chaque domaine CTD, CCD ou NTD pouvait avoir un réle
différent, révélant ainsi la pléiotropie de chacun de ces domaines.

d) Les intasomes rétroviraux

Comme dit précédemment, l'intégration rétrovirale est catalysée au sein d’un
complexe nucléoprotéique : I'intasome. L'assemblage de I'intasome se fait progressivement
au cours du cycle de réplication du virus®” (Figure 15). Suite a la transcription inverse, Il y a
dans un premier temps la formation du SSC (stable synaptic complex) qui permet la
maturation des extrémités de I’ADN viral (3’ processing) qui devient alors le CSC (cleaved
synaptic complex). Une fois en contact avec la chromatine I'intégration va finalement pouvoir
étre réalisée par le STC (strand transfer complex). L’assemblage de I'intasome est mal connu :
I’état oligomérique, les partenaires, la structure et la chronologie précise de chacune de ces
étapes restent encore a étre précisément déterminés.

Le premier intasome (CSC) a avoir été caractérisé structuralement est celui du
spumavirus PFV en 201072, par diffraction aux rayons X, révélant pour la premiére fois la
fonctionnalité de I'intasome en tant que multimere d’IN et élucidant également le mécanisme
d’action des inhibiteurs de transfert de brin. L’architecture tétramérique de I'intasome de PFV
a été longtemps considérée comme une composante universelle de la machinerie
d’intégration rétrovirale. Cependant, ces dernieres années, la résolution de la structure
d’intasomes de quatre rétrovirus différents a permis de réfuter cette hypothése, révélant des
architectures bien plus complexes (Figure 16).

Alors que I'intasome de PFV est constitué de quatre molécules d’IN, les intasomes de
MMTV (bétarétrovirus) et RSV (alpharétrovirus) eux en ont huit. Celui de MVV est encore plus
gros avec seize IN. Malgré les différences architecturales de ces structures, il semble y avoir
une caractéristique qui les relie: la présence d’un « coeur » ressemblant énormément a
I'intasome de PFV (schématisé en couleur sur la Figure 16), appelé par la suite CIC® (conserved
intasome core). Ces avancées permettront de mieux appréhender les résistances aux
inhibiteurs d’intégration pour en désigner de meilleurs, et de comprendre pourquoi il y a une
telle hétérogénéité parmi ces structures en comprenant comment les rétrovirus tirent
avantage d’avoir des intasomes de tailles différentes.

59



RSV (8)

Figure 16 : Structures de différents intasomes rétroviraux. Les IN en couleur font partie du CIC
(Conserved Intasome Core). PFV CSC (pdb 30y9), MMTV CSC (pdb 3jca), RSV STC (pdb 5ejk), Tetrameére
du VIH-1 STC obtenu avec I'IN fusionnée au domaine SsO7d (pdb 5ulc) et MVV CSC (pdb 5m0q)¥’.
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Figure 17 : Les étapes de I'intégration rétrovirale. Réactions catalysées par I'IN (a) et par des enzymes
cellulaires (b). (a) L'intasome (en gris) est maturé par clivage d’un dinucléotide aux extrémités 3’ de
I’ADN viral. Aprés I'import nucléaire et reconnaissance de I’ADN cible, les extrémités 3’ de I’ADN viral
sont insérées dans I’ADN de I'h6te lors du transfert de brin. (b) L'intégration est finalisée par la
réparation des discontinuités aux extrémités de I’ADN viral par des enzymes cellulaire aboutissant a
I'insertion compléte et stable du provirus®.
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Pour ce qui est du VIH-1, la faible solubilité de 'enzyme et le fait qu’elle soit presque
inactive sans l'addition de cofacteurs comme LEDGF, ont été de grandes limites pour
I'obtention d’une structure que ce soit pour I'intasome ou la protéine seule. Pour pallier a ces
probléemes, une étude a été menée sur une intégrase fusionnée avec Sso7d, une protéine
augmentant a la fois sa solubilité et son activité®l. L'intasome résultant de cette fusion Sso7d-
IN a pu étre cristallisé, révélant un intasome tétramérique ainsi que d’autres espéces de plus
haut poids moléculaire, avec toujours le méme CIC que dans les autres intasomes®2. De plus,
I’'addition d’un fragment de LEDGF (I'IBD pour intégrase binding domain) a Sso7d-IN a montré
I’apparition d’'une nouvelle population constituée majoritairement de dodécaméres (douze
IN). Ces résultats, bien que trés encourageants, sont a prendre avec précaution car il n’est pas
exclu que le domaine de fusion Sso7d altere la configuration de I'intasome du VIH-1 telle
gu’elle serait normalement attendue avec une enzyme sauvage.

2.2 Meécanisme d’action de I'IN

Dans la cellule, I'intégration se fait en trois étapes consécutives. Il y a dans un premier
temps le 3’ processing qui consiste en la maturation des extrémités de I’ADN viral par clivage
de deux nucléotides a chacune des extrémités 3’. Ceci permet ensuite I'intégration de ces
extrémités dans I’ADN cellulaire : c’est I'étape de transfert de brin. La derniére étape n’est pas
catalysée par I'IN, c’est la réparation des gaps au niveau du site d’intégration. Le 3’ processing
ainsi que le transfert de brin peuvent étre reproduits in vitro.

a) Le 3’ processing

Pour former le SSC, I'IN interagit spécifiguement avec une séquence ADN précise
située a chaque extrémité du LTR formant ainsi ce complexe synaptique (Figure 17). Le
processing de I’ADN viral a lieu dans le cytoplasme aprés la transcription inverse® et nécessite
un cofacteur métallique (Mg2* ou Mn?*). L'IN va hydrolyser une liaison phosphodiester libérant
un dinucléotide GT a chacune des extrémités 3’ de 'ADN, générant ainsi une fonction
hydroxyle (OH) libre®*. Cette configuration devient alors compatible pour I'intégration.

b) Le transfert de brin

Apreés I'import nucléaire du CSC et interaction avec la chromatine, I'IN va catalyser la
seconde étape du processus d’intégration au sein du TCC. Les groupements hydroxyles en 3’
de 'ADN viral générés lors du processing vont servir de substrats nucléophiles pour couper
une liaison phosphodiester de I’ADN cellulaire. Cette réaction nécessite également un
cofacteur métallique (Mg?* ou Mn?*) et aboutit a un clivage des deux brins de I’ADN cible et la
liaison des deux extrémités de I’ADN viral dans la chromatine. Ceci génere un décalage de
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Figure 18 : Devenir des formes non intégrées de I’ADN viral. L’ADN viral linéaire provenant de la
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cinq paires de base dans I’ADN cible pour ce qui est du VIH, qui doit ensuite étre réparé pour
qgue l'intégration soit finalisée.

c) Réparation post-intégration

Afin d’assurer la continuité de I’ADN, le décalage (gap) entre I'extrémité 5’ de I’ADN
viral et 3" de I’ADN cellulaire résultant de I'intégration doit étre réparé. Cette étape est réalisée
par des enzymes cellulaires impliquées dans les voies de réparation de I’ADN telles que FEN-
1, mais ce processus et les facteurs intervenant dans la réparation de ces gaps ne sont pas
encore totalement élucidés. Cependant plusieurs candidats sont suspectés d’étre impliqués
dans cette voie de réparation®® :

La voie NHEJ (non homologous end-joining) qui est un mécanisme de réparation des
cassures d’ADN.

La ligase IV joint les extrémités d’ADN au niveau de cassures double brins lors de
réparations non homologues.

RAD51, une recombinase cellulaire, pourrait également jouer un réle dans les étapes
de la réparation de ’ADN?’.

d) Les produits non intégrés

Il existe aussi des formes d’ADN non intégrées (Figure 18) retrouvées principalement
dans le noyau de la cellule. Ces différentes formes peuvent étre originaires de plusieurs
sources (mauvaise transcription inverse, autointégration, traitement par les INSTIs/ALLINISs,
etc...). Parmi ces formes, on retrouve des ADN linéaires et circulaires a 1 ou 2 LTR. Les cercles
a 2 LTR sont exclusivement retrouvés dans le noyau et sont ainsi utilisés comme marqueurs
de I'import nucléaire®®. Récemment, il a été montré que les cercles a 2 LTR pouvaient servir
de substrat pour l'intégration, et que certains produits non intégrés étaient capables
d’exprimer des protéines virales. Ces résultats indiquent que ces formes d’ADN non intégrés
peuvent étre considérés comme des réservoirs et semblent étre impliqués dans la latence®.

2.3 L'intégration in vitro

Il est possible de reproduire I'activité de I'IN in vitro grace a différents tests qui ont pu
étre optimisés pendant des années. Du test de processing et de transfert de brin au test
d’intégration concertée, il est maintenant possible de faire de I'intégration in vitro avec des
intasomes purifiés. Ces différentes techniques nous permettent de mieux appréhender le
comportement des IN et sont des outils puissants pour tester et développer de potentiels
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Figure 19 : Profils des tests d’activité catalytique de 3’ processing (a) et de transfert de brin (b) de
IN du VIH-1. L'ADN est marqué radioactivement en 5’. Les produits sont séparés sur gel de
polyacrylamide et révélés par autoradiographie.
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Figure 20: Profil du test d’intégration concertée de I'IN du VIH-1. L’ADN donneur est marqué
radioactivement en 5’. Les différents produits d’intégration sont séparés sur gel d’agarose et visualisés
par autoradiographie. (FSI : Full Site Integration ; HSI : Half Site Integration).
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nouveaux inhibiteurs.

a) Test de processing et de transfert de brin

Dans le cas du VIH, le test de processing utilise un oligonucléotide (ODN) double brin
de 21pb mimant I'extrémité U5 du LTR (séquence reconnue spécifiquement par I'IN) comme
substrat. Cet ODN est marqué radioactivement au P32 en 5’, ainsi quand I'IN aura hydrolysée
le dinucléotide GT de l'extrémité 3’, le produit de 19pb sera visualisable sur gel de
polyacrylamide dénaturant (Figure 19a).

L’étape de transfert de brin peut étre étudiée indépendamment de l'activité de
processing. Pour cela un ODN déja processé (un hybride 21-19pb) est utilisé comme substrat.
L’'IN va catalyser I'insertion d’'un ODN dans un autre en réalisant I’étape de transfert de brin.
Dans ce test Iinsertion se fait de maniere aléatoire et conduit par conséquent a |'apparition
de produits d’intégration de tailles différentes (Figure 19b).

b) Le test d’intégration concertée

Le test d’intégration concertée (IC) permet de se rapprocher un peu plus du
mécanisme d’intégration tel qu’il est attendu dans la cellule. Dans les tests de processing et
de transfert de brin, seule une extrémité du substrat est prise en charge par I'IN, alors que
dans la cellule les deux extrémités de I’ADN viral sont intégrées de maniére concomitante. Le
substrat utilisé pour les tests IC comprend les deux extrémités des séquences du LTR, ainsi
I'intégrase va pouvoir prendre en charge ces deux extrémités. Les composants minimaux du
test IC sont I'IN, un ADN mimant I’ADN viral (qui comprend les deux extrémités des LTR) et un
ADN mimant I’ADN cible. Avec ces composants, I'IN peut catalyser différents produits
d’intégration visualisables sur gel d’agarose (Figure 20). Parmi ces produits on distingue de
I'autointégration résultant de l'insertion d’un ADN viral dans un autre ADN viral, et de
I’hétérointégration résultant de I'intégration d’'un ADN viral dans le plasmide. Les produits
d’hétérointégration sont multiples: on distingue des formes circulaires (résultant de
I'intégration d’un ADN viral) et linéaires (dG a l'intégration de deux ADN viraux dans le
plasmide ce qui le circularise). Les produits linéaires sont issus d’une réaction d’intégration
concertée et sont dits « full site » (FSI pour full site intégration), alors que les produits
circulaires peuvent étre full site ou half site (HSI) ce qui signifie qu’une seule extrémité de
I’ADN viral s’est intégrée dans le plasmide.
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Figure 21 : Profil du test de désintégration de I'IN du VIH-1°.

66



c) Ladésintégration

La désintégration correspond a |'étape inverse du transfert de brin et se fait
uniqguement in vitro'%®. Elle peut étre catalysée par le domaine CCD seul et nécessite la
présence de Mg?* ou Mn?*. Pour ce test, un substrat ADN avec une structure particuliére
mimant un produit d’intégration partiel est utilisé (Figure 21) que I'IN peut cliver. Méme si
cette activité ne semble pas avoir de relevance in vivo, elle a permis de mieux comprendre le
fonctionnement du site actif de I'IN.

2.4 Activités non catalytiques de I'IN

Comme soulevé précédemment, I'IN a un role pléiotrope en participant et en régulant
d’autres étapes du cycle viral que I'intégration. Des expériences de mutagénése ont permis de
séparer les mutants d’IN présentant un défaut de réplication en deux classes en fonction de
leur phénotype. Les mutants déficients pour I'étape d’intégration sont dits de classe |, alors
gue les mutants d’IN qui sont affectés pour une autre étape que l'intégration sont de classe
11791, Les mutants de classe Il ont été la preuve que I'IN est également importante pour d’autres
étapes que l'intégration??,

a) Role de I'IN dans la transcription inverse

Une interaction directe entre la RT et I'IN a été démontrée in vitro, et des expériences
de RMN entre la RT et le CTD de I'IN ont permis d’identifier des résidus clés pour cette
interaction'®3, La mutation de résidus de I'IN conduisant a une perte d’interaction avec la RT
entraine un déficit de réplication des virus contenant ces IN, et spécifiquement au niveau de
I’étape de transcription inverse. Le role exact de I'IN au cours de cette étape n’est pas encore
trés bien connu, et les tests de transcription inverse in vitro ne sont pas tres efficaces car la RT
a une tres faible processivité. Cependant, il a été observé que I'IN pouvait stimuler l'initiation
et I’élongation de la transcription inverse in vitro, en augmentant la processivité de la RT. Ces
résultats révelent I'importance de l'interaction fonctionnelle RT-IN lors de I'étape de
transcription inverse et suggérent que I'IN pourrait jouer un role dans les évenements
précoces de la transcription inverse.

b) Roéle de I'IN dans I'import nucléaire

Etant donné que le CPI des lentivirus peut entrer de maniére active dans le noyau et
infecter des cellules qui ne se divisent pas, il a été proposé que I'IN pouvait jouer un réle dans
ce transport actif. En effet une séquence de localisation nucléaire (NLS) a été identifiée dans
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le domaine CCD de I'IN, et des mutations au niveau de cette séquence abolissent I'import
nucléaire, révélant une NLS fonctionnelle requise pour l'infection de cellules en division ou
non'®, Une autre étude a montré que des mutations introduites dans le CTD de I'IN
conduisaient a une diminution de I'import nucléaire de I’ADN viral en diminuant I'interaction
de I'IN avec TRN-SR2, une protéine cellulaire impliquée dans I'import nucléaire du CPI1%,

c) Roéle de I'IN dans les phases tardives du cycle viral

Comme mentionné précédemment, I'utilisation des ALLINIs inhibe la réplication virale
en induisant une multimérisation aberrante de I'IN dans les virions. L'utilisation de ces
inhibiteurs entraine un défaut de maturation, visible par une forme aberrante du core viral ou
I'IN se retrouve a I'extérieur du core’®. La maniére dont I'IN participe a la morphogéneése des
virions a pu étre élucidée par la mise en évidence que I'IN a la capacité d’interagir avec I’ARN
viral dans les virions, et que cette interaction est importante pour la maturation des particules
virales. Cette étude a également permis de mettre en évidence un mécanisme d’action des
ALLINIs qui est d’inhiber I'interaction IN-ARN dans les virions, conduisant ainsi a un défaut de
maturation.

2.5 Les cofacteurs de I'intégration

L'intégration rétrovirale est un procédé complexe qui ne se fait pas aléatoirement dans
la cellule, elle est régulée par de nombreux paramétres qui peuvent différer selon le virus.
Bien qu’in vitro l'intégration est possible avec seulement de I'IN recombinante, il a été
démontré par de nombreuses approches que des protéines cellulaires sont importantes pour
I'intégration in vivo. Le plus documenté a ce jour est LEDGF/p75 étant donné I'importance
gu’il joue au cours de I'intégration, méme si d’autres cofacteurs ont été identifiés, leurs effets
sur l'intégration sont moindres que LEDGF ou leur réle n’est pas encore totalement élucidé,
mais ils constituent tout de méme de bonnes pistes quant au développement de composés
antiviraux visant ces cofacteurs. Récemment, CPSF6 a été validé comme cofacteur de
I'intégration du VIH-1 et son implication au cours du processus d’intégration semble étre tout
aussi important que I'est LEDGF.

Integrase interactor 1 (INI1)

INI1 est une protéine de 385 acides aminés qui fait partie du complexe de remodelage
SWI/SNF. Cet activateur transcriptionnel interagit directement avec I'IN du VIH-11% et est
proposé comme participant au choix du site d’intégration, car in vitro SWI/SNF permet de
restaurer I'intégration dans une matrice chromatinisée!?’. Il a également été montré que le
domaine de INI1 interagissant avec I'IN (appelé S6), a la capacité de réduire la libération des
virions quand il est surexprimé dans les cellules productrices de virus'®. Méme si le réle
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Figure 22 : Organisation schématique de CPSF6. Les domaines d’interaction de CPSF6 (RRM : RNA
recognition motif; PRD : Pro-rich domain; RSLD : RS-like domain) avec diverses protéines sont

indiqués en bas de I'image. (CA : capside du VIH-1)%°,
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précis de INI1 au cours du cycle de réplication n’est pas encore élucidé, il semble qu’il puisse
avoir un role a la fois dans les phases pré et post intégration.

Barrier to autointegration factor (BAF)

BAF est une protéine de 89 acides aminés impliquée dans I'architecture nucléaire et
est retrouvée dans les CPIs de cellules infectées!!®. Plusieurs rétrovirus (dont MLV et VIH) ont
utilisé BAF a leur avantage pour limiter les événements d’autointégration qui sont |étaux pour
le virus.

High mobility group chromosomal protein A1 (HMGA1)

HMGA1 est une protéine impliquée dans la régulation de la transcription et de la
structure de la chromatine. Il est proposé que HMGAL1 facilite I'interaction de I'IN sur les LTR
de I’ADN viral par modulation de la structure des LTR. Méme si la protéine HMGAL ne
semble pas impliquée dans I'intégration rétrovirale, il semblerait qu’elle puisse participer a la
transcription du provirus. Des sites d’interaction a HMGA1 ont été identifiés dans le LTR en 5’
pouvant potentiellement participer au recrutement de facteurs de transcriptions tels que
SWI/SNF, régulant ainsi la transcription du provirus!?,

FACT

Le FACT (Facilitates chromatin transcription) est composé des protéines SSRP1 et
SPT16%%3, intervenant dans la réplication, la transcription et la réparation de ’ADN. Le FACT
est un complexe de remodelage de la chromatine, il est capable de désassembler
partiellement et de réassembler le nucléosome lors de la transcription associée a I’ARN pol
[1*14, Ce complexe a été identifié au laboratoire comme cofacteur de I'intégration du VIH-1. En
désassemblant partiellement le nucléosome il augmente ainsi l’accessibilité de ce dernier pour
I'intasome, favorisant 'intégration du virus en cellules'®®. Ceci est en corrélation avec le fait
qgue le VIH-1 s’integre dans des régions du génome qui sont dynamiques et ou |'accessibilité
aux nucléosomes est propice pour que lI'intasome puisse facilement s’y ancrer. Le FACT a
également été identifié comme favorisant I'intégration du Avian Leukosis Virus (ALV) et en
influant sur sa sélectivité!®,

Cleavage and polyadenylation factor 6 (CPSF6)

CPSF6 (Figure 22) joue un roéle primordial dans l'import nucléaire du CPl en
interagissant avec la CA, mais est également impliquée dans le choix du site d’intégration®>1,
L'intégration dans des cellules déplétées pour CPSF6 est redirigée dans des régions moins
actives transcriptionnellement, suggérant que le réle de CPSF6 est d’éloigner le CPI de régions
situées dans I’hétérochromatine'®. Le réle de CPSF6 dans la sélectivité sera abordé plus en
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Figure 23 : Organisation schématique de LEDGF/p75. La partie N-terminale de LEDGF (en bleu) est
impliquée dans l'interaction avec la chromatine et de modifications d’histones méthylées (domaine
PWWP). La partie C-terminale de LEDGF contient le domaine IBD (IN binding domain ; orange) qui
permet I'interaction avec I'IN du VIH-117,
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détails dans la partie 4 « la sélectivité d’intégration ».

Lens Epithelium Derived Growth Factor (LEDGF/p75)

LEDGF est le principal cofacteur d’intégration du VIH. C’est une protéine de 530 acides
aminés codée par le gene PSIP1. LEDGF est un facteur de transcription impliqué dans la
recombinaison homologue de ’ADN'!2, Son réle est crucial pour la réplication du virus : aprés
I'entrée du CPI dans le noyau, il va le guider dans des régions du génome propices a
I'intégration et a I'expression du provirus. Ceci est permis grace a des domaines d’interaction
avec a la fois I'IN du VIH-1 : le domaine IBD!!° (integrase binding domain) et la chromatine (le
domaine PWWP qui reconnait certaines modifications d’histones!?%'2!) (Figure 23).
L'interaction entre LEDGF et I'IN est lentivirus spécifique??!?3, son réle dans le ciblage
intervient apres celui de CPSF6. Pour résumer brievement, CPSF6 améne dans un premier
temps I'intasome dans des régions transcrites puis LEDGF agit plus localement au niveau du
site final d’intégration en guidant I'intasome sur des nucléosomes présents dans les unités de
transcription actives ol on retrouve entre autre la modification H3K36me3 reconnue par le
domaine PWWP de LEDGF. Comme pour CPSF6, le role de LEDGF dans la sélectivité sera
abordé en détails dans la partie sélectivité.

GCN2

GCN2 est une kinase cellulaire phosphorylant elF2a sous certaines conditions de stress
cellulaire, régulant ainsi la traduction de maniére générale'?*. GCN2 a également été identifiée
au laboratoire comme phosphorylant et interagissant avec I'IN du VIH-1 (ainsi que d’autres IN
rétrovirales) in vitro'?®. L’équipe a également observé que la déplétion de GCN2 dans les
cellules conduisait a une augmentation de l'infectivité et que ceci était corrélé a une
augmentation de l'intégration de I’ADN viral, suggérant que GCN2 puisse agir comme un
facteur de restriction. Bien que pour le moment la raison pour laquelle une IN phosphorylée
par GCN2 catalyse moins efficacement I'intégration dans les cellules n’est pas encore connue,
le laboratoire propose que ceci soit di a une interaction diminuée entre I'IN et un cofacteur
cellulaire. Malgré le fait que GCN2 semble faire partie des défenses innées contre 'infection
au VIH-1 (entre autre), il n’y a pas pour le moment d’antagoniste viral identifié contre GCN2,
c’est pourquoi il n’a pas le titre de facteur de restriction actuellement.

RAD51

RAD51 est une protéine impliquée dans la recombinaison homologue de I’ADN lors de
cassures double brins. RAD51 a la capacité de se polymériser sur 'ADN et de former un
filament nucléoprotéique'?®. Le laboratoire a montré que 'infection de cellules exprimant un
haut niveau de RAD51 conduisait a une diminution de la réplication virale et de I'intégration?’.
Dans cette étude I'équipe a pu mettre en évidence une corrélation entre I'activité de RAD51
et sa capacité a inhiber I'intégration en cellules grace a des modulateurs chimiques.
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At the simplest level, chromatin
is a double-stranded helical DNA double helix
structure of DNA. 3
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Figure 24 : Représentation des différents niveaux de compaction de I’ADN : de la double hélice
d’ADN  jusqu’au chromosome. (https://www.nature.com/scitable/topicpage/dna-packaging-
nucleosomes-and-chromatin-310#).
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3 Lachromatine

Bien que l'intégration soit dépendante de nombreuses protéines cellulaires et virales
comme nous I'avons vu jusqu’a présent, elle est également influencée par la chromatine en
elle-méme. Certains rétrovirus vont préférer des zones condensées la ou d’autres au contraire
vont les éviter. Les protéines qui constituent la chromatine, les histones, jouent aussi un réle
important dans ce ciblage : récemment il a été montré que I'intasome de PFV pouvait interagir
directement avec certaines protéines histones, et que ces interactions étaient requises pour
une intégration optimale!?’. Plus localement au niveau du substrat final de I'intégration qu’est
le nucléosome, la courbure de I’ADN ainsi que la séquence nucléotidique ont également été
montrées comme influant sur intégration'?’12°, La structure et les composants de la
chromatine jouant un role central dans I'intégration rétrovirale, elles seront décrites dans un
premier temps puis il sera abordé plus en détails la maniére dont cette chromatine peut
réguler I'intégration.

3.1 Généralités

a) Composition

La chromatine est composée d’ADN et de protéines histones et non histones servant
de support génétique pour la transcription des ARN messagers. Les protéines histones
s’assemblent en octameéres pour former le nucléosome, qui est le constituant de base de la
chromatine, autour duquel 146pb d’ADN sont enroulées®3°. Les nucléosomes sont retrouvés
tout au long de I’ADN et permettent de compacter la chromatine, permettant ainsi a un ADN
de plus de deux metres de tenir dans un noyau de quelques micrometres. Différents niveaux
de condensation peuvent étre retrouvés (Figure 24) : le collier de perle (condensation faible
induite par la présence des nucléosomes), la fibre de chromatine (niveau de condensation plus
élevé grace a la présence des histones de liaison H1) et le chromosome (niveau de
condensation le plus élevé ou la fibre de chromatine s’enroule sur elle-méme lors de la
mitose). Quand la cellule n’est pas en mitose, on distingue deux types de chromatine :
I’euchromatine, peu condensée, permet I'expression active des génes car elle est riche en
complexes de remodelages et en facteurs de transcriptions, alors que I’hétérochromatine est
plus condensée et I'expression génique est tres faible voir nulle.

b) Le nucléosome : substrat final de I'intégration

Le nucléosome est une structure de 146pb d’ADN enroulées autour d’un octamere
d’histones dont la structure a été résolue en 1997%3° (Figure 25). Sur cette structure on peut
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Figure 25 : Structure cristallographique du nucléosome. Le nucléosome est composé de 146 paires de
base d’ADN (en marron et turquoise) enroulées autour d’un octamere d’histones (H2A : jaune ; H2B :
rouge ; H3 : bleu ; H4 : vert)®,
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voir que le cceur du nucléosome est composé d’'un octamere d’histones ou chacune des
histones H2A, H2B, H3 et H4 sont retrouvées en deux exemplaires. Les protéines histones sont
riches en lysines et en arginines (résidus basiques) qui sont chargées positivement au pH
physiologique, ce qui permet une interaction forte avec les groupements phosphates de ’ADN
chargés négativement. Les protéines histones sont composées en C-terminal d’'un domaine
globulaire qui a une structure permettant la dimérisation des histones entre elles!3!. Les
extrémités N-terminales sont appelées queues d’histones, car elles dépassent a I'extérieur de
I’ADN. Ces queues d’histones ne sont pas structurées et n’apparaissent pas dans la structure
du nucléosome car elles sont trop désordonnées. Ces queues d’histones sont la cible de
modifications post-traductionnelles qui participent a la régulation de la structure
chromatinienne, mais aussi a I'expression des génes en modulant le recrutement de facteurs
de transcription.

3.2 Les modifications post-traductionnelles des queues d’histones

Les modifications post-traductionnelles (MPT) sont des modifications chimiques de
protéines ou d’ADN réalisées par des enzymes spécifiques. Ces MPT peuvent avoir différentes
conséquences sur la protéine ou I’ADN en fonction de la nature de la modification. Certaines
MPT sont méme utilisées comme marqueurs pour définir des régions de I’euchromatine ou
de I’'hétérochromatine. Bien qu’il existe de nombreuses MPT différentes, seules les plus
communément retrouvées seront décrites ici pour ce qui est des queues d’histones.

a) La méthylation

L'ajout d’un groupement méthyl est catalysé par les méthyl transférases en utilisant
du S-adénosyl méthionine comme substrat donneur de groupement méthyl. Ces méthylations
ont lieu principalement sur les résidus arginine et lysine des queues d’histones et plus
rarement sur des glutamines et des prolines32133, Les méthyl transférases contiennent un
domaine SET requis pour I'activité catalytique de ces enzymes'34. A l'inverse, il existe des
démeéthylases qui peuvent enlever des groupements méthyls, montrant ainsi que la régulation
de la méthylation est un processus dynamique dans les cellules'3>. ’ajout de groupements
méthyls ne change pas la charge du résidu sur lequel il se fait, c’est une des raisons pour
lesquelles la méthylation peut a la fois étre une marque épigénétique activatrice ou répressive
de la transcription, en fonction de la position et du nombre de groupements méthyls'3®,
Certains domaines de protéines appartenant a la « Royal family » sont décrits pour avoir la
capacité de reconnaitre des histones méthylées comme les chromodomaines, domaines
Tudor, MBT, chromo barrel et PWWP137,
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b) L'acétylation

L’acétylation est catalysée par les acétyl transférases en utilisant I’acétyl coenzyme A
comme substrat donneur et se fait sur les lysines!3®. Comme pour les méthylations,
I'acétylation est dynamique car il existe des histones déacétylases. De maniére générale
I'acétylation des histones est associée a la transcription des génes car cela entraine une
diminution de charge (la lysine chargée positivement devient neutre), et ceci diminue
I'interaction entre I'histone et I’ADN, aboutissant a une structure moins compacte et une
transcription des génes plus importante!3®. Parmi les protéines qui interagissent avec les
histones acétylées sont retrouvées les protéines contenant un bromodomaine telles que les
protéines BET.

c) La phosphorylation

La phosphorylation et la déphosphorylation sont catalysées par les kinases et les
phosphatases respectivement. L’addition de groupements phosphates se fait en utilisant 'ATP
comme substrat, ce qui introduit une charge négative sur le résidu phosphorylé*. Elle a lieu
principalement sur les sérine, thréonine et tyrosine. L’addition d’'une charge négative sur les
histones entraine une relaxation de la chromatine, ce qui permet une meilleure transcription
des génes. La phosphorylation est également impliquée dans la réponse des dommages a
I’ADN, car en augmentant I'accessibilité a I’ADN, les facteurs de réparation ont plus de facilités
a atteindre le site endommagé!41-142,

d) L'ubiquitination

L'ubiquitination est catalysée par une ubiquitine ligase sur les résidus lysines des
gueues H2A et H2B en grande majorité. Méme s’il existe plusieurs formes d’ubiquitination,
celle retrouvée sur les histones est en trés grande partie de la mono-ubiquitination et est aussi
bien associée a I'activation qu’a la répression de la transcription en fonction de la position du
résidu qui est modifié®43,

3.3 Dynamique de la chromatine

Les processus cellulaires associés a I’ADN tels que la réplication, la transcription des
génes ou la réparation sont grandement limités au sein d’une chromatine compactée. Pour
pallier a ce probleme, des complexes de remodelage sont capables d’altérer I'interaction entre
les histones et ’ADN de maniére transitoire et locale afin d’assurer le bon déroulement de ces

79



80



processus et au bon moment!44145, Ces zones dynamiques de la chromatine sont favorables
pour l'intégration de certains rétrovirus tel que le VIH, il n’est donc pas surprenant que
certains de ces complexes de remodelage aient été identifiés comme importants pour
I'intégration de ces rétrovirus comme les complexes SWI/SNF°7 et FACT1%>116,

Deux mécanismes d’actions principaux sont proposés pour les facteurs de remodelage.
Le premier est celui de glissement ou « sliding » ou I'octameére d’histone est déplacé le long
de I’ADN sans en étre dissocié, méme si de nombreux contacts histone/ADN doivent alors étre
rompus puis reformés de maniére coordonnée’® (c’est le cas du complexe SWI/SNF). L’autre
mécanisme est plus drastique pour le nucléosome car il consiste en I'éviction de certaines
histones de Il'octamere. L’éviction peut étre totale (I'octamere entier) ou partielle
(uniguement certaines histones). L’ADN n’étant plus en contact avec les protéines histones, il
devient alors beaucoup plus accessible (c’est le cas du complexe FACT, qui est capable de
dissocier un dimére H2A/H2B de I'octamére puis de le réassocier)*.
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Retroviridae genera in Transcription Units* = 2kb Transcription Start Sites® = 2 kb CpG Islands®

— _

Lentiviruses 0 0
Alpharetroviruses N ] N
Betaretrovimszes { 0 0

) + = —
Gammaretrovirzes
Deltaretroviruses T T N
Epsilonretrovirmses NA NA NA

+= —

Spumavirnses 0

Figure 26 : Tableau résumant les préférences des différents rétrovirus par rapport a certaines régions
de la chromatine. Les préférences pour les différentes régions de la chromatine sont représentées par
0 (pas de différence significative par rapport au random), +/++ (favorisée significativement), -
(défavorisée significativement) et NA (non disponible)*,
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Figure 27 : Intégration du VIH-1 a proximité de la périphérie nucléaire. La fréquence d’intégration du
VIH-1 en fonction de la proximité du pore nucléaire est représentée par un code couleur (vert : trés
fréquent ; orange : fréquent ; rouge : peu fréquent)*.
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4 La sélectivité d’intégration

L'analyse de la distribution des sites d’intégration dans les cellules infectées a permis
de mettre en évidence que l'intégration ne se faisait pas de maniére aléatoire dans la
chromatine et que ces préférences sont spécifiques pour chaque genre de rétrovirus (Figure
26). Les mécanismes qui influent sur le choix du site d’intégration constituent la sélectivité
d’intégration. Les lentivirus s’intégrent préférentiellement dans les unités de transcription
active®® 3 I'inverse des spumavirus qui préférent les domaines associés a la lamine?’ qui sont
des régions condensées de la chromatine®®°, Les gammarétrovirus ont une préférence pour
les régions promotrices. Et enfin pour les alpharétrovirus et les bétarétrovirus il ne semble pas
qu’il y ait de préférence pour des régions particulieres'®1>1, Méme si ces différences de
ciblage ne sont pas encore totalement expliquées, plusieurs facteurs sont proposés comme
étant impliqués dans cette sélectivité : la maniére dont le CPl est importé dans le noyau,
I’accessibilité a la chromatine et des interactions du CPI avec des facteurs de ciblage.

4.1 LUimport nucléaire

Les lentivirus ont la capacité d’infecter des cellules qui ne se divisent pas grace a
I'import actif du CPI dans le noyau grace majoritairement a l'interaction de la CA virale avec
certaines protéines cellulaires (NUP153, NUP358, CYPA et CPSF6) dont chacune est impliquée
dans I'import nucléaire du CPI et dans le choix du site d’intégration. Dans des cellules
déplétées pour NUP358, l'intégration est diminuée dans les zones condensées de la
chromatine®>?. De méme pour un mutant de la CA n’interagissant plus avec CPSF6°%1>3 (N74D
ou A77V). En revanche l'effet opposé a été observé dans le cas de la perte d’interaction entre
la CA et CYPA ou l'intégration était redirigée dans des zones condensées de la chromatine®®.

La ou la déplétion de LEDGF entraine une diminution de I'intégration dans les genes de
83% (dans les cellules normales) a environ 63% (dans les cellules KO LEDGF), la déplétion de
CPSF6 entraine une baisse de ce pourcentage a 57%. Les virus s’intégrant dans des cellules
déplétées pour les deux facteurs a la fois ne retiennent que 48% d’intégration dans les genes,
ce qui est trés proche de la valeur d’une distribution aléatoire (qui est de 44,7%). Ces données
soulignent a quel point CPSF6 et LEDGF sont importants pour la sélectivité du VIH-116,

4.2 Choix du site final

Le modeéle actuel propose que le CPIl interagit dans un premier temps avec CPSF6 au
niveau des pores nucléaires pour faciliter son import dans le noyau et 'amener vers des
régions chromatiniennes peu denses. L’intégration du VIH se fait majoritairement dans la
chromatine a proximité de la périphérie nucléaire*>> (Figure 27) ol NUP153%816 et
LEDGF!>7158 ont été montrés comme requis pour ce ciblage.

83



HIV-1
intasome

acetylated
H4 tail 2

BDI K LW ‘ = g
Figure 28 : Modéle montrant l'interaction bimodale des protéines BET de et LEDGF avec leur
intasome correspondant MLV et VIH-1 sur un mononucléosome. (a) Les protéines BET (en vert) sont
capables d’interagir avec I'ADN nucléosomal et des d’histones acétylées. Leur région C-terminale est
également capable d’interagir avec l'intasome de MLV. (b) LEDGF (en bleu) interagit avec ’ADN
nucléosomal ainsi que des histones méthylées issues de la queue H3. Le domaine IBD en C-terminal lui
interagit avec I'intasome du VIH-1. (Les protéines histones sont en gris avec I’ADN nucléosomal enroulé
autour en rouge)**®.
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Figure 29 : Heatmap indiquant la relation entre la fréquence d’intégration de MLV, VIH et ASV et la
nature des modifications post traductionnelles des histones. La fréquence d’intégration d’un
rétrovirus pour une modification donnée est représentée par un code couleur (a droite de I'image).
Les étoiles représentent la significativité par rapport a un contréle random avec ***P < 0,001 ; **P <
0,01 ; *P < 0,05,
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Le CPI est ensuite guidé sur des nucléosomes (substrat favorisé comparé a de ’ADN
non chromatinisé) qui présentent des modifications d’histones associées a la transcription
active des génes telles que H3K36me3 et H4K20me1'>°. Il est supposé que ce ciblage final sur
le nucléosome est principalement dii a I'interaction du CPI avec certains cofacteurs cellulaires
qui a leur tour reconnaissent certaines modifications épigénétiques. De tels cofacteurs ont été
identifiés et assez bien décrits pour les gammarétrovirus et les lentivirus.

Les gammarétrovirus s’intégrent préférentiellement dans les zones promotrices qui
sont caractérisées entre autre par la présence de modifications d’histones acétylées'®9-162 | es
protéines BET (bromo and extra terminal domain) telles que BRD2, 3 et 4 ont été identifiées
comme jouant un réle central dans ce ciblage'®-1%>, Différentes troncations des protéines BET
et de I'IN de MLV ont permis d’identifier des zones d’interaction entre ces deux protéines : le
domaine ET des protéines BET est apparu comme étant un déterminant majeur, méme si le
domaine BID participe également, il n’est pas requis mais permet une liaison plus forte®®, Du
coté de I'IN, c’'est la partie C-terminale qui est majoritairement impliquée. Les IN des
gammarétrovirus possédent une caractéristique qui leur est propre : une queue C-terminale
de 28 acides aminés dont la fonctionnalité a longtemps été un mystére!®’. Cette région est
unique car elle sert pour I'interaction avec le facteur de ciblage des gammarétrovirus6>1¢,
Apres interaction de I'intasome avec les protéines BET, ces derniéeres vont diriger I'intasome
dans des régions promotrices par reconnaissance de modifications épigénétiques présentes
dans ces régions. Ceci est médié par les bromodomaines | et Il (figure 28a) qui reconnaissent
spécifiquement des lysines acétylées présentes sur les queues d’histones H3 et H4168-170 | 3
déplétion des protéines BET ou l'utilisation de molécules empéchant I'interaction des BET avec
les modifications d’histones qu’elles reconnaissent, entrainent dans les deux cas un
changement de sélectivité avec une diminution de la proportion des sites d’intégration dans
les régions promotrices®3165,

Un mécanisme tres proche est utilisé chez les lentivirus avec une interaction bimodale
du cofacteur LEDGF avec a la fois I'intasome lentiviral et la chromatine (Figure 28b). Les
lentivirus s’intégrent dans les unités de transcription de la chromatine qui sont enrichies en
modifications d’histones associées a la transcription des génes (Figure 29). Le domaine IBD de
LEDGF interagit avec I'IN au niveau de 'interface de dimérisation entre deux CCD de I'IN?%, et
le domaine PWWP reconnait majoritairement la modification d’histone H3K36me312012L ||
existe une isoforme de LEDGF (LEDGF/p52) mais qui ne contient pas de domaine IBD et par
conséquent ne peut pas interagir avec I'IN*’2, En revanche Il existe une autre protéine
cellulaire contenant a la fois un domaine IBD et PWWP : HRP2 (Figure 30), appartenant a la
méme famille que LEDGF/p75. Les premiéres analyses des sites d’intégration dans des cellules
déplétées pour LEDGF/p75 ont été assez contradictoires car la olU certains laboratoires
voyaient un effet conséquent, d’autres n’observaient pas d’effet significatif sur la présence ou
non de LEDGF. Ces différences de résultats peuvent aujourd’hui étre expliquées de plusieurs
maniéres : il est estimé qu’il y a environ 100 000 molécules de LEDGF par cellule”3, ce qui est
de beaucoup supérieur a ce qu’il faut pour l'intégration des CPI. Par conséquent des traces
résiduelles de LEDGF peuvent étre suffisantes pour supporter un profil d’intégration proche
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Figure 30 : Organisation schématique de LEDGF/p75 et de HRP2. LEDGF/p75 et HRP2 appartiennent
toutes les deux a la méme famille et possédent également toutes les deux un domaine PWWP (en
bleu) ainsi qu’un IBD (en vert) fonctionnels*®.
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des cellules WT. L'autre explication est que HRP2 est capable d’assurer en partie la fonction
de LEDGF quand celui-ci n’est pas présent. En effet la double déplétion de LEDGF et HRP2
aboutit a une plus grande diminution des sites d’intégration dans les unités de transcription
(méme si dans ce cas l'intégration se fait toujours préférentiellement dans les unités de
transcription) que la seule déplétion de LEDGF’417>, Ces résultats montrent a quel point la
sélectivité est un processus complexe et que de nombreux facteurs régulent cette sélectivité.

4.3 Impact de la structure de I’ADN nucléosomal

L'ADN enroulé autour de l'octamére d’histone présente des caractéristiques
différentes en fonction de sa position sur le nucléosome et de la nature des nucléotides qui le
composent. En plus de l'alternance entre petits et grands sillons, il existe des motifs
nucléotidiques qui sont plus ou moins flexibles, et cette flexibilité est importante pour
I'intégration. Ainsi, le choix du site d’intégration final ne se fera pas non plus de maniere
aléatoire sur un nucléosome donné. Le motif pyrimidine-purine (YR) et RY sont
respectivement les motifs les plus et les moins flexibles alors que les motifs RR et YY
présentent des niveaux intermédiaires de flexibilité. Il semble qu’il y ait une corrélation entre
la flexibilité du motif et la duplication de paire de base générée par I'intégration’® : il a été
montré que les virus générant une duplication de paire de base de 4 s’integrent
préférentiellement au niveau de motifs tres flexibles YR car la courbure naturelle de ’ADN
nucléosomal n’est pas propice a l'intégration de ces rétrovirus. En effet, le complexe de
transfert de brin de PFV est capable de tordre cet ADN nucléosomal afin de lui donner une
structure compatible pour I'intégration'?’. Les virus générant une duplication de paire de base
de 5 sont plus intermédiaires avec tout de méme une préférence pour les motifs YR ou YY. Et
pour finir les virus générant une duplication de paire de base de 6 semblent préférer les
extrémes RY et YR. Ces données suggerent que ce n’est pas forcément la séquence primaire
en nucléotides qui importe, mais plutot des combinaisons de bases qui présentent une plus
ou moins grande flexibilité.

4.4 Impact de la condensation de la chromatine

Les cofacteurs cellulaires ne sont pas les seuls a jouer un role dans la sélectivité, I'IN
elle-méme semble impliquée. En effet, in vitro et en absence de cofacteurs ou de
modifications épigénétiques, notre laboratoire a pu montrer que les IN de différents rétrovirus
avaient des comportements différents vis-a-vis de la compaction de la chromatine”’. Alors
que PFV et MLV préférent des structures nucléosomales denses et compactes, VIH et ASV
s'intégrent mieux dans des structures de faible densité en nucléosomes in vitro. Au vu de ces
différences de comportement, il est supposé que I'architecture de I'intasome et la compaction
de la chromatine sont des parametres importants pour la sélectivité. Ceci a été validé par un
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algorithme permettant de prédire la position des nucléosomes par rapport aux sites
d’intégration de différents rétrovirus (Figure 31). Dans cette analyse, il a été montré par
exemple que MLV s’integre dans des régions de plus haute densité nucléosomale que VIH dans
les cellules, mais que pour les deux rétrovirus I'environnement proche du site d’intégration
est de plus faible densité bien qu’un nucléosome reste présent sur le site précis d’intégration.
Ces données démontrent que I'environnement proche du nucléosome ciblé par le virus
possede des caractéristiques bien précises et est un parametre important pour le choix du site
d’insertion. Il est également supposé que dans le cas du VIH et de ASV, la condensation de la
chromatine puisse masquer des contacts entre I'intasome et le nucléosome requis pour une
intégration efficace. Ces données corroborent avec le fait que des complexes de remodelage
de la chromatine tels que SWI/SNF'%7 et le FACT!'>16 favorisent I'intégration du VIH (et de
ASV pour ce qui est du FACT).
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5 Obijectifs de I'étude

Ces dernieres années les travaux du laboratoire se sont focalisés sur I'intégration
rétrovirale, afin de mieux comprendre ce processus et les mécanismes qui la régisse. Nous
avons pu le voir jusqu’a présent, I'intégration des rétrovirus dépend de nombreux parametres
dont beaucoup ne sont pas encore complétement identifiés et compris. Les données de la
littérature et issues du laboratoire montent que l'interaction entre I'intasome et la chromatine
est un élément clé de l'intégration. La régulation de ce processus par la structure
chromatinienne et son remodelage suggéere que des contacts directs protéine/protéine entre
I'intasome et le nucléosome sont impliqués.

Ceci est renforcé par la découverte au laboratoire d’une interaction directe entre
Iintégrase du VIH-1 et une queue d’histone (la queue H4) in vitro’®. Etant donné que les
gueues d’histones sont retrouvées sur le substrat final de I'intégration qu’est le nucléosome,
le laboratoire s’est demandé si cette interaction pouvait jouer un réle dans I'intégration du
VIH-1. Les queues d’histones sont déja connues pour étre impliquées dans le choix du site
d’intégration de plusieurs rétrovirus en interagissant avec des cofacteurs d’intégration, mais
n‘ont a ce moment jamais été identifiées comme participant directement a des interactions
avec les intasomes.

Le projet de cette thése s’est donc focalisé autour de cette interaction intégrase-queue
d’histone H4, afin de déterminer dans un premier temps si elle participe au cycle de réplication
du virus et si elle constitue une interaction hote-pathogene fonctionnelle. Dans un deuxiéme
temps, nous avons analysé en détails les mécanismes moléculaires qui régissent cette
interaction, afin de comprendre ses implications lors de I'intégration du VIH. Enfin, dans un
dernier temps nous nous sommes focalisés sur le développement d’une approche
pharmacologique visant a empécher cette interaction intégrase-queue d’histone H4 avec des
composés.

Ce projet a pour but de mieux comprendre le fonctionnement de l'intégration
rétrovirale en identifiant de nouveaux partenaires potentiels de I'intasome du VIH-1, et de
comprendre comment ces partenaires sont capables d’influer sur l'intégration. Si cette
interaction se trouve étre importante pour le bon déroulement du cycle viral, elle constituerait
ainsi une nouvelle interaction hote-pathogéne qui pourrait étre utilisée comme base pour le
développement de nouvelles stratégies antivirales.
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1 Matériels

1.1 Culture cellulaire et bactérienne

a) Les cellules

e HEK 293T

Les cellules HEK 293T sont une lignée de cellules épithéliales semi-adhérentes issues
de cellules embryonnaires de rein humain possédant I'antigene T du virus SV40. Elles sont
facilement transfectables et sont utilisées pour la production des vecteurs lentiviraux ainsi
qgue pour les études des phases précoces de la réplication virale.

e Hela P4

Les cellules HelLa P4 sont une lignée de cellules cancéreuses adhérentes exprimant de
maniere constitutive le récepteur CD4 a leur surface. Elles sont transformées de maniere
stable avec le gene LacZ sous contréle du promoteur viral LTR.

e K562

Les cellules K562 sont une lignée de cellules cancéreuses indifférenciées qui poussent
en suspension. Les caractéristiques génomiques (modifications d’histones, position des
nucléosomes...) de cette lignée cellulaire sont particulierement bien annotées, et nous ont
servi pour les analyses de sélectivité.

e TZM et TZM KO LEDGF

Les cellules TZM sont dérivées d’un clone de cellule HelLa qui a été modifié pour
exprimer diverses protéines de surface (CD4, CCR5 et CXCR4) et contient également un géne
rapporteur pour la luciférase et la béta galactosidase, sous controle du LTR du VIH-1. Cette
lignée a été utilisée pour réaliser une lignée KO LEDGF par TALEN (Transcription Activator-like
Effector Nuclease), afin d’étudier la réplication virale dans un contexte indépendant de LEDGF.

b) Les bactéries

e DH5a

Les bactéries E.coli DH5a sont utilisées pour I'amplification des plasmides car elles sont
tres facilement transformables. Une mutation des genes endAl et recAl permet l'inactivation
d’endonucléases intracellulaires qui peuvent dégrader I’ADN plasmidique dans certaines
méthodes de miniprep.
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e BL21 (DE3)

Les bactéries BL21 (DE3) PlysS sont utilisées pour la production des protéines telles
que les IN rétrovirales. Elles contiennent un plasmide PlysS codant pour ’ARN polymérase T7
sous contréle du promoteur lac UV5 qui permet I'induction de I'expression de la protéine
d’intérét.

1.2 Plasmides

a) Plasmide d’expression de I'IN du VIH-1

Le plasmide utilisé pour la purification de I'IN du VIH est le pET-21b-IN. La région du
géne pol de I'IN du VIH-1 est sous controle du promoteur de ’ARN polymérase T7 qui peut
étre sélectionné grace a I'ampicilline.

b) Plasmides pour la production des vecteurs lentiviraux

La production des vecteurs lentiviraux pseudotypés VSVG est assurée par la plateforme
de vectorologie de Bordeaux et requiert la transfection de 3 plasmides différents :

e Le plasmide de transfert

Ce plasmide permet la transcription d’'un ARN mimant I’ARN génomique viral
contenant les éléments permettant la production des particules virales (une séquence
d’encapsidation psi) ainsi que les phases précoces de la réplication (une région cPPT pour la
transcription inverse et les LTR pour I'intégration). Ces vecteurs effectuent les étapes du cycle
viral jusqu’a l'intégration : ils sont non réplicatifs grace a une délétion dans la région U3 des
LTR. Ce plasmide contient également un géne codant pour I’eGFP sous contréle du promoteur
PGK.

e Le plasmide d’empaquetage

Ce plasmide contient les séquences codantes pour les genes gag et pol du VIH ainsi
gue pour les protéines accessoires Tat et Rev. Ces genes sont sous dépendance d’un
promoteur CMV. La production des vecteurs contenant une IN mutée se fait a partir de ce
plasmide en mutant la séquence codante pour I'IN.

e Le plasmide d’enveloppe

Ce plasmide code pour la protéine G du VSV qui va remplacer I'’enveloppe naturelle du
VIH afin d’augmenter le tropisme des vecteurs lentiviraux, nous permettant ainsi d’infecter un
plus large choix de cellules.
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1.3 Oligonucléotides

Utilisation Nom Séquence (5’ = 3’)
Génération donneur HIV HIV- SupF 3’ ACTGGAAGGGGCTAATTCACTTA
ACGTTGCCCGGATCCGGTCGCGC
Génération donneur HIV HIV- SupF 5’ ACTGCTAGAGATTTTCCACAGCG
GCGCGTCATTTGATATGATGCG
Génération donneur PFV PFV- SupF 3’ AATGTAGTCTTATGCAATACTCTTGTAGTCT
TGCAAGCGGCGCGTCATTTGATATGATGCG
Génération donneur PFV PFV-SupF 5’ ATTGTCATGGAATTTTGTATATTGATTAT
CCTTTAACGTTGCCCGGATCCGGTCGCGC
Génération donneur RAV RAV- SupF 3’ AATGTAGTCTTATGCAATACTCT
AATGCAATATTAACGTTGCCCG
Génération donneur RAV RAV- SupF 5’ AATGAAGCCTTCTGCTTCATGCA
TGTGCTCGTGCGGCGCGTCATT
Génération donneur MVV MVV- SupF 3’ GCTGCGAGATCCGCTCCGGTGTTGGAC
GGTTAACGTTGCCCGGATCCGGTCGCG
Génération donneur MVV MVV- SupF 5’ GCTGCGAGATCCGCTCCGGTGTTGCAC
GGGCGGCGCGTCATTTGATATGATGCG
Donneur court HIV HIV U5 (+) GTGGAAAATCTCTAGCAGT
Donneur court HIV HIV U5 (-) ACTGCTAGAGATTTTCCAC
Test transfert de brins 71 GTGTGGAAAATCTCTAGCA
Test processing + transfert de brins 72 ACTGCTAGAGATTTTCCACAC

Assemblage intasome MVV

MVV INTASOME U3

CCGTGCA ACACCGGAGCGGATCTCGCA

Assemblage intasome MVV

MVV INTASOME U5

GCTGCGAGATCCGCTCCGGTGT TGCACGG

Assemblage intasome PFV PFV INTASOME U3 TGCGAAATTCCATGACA
Assemblage intasome PFV PFV INTASOME U5 ATTGTCATGGAATTTCGCA
1.4 Peptides
Nom Fournisseur Séquence
H4K20meO0-biot Eurogentec 5-G-R-G-K-G-G-K-G-L-G-K-G-G-A-K-R-
H-R-K-V-L-R-G-G-K(biotin)
H4K20me1-biot Eurogentec 5-G-R-G-K-G-G-K-G-L-G-K-G-G-A-K-R-
H-R-K(me1)-V-L-R-G-G-K(biotin)
H4K20me2-biot Eurogentec 5-G-R-G-K-G-G-K-G-L-GK-G-G-A-K-R-
H-R-K(me2)-V-L-R-G-G-K(biotin)
H4K20me3-biot Eurogentec 5-G-R-G-K-G-G-K-G-L-G-K-G-G-A-K-R-
H-R-K(me3)-V-L-R-G-G-K(biotin)
H2A_b|ot Eu rogentec R-S-S-R-T-K-A-K-A-R-A-K-G-G-Q-K-G-R-
G-5-G-G-K(biotin)
H2BK5me1l-biot Eurogentec P-E-P-A-K(me1)-S-A-P-A-P-K-K-G-5-K-
K-A-V-T-K-A-Q-G-G-K(biotin)
H3K36me3-biot Eurogentec A-T-K-A-A-R-K-5-A-P-A-T-G-G-V-

K(me3)-K-P-H-R-Y-R-P-G-G-K(biotin)

Scramble H4-biot

IGBMC, Strasbourg

K-G-R-S-G-K-L-A-K-G-G-H-G-G-V-K-G-
R-G-K(me1)-G-R-R-L-G-K(biotin)

H4K20meO-FITC

IGBMC, Strasbourg

FITC-K-G-G-R-H-R-K-V-L-R

HAK20mel-FITC

IGBMC, Strasbourg

FITC-K-G-G-R-H-R-K(me1)-V-L-R

HAK20me2-FITC

IGBMC, Strasbourg

FITC-K-G-G-R-H-R-K(me2)-V-L-R
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H4K20me3-FITC IGBMC, Strasbourg FITC-K-G-G-R-H-R-K(me3)-V-L-R

H4K20mel Eu rogentec S-G-R-G-K-G-G-K-G-L-G-K-G-G-A-K-R-
H-R-K(me1l)-V-L-R
H 2A Eu roge ntec R-S-S-R-T-K-A-K-A-R-A-K-G-G-Q-K-G-R-
G-S
H2BK5mel Eu rogentec P-E-P-A-K(me1)-S-A-P-A-P-K-K-G-S-K-
K-A-V-T-K-A-Q
H3K36me3 Eu roge ntec A-T-K-A-A-R-K-S-A-P-A-T-G-G-V-
K(me3)-K-P-H-R-Y-R-P

1.5 Anticorps

Nom Clone Cible Fournisseur Espece Dilution
IN Polyclonal IN du VIH-1 BioProducts Lapin 1/5000
HIS Monoclonal | Tag histidine Novagen Souris 1/1000

GST Monoclonal Tag GST ThermoFisher Lapin 1/5000

1.6 Nucléosomes

a) Nucléosomes commerciaux

Les mononucléosomes utilisés pour les tests d’intégration et les pull down sont achetés
chez EPICYPHER. lls sont assemblés avec des histones humaines recombinantes exprimées
dans E. coli et un ADN de 147pb (la séquence 601) dont I'extrémité 5’ est biotinylée.

b) Nucléosomes « tail less »

Les mononucléosomes délétés pour une des queues d’histone (tail less) ont été
assemblés au laboratoire. Pour cela, 10ug d’octameéres pour lesquels il manque une queue
d’histone (qui nous ont été fournis par le laboratoire de K. Liiger) sont incubés avec 5ug d’ADN
601 biotinylé dans des conditions de forte salinité (2M NaCl ; Tris pH 7,7 ; 0,5M EDTA) et
dialysés sur la nuit. Cette premiére dialyse sera suivie par 3 dialyses successives de 3h dans
des solutions dont la salinité décroit (0,85M ; 0,65M puis 0,2M NaCl). Une derniére dialyse est
effectuée sur la nuit dans un tampon qui ne contient pas de sel (Tris pH 7,7 ; 0.5M EDTA).
L’efficacité des assemblages est controlée par migration des produits sur gel natif PAGE 8% et
révélation au SYBR Safe.
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1.7 Composés chimiques

Les molécules identifiées par le crible alphascreen, I'auranofine et la nisoldipine, ont
été achetées chez Sigma-Aldrich sous forme de poudre, et solubilisées dans du DMSO.

La molécule ayant eu le meilleur score lors du criblage virtuel (nom chimique : 2-
naphthylBLAH) a été achetée chez Sigma-Aldrich et solubilisée dans du DMSO.

1.8 Virus

a) Vecteurs lentiviraux pseudotypés VSVG

Les vecteurs lentiviraux pseudotypés VSVG sont des virus recombinants intégratifs
mais non réplicatifs, on peut ainsi les utiliser en routine dans un laboratoire de type P2 pour
I’étude des phases précoces de la réplication virale. De plus, ces vecteurs nous permettent
d’introduire des mutations dans la séquence codante pour I'IN et d’étudier I'impact de ces
mutations sur I'infectivité de ces virus mutants. Ces vecteurs possédent un géne rapporteur,
I’eGFP, qui exprimeront cette protéine si le génome viral est intégré dans le génome de I'h6te
car I'eGFP est sous dépendant d’'un promoteur interne PGK. Nous pouvons ainsi suivre
I'infectivité en mesurant le pourcentage de cellules GFP+ par cytométrie en flux.

b) Le VIH-1 sauvage

La souche de virus sauvage utilisée dans cette étude nous a été fournie par le CHU de
Bordeaux, ce virus est issu de la co-culture de PBMC naives avec des PBMC d’un patient
diagnostiqué VIH+. Le surnagent de cette co-culture a ensuite été récupéré apres 3 semaines
et stocké a -80°C.
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2 Meéthodes

2.1 Culture bactérienne

a) Culture

Les pré-cultures bactériennes liquides sont réalisées sous agitation (220 rpm) a 37°C
dans du milieu LB sur la nuit. En fonction du geéne de résistance, la sélection est faite avec de
I’ampicilline (100 pg/mL) ou de la kanamycine (50 pug/mL). La température de culture pour la
purification des protéines est ensuite ajustée en fonction de la protéine.

b) Transformation

Les transformations sont réalisées avec des bactéries chimio-compétentes. Le
plasmide a transfecter (une centaine de ng) est incubé avec 50 uL de bactéries compétentes
dans la glace pendant 5 minutes, puis un choc thermique a 42°C pendant 30 secondes permet
I'entrée du vecteur dans les bactéries. Les bactéries transformées sont ensuite mises en
culture dans 500 plL de LB a 37°C pendant 1 heure. Finalement, 50ulL de cette culture sont
étalés sur des boites de LB contenant I'antibiotique approprié et sont mises a 37°C sur la nuit.

2.2 Culture cellulaire

a) Culture

Les cellules HEK 293T, Hela P4, K562 et TZM sont cultivées dans du milieu Dulbecco’s
modified minimal essential medium (Invitrogen) complémenté avec 10% de sérum de veau
foetal (Invitrogen) et 50 mg/mL de gentamycine (Invitrogen) a 37°C dans une atmospheére a
5% de CO2. Pour les Hela P4, 1 mg/mL de G418 est ajouté au milieu pour maintenir
I’expression du récepteur CD4. Quand les cellules arrivent a confluence, elles sont décollées
avec une solution de trypsine-EDTA (Invitrogen) pour les cellules adhérentes, et sont diluées
au 1/10 dans du milieu de culture.

Les PBMC sont une lignée primaire de cellules naturellement infectables par le VIH.
Elles sont récupérées a partir d’échantillons frais de sang de patients séronégatifs qui nous
sont procurés par I'établissement francais du sang (EFS) de Bordeaux. Aprés isolation des
PBMC, les cellules sont cultivées dans du milieu RPMI with glutamax (Gibco) complémenté
avec 10% de sérum et veau foetal décomplémenté, 10 000 unités d’interleukine Il, 35 puL d’anti
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interféron alpha et ImL d’'un mélange pénicilline/streptomycine. Deux jours avant I'infection,
les cellules sont activées avec de la PHA a 5 pg/mL et cultivées a 37°C et 5% de CO2.

b) Tests de toxicité

La toxicité des composés que I'on veut étudier en cellules est réalisée grace au kit
CellTiter 96 aqueous one solution cell proliferation de Promega. Ce test est effectué en
plaques 96 puits ol I'on a distribué 200 000 cellules par puits dans un volume final de 200 pLL.
Une gamme de concentration des composés a tester est ajoutée aux cellules qui sont laissées
72h a 37°C, 5% de CO2. L’analyse de la toxicité est réalisée par I'ajout du réactif CellTiter (40
uL) et aprés incubation pendant 2 a 4h a 37°C, I'absorbance de chaque puits est lue a 490nm.

c) Infection par les vecteurs lentiviraux

e Production

La production des vecteurs lentiviraux est assurée par la plateforme de vectorologie
de Bordeaux. Des cellules HEK 293T (environ 6.10° cellules) sont mises en culture dans 10 mL
de DMEM pendant 24h a 37°C. Les trois plasmides décrits ci-dessus sont ensuite transfectés
et le milieu est changé 4 heures apres transfection. Aprés 24 ou 48 heures le surnagent de
culture est récupéré pour étre centrifugé et filtré afin de concentrer les vecteurs lentiviraux.
Le culot final est repris dans 1 mL de DMEM et sera dosé par la plateforme en mesurant la
qguantité de p24 par ELISA. Le titre infectieux est également déterminé en infectant des cellules
293T avec des dilutions sérielles de pseudovirus et par la mesure de la moyenne de
fluorescence par cytométrie en flux.

e Transduction

Les transductions basées sur l'utilisation des vecteurs lentiviraux se fait dans un
laboratoire de type P2. Dans un premier temps les cellules sont ensemencées dans des
plaques 48 puits a raison de 10 000 cellules par puits dans un volume de 400 pL. Apres 48h
d’incubation a 37°C, les cellules sont lavées au PBS, le milieu de culture est renouvelé et les
cellules sont transduites avec différentes multiplicités d’infection (MOI) de vecteurs
lentiviraux. Quand les cellules arrivent a confluence, elles sont transvasées dans des plaques
6 puits dans un volume final de 2 mL. L'analyse de la fluorescence est effectuée 10 jours apres
la transduction par cytométrie en flux. Pour cela les cellules sont centrifugées pendant 5
minutes a 2000 rpm puis le culot est repris dans un mélange PBS-EDTA (0,2 mM) —=SVF (0,5%).

107



108



d) Infection par le virus sauvage

e Isolation des PBMC

Les PBMC sont isolées a partir d’échantillons de sang de patients séronégatifs fournis
par I'EFS. On fait dans un premier temps passer le sang dans un filtre a déleucocyter qui est
ensuite soumis a un gradient de Ficoll afin de ne récupérer que les PBMC : 15 mL de Ficoll sont
mélangés avec 20-25mL du sang récupéré puis centrifugé 15 minutes a 2000 rpm. Le plasma
(solution transparente située en haut) est éliminé, ce qui permet d’accéder aux PBMC qui
forment un anneau au-dessus de la solution de Ficoll. Cet anneau est récupéré
précautionneusement dans un falcon 50mL et complété avec du PBS stérile gqsp 50mL puis
centrifugé pendant 10 minutes a 1500rpm pour laver les cellules. Le culot ainsi formé est
récupéré puis re-suspendu dans 4mL de milieu de culture. Les cellules sont ensuite numérées
afin de faire une culture stock de PBMC contenant 100.10° cellules qui seront alors activées
avec de la PHA pendant 48 heures.

e [nfection

Toutes les étapes qui impliquent la manipulation du virus sauvage se font dans un
laboratoire de type P3. Les PBMC activées sont a nouveau numérées afin d’en récupérer
60.10° pour les centrifuger 5 minutes a 1000 rpm. Le culot cellulaire est ensuite infecté avec
6.10° particules virales (MOl de 0,1) pendant 3 heures a 37°C. A l'issue de ce temps, les cellules
infectées sont centrifugées et le surnagent est éliminé afin de se débarrasser des virus n’ayant
pas infecté de cellules. Le culot est ensuite re-suspendu dans 30mL de milieu de culture et
1mL de cellules infectées sont réparties dans chaque puits d’'une plaque 24 puits. Les puits
sont ensuite complétés avec 1mL de milieu de culture contenant une des molécules a tester,
pour un volume final de 2mL par puits. Les cellules sont incubées a 37°C, 5% de CO2 pendant
24, 48 ou 72h pour analyser la réplication virale.

e Analyse de la réplication virale

La charge virale est déterminée a 24, 48 et 72h post-infection. Pour cela, 1mL de
surnagent de culture est prélevé pour chacune des conditions en faisant attention de ne pas
prélever de cellules. Le nombre de copies d’ARN viral est ensuite déterminé dans ce surnagent
par le CHU de Bordeaux avec un cobas 6800.

2.3 Manipulation des acides nucléiques

a) Purification de '’ADN de cellules infectées

L’ADN des cellules infectées est isolé grace au kit QIAmp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN)
en suivant le protocole du fournisseur.
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b) qPCR

Les qPCR visant a déterminer la quantité d’ADN viral total et intégré sont réalisées en
collaboration avec le Dr O.Delelis. Le protocole utilisé ainsi que les amorces sont décrites dans
Brussel et Sonigo, 200372,

c) Séquencage des sites d’intégration

L’ADN purifié de cellules K562 est analysé sur gel d’agarose 0,7% pour vérifier la qualité
et la quantité d’ADN extrait pour chaque condition. Les échantillons sont ensuite fournis a
notre collaborateur le Dr Z.lvics qui s’occupe de la préparation de la librairie en vue du
séquencage des sites d’intégration par illumina.

d) Mutagénese dirigée

La mutagénése des mutants de I'IN a été réalisée sur le plasmide pET-21b-IN pour
I’expression et la purification des IN, et sur le plasmide pCMVA8.91 pour la production des
vecteurs lentiviraux qui exprimeront une IN mutante. Les mutagénéses ont été réalisées par
Biolnnovatise Inc.

2.4 Manipulation des protéines

a) Production de I'IN du VIH-1

Afin de réaliser la purification d’IN recombinante WT ainsi que I'ensemble des IN
mutantes, une préculture est réalisée par ensemencement d’une colonie de Rosetta
transformée avec le pET-21b-IN dans 20 ml de LB + ampicilline (100 pg/ml) + chloramphénicol
(34 pg/ml) durant la nuit a 37 °C sous agitation (220 rpm). Puis, la préculture est ensemencée
dans 500 ml de LB complémenté avec de I'ampicilline et du chloramphénicol jusqu’a
I'obtention d’'une DO a 600nm de 0,6. L'induction de la production intégrase se fait par I'ajout
d’IPTG (500 uM). La culture est ensuite incubée 3 heures a 37 °C sous agitation (220 rpm). Les
bactéries sont ensuite centrifugées 10 min a 4000 rpm a 20 °C et les culots protéiques sont
congelés a 80 °C.

Tampon de lyse : 50 mM HEPES pH 7,5, 5 mM EDTA pH 8, 1 mM DTT, 1 mM PMSF, inhibiteurs
de protéases (Roche)

Tampon de solubilisation : 50 mM HEPES pH 7,5, 1 M NaCl, 1mM EDTA, 1mM DTT, 7 mM
CHAPS
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Tampon LCS (Low salt concentration) : 50 mM HEPES pH 7,5, 0,2 M NaCl, 0,1 mM EDTA, 1mM
DTT, 7 mM CHAPS, 10 % glycérol.

Tampon HCS-Butyl (High salt concentration) : 50 mM HEPES pH 7,5, 0,2 M NaCl, 0,1 mM EDTA,
1 mM DTT, 7 mM CHAPS, 1M Sulfate d’ammonium, 10 % glycérol. Tampon HCS-Héparine : 50
mM HEPES pH 7,5, 1 M NaCl, 0,1 mM EDTA, 1 mM DTT, 7 mM CHAPS, 10 % glycérol.

Tampon de dilution : 50 mM HEPES pH 7,5, 0,1 mM EDTA, 1mM DTT, 7 mM CHAPS, 10 %
glycérol

Les culots protéiques sont repris dans 20 ml de tampon de lyse complémenté avec du
lysozyme (20 mg/ml) et de la DNase (15 pl/ml) (RQI Rnase free Promega). Aprés sonication a
60 W pendant 20 secondes, une centrifugation a 10 000 rpm pendant 10 minutes est réalisée.
Le surnageant constituant la fraction protéique soluble et le culot est ensuite lavé dans 20 ml
de tampon de lyse puis est centrifugé. Le culot est ensuite repris dans 13 ml de tampon de
solubilisation pendant 1 heure a 4 °C sous agitation. Puis, le culot solubilisé est centrifugé 1 h
a 33 000 rpm. Le surnageant est ensuite supplémenté avec du sulfate d’ammonium a une
concentration finale de 1M et agité 5 min a 4 °C. L'ensemble est ensuite centrifugé 20 min a
10000 rpm a 4 °C et le surnageant obtenu est alors chargé sur colonne HiTrap Butyl Sépharose
4B (1 ml, GE Healthcare) préalablement lavée avec 5 volumes de LSC puis équilibrée avec 5
volumes de HSC. L’élution se fait par un step de NaCl (1 a 0 M). La densité optique des fractions
éluées est lue a 280 nm. Les fractions contenant I'IN sont regroupées et diluées au 1/3,3 dans
le tampon de dilution. La deuxiéme colonne est une HiTrap Héparine Sépharose CL-4B (1 ml,
GE Healthcare). Cette colonne est premiérement lavée avec 5 volumes de tampon HS puis
équilibrée avec 5 volumes de tampon LCS. L’'ensemble des fractions diluées est ensuite chargé
sur la colonne et les protéines sont éluées par choc ionique de NaCl. Les fractions contenant
I'IN sont diluées 4 fois dans du tampon de dilution puis rechargées sur une seconde colonne
Héparine Sépharose CL-4B. L’élution de cette derniére colonne se fait par gradient de NaCl
(0,2 a1 M). Les fractions sont analysées par SDS-PAGE 12 % suivie d’une coloration au bleu de
Coomassie et la concentration est déterminée au Nanodrop.

b) Purification des intasomes

La purification et I'assemblage des intasomes de Maedi Visna Virus (MVV) et du
Prototype Foamy Virus (PFV) ont été réalisés suivant les protocoles décrits dans Ballandras et
al., 2017°° et Maskell et al., 2015%’ respectivement.

c) Western Blot

Apres la migration des gels de protéines SDS-PAGE, les protéines sont transférées sur
une membrane PVDF grace au dispositif de transfert des gels iBlot de Invitrogen. La révélation
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des western blots est réalisée par chimiluminescence grace au kit Clarity Western ECL
Substrate de BIO-RAD et la prise d’image est réalisée avec un appareil ImageQuant LAS 4010.

2.5 Tests in vitro

a) Far Dot Blot

Des dilutions sérielles de I'IN (1L par dilution) sont déposées sur une membrane de
nitrocellulose et laissées a sécher pendant une heure a température ambiante. La membrane
est ensuite saturée avec une solution de BSA a 1% diluée dans du PBS pendant 3 heures. Aprés
2 lavages au PBS la membrane est incubée dans une solution contenant 1uM de peptide
biotinylé choisi dilué dans du PBS pendant 1 heure. La membrane est ensuite lavée 2 fois au
PBS et incubée avec une solution d’extravidine couplée a la péroxidase (SIGMA) au 1/4000
dans une solution de PBS-0,3% BSA pendant 1 heure. Linteraction est ensuite analysée
comme pour un western blot par chimiluminescence.

b) Thermophorese

Les expériences de thermophorése ont été réalisées en collaboration avec le Dr M.Ruff.
Brievement, des dilutions en série du domaine CTD de I'IN du VIH-1 sont effectuées puis, le
peptide d’intérét est ajouté au CTD de I'IN. L'échantillon est ensuite incubé 15 min a
température ambiante. L'ensemble des mesures est effectué par le Nanotemper Monolith
NT.015 avec un temps de « laser-on » de 30 sec et un temps de « laser-off » de 5 sec dans les
conditions de 20 % LED et 40 % MST IR-Laser power.

c) Test d'intégration concertée

L'IN purifiée recombinante est diluée a 2uM dans un tampon 1M NaCl ; 20mM Hepes
pH7 ; 10mM DTT. L'IN (200nM) est ensuite incubée avec un ADN donneur H55 radiomarqué
au P32 (10nM) et un plasmide p481 mimant I’ADN receveur (50ng) pendant 30 minutes dans
la glace. La réaction est initiée par I'ajout du tampon de réaction (concentrations finales : 17%
DMSO ; 6 mM DTT; 11 mM MgCl, ; 22 uM ZnCl; ; 8% PEG) pendant 2 heures a 37°C (volume
final 10uL) et stoppée par une solution protéinase K (1 mg/ml), SDS (0,7%), EDTA (7 mM)
pendant 1 heure a 55°C. Les produits de la réaction sont extraits par un traitement phénol-
chloroforme-alcool isoamylique (24/25/1 ; v/v/v) et chargés sur gel d’agarose 1% pour une
migration de 2 heures a 200V. Le gel est ensuite traité a I'acide trichloroacétique 5% pendant
20 minutes pour fixer les acides nucléiques, et séché 1 heure a 80°C sous vide. Les produits
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d’intégration sont alors révélés par autoradiographie grace au systeme PharosFX™ et sont
guantifiés avec le logiciel Quantity One.

Les tests d’intégration sur mononucléosomes sont réalisés dans les méme conditions
mais avec 400nM d’IN, un ADN donneur HU5 et un mononucléosome assemblé sur séquence
601 (250ng) comme receveur. A 'issue de la réaction les produits sont précipités a I'éthanol
avant d’étre chargés sur un gel de polyacrylamide dénaturant 8%.

d) Pull Down

Les billes magnétiques DynabeadsMyOne Streptavidin T1 (Invitrogen) sont dans un
premier temps lavées (12,5uL par condition) avec un tampon d’interaction (50mM Hepes
pH7,5; BSA 0,1mg/mL ; DTT 1mM ; Tween20 0,1% ; Glycérol 10% ; 200mM NaCl). Les billes
lavées sont ensuite incubées avec I'IN recombinante (10pmoles) ainsi que I’ADN 601 (125ng)
ou les mononucléosomes biotinylés (250ng, équivalant a 125ng d’ADN 601) pendant 1h a 4°C
sous rotation dans un volume final de 300uL (pour les expériences nécessitant du peptide, les
versions non biotinylées de ces derniers ont été utilisées pour les expériences de pull down).
Les billes sont magnétisées et les protéines qui n’ont pas interagi sont éliminées en jetant le
surnagent. Les billes sont lavées deux fois avec 300uL de tampon d’interaction et les produits
précipités avec les billes sont re-suspendus dans du tampon de charge de protéines et chargés
sur gel SDS-PAGE. L'interaction sera finalement révélée par western blot anti-IN ou anti-tag
selon I'IN utilisée.

e) Test de 3’ processing et de transfert de brins

Les tests de 3’ processing et de transfert de brins sont réalisés dans les mémes
conditions que les tests d’intégration sur mononucléosomes sauf que I’ODN utilisé (hybride
entre 'ODN 70 et 72 pour le 3’ processing et I’hybride 70-71 pour le test de transfert de brins)
est a 20nM final.

f) Test d’intégration avec les intasomes

Les tests d’intégration utilisant les intasomes purifiés ont été réalisés avec 200ng du
plasmide p481; 7,5mM MgS04 et 10nm d’intasome purifié dans un volume final de 40uL.
Apreés incubation a 37°C pendant 5 minutes les produits sont précipités a I’éthanol et repris
dans du tampon de charge ADN pour étre chargés sur gel d’agarose 0,8%. Les produits
d’intégration sont ensuite révélés au SyberSafe.
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g) Pontages chimiques au BS3

L'IN recombinante est diluée a 5uM dans un tampon (1M NaCl ; 20mM Hepes pH7 ;
400uM ZnCl2 and 10mM DTT) afin que I'IN ne soit pas agrégée avant le pontage. L'IN (1puL) est
ensuite incubée avec le peptide choisi pendant 30 minutes sur la glace. Les échantillons sont
ensuite pontés avec une solution de BS3 (concentration finale 20mg/mL) dans un volume final
de 10uL pendant 30 minutes a 25°C. La réaction est stoppée par I'ajout du tampon de charge
pour protéines et les échantillons sont chargés sur un gel SDS-PAGE et révélés par western
blot anti-IN (pour VIH) ou anti-HIS (pour PFV). L'oligomérisation est ensuite quantifiée en
mesurant la quantité de complexes protéiques de plus haut poids moléculaires que le
monomere avec le logiciel imagel.

2.6 Analyse in silico

a) Modélisation de I'interaction entre le CTD de I'IN et le peptide H4K20me1l

La modélisation a été réalisée par nos collaborateurs P.Gouet et X.Robert. Dans
I'ensemble des expériences de docking moléculaire, le domaine CTD de I'IN du VIH-1
correspondant au domaine 210-270 issu de la structure cristallographique (PDB 1EX4) a été
utilisé comme récepteur. Le pentapeptide H4K20mel dérivé de la structure du complexe
MSL3/H4K20mel (PDB 30A6) a été utilisé comme ligand. Puis, le docking du récepteur et du
ligand a été analysé avec AutoDockTools. Dans les premiéres expériences de docking utilisant
AutoDock et AutoDock Vina, la surface du récepteur a été traitée comme rigide.

b) Criblage virtuel

Le criblage virtuel a été réalisé en collaboration avec X.Robert et P.Gouet, avec comme
cible le CTD de l'intégrase du VIH (code PDB: 1EX4). Le sous-ensemble 'Leads-now' de la
chimiothéque virtuelle ZINC12 (http://zinc.docking.org) a été utilisé comme source de petites
molécules candidates ; ces derniéres ont été préparées avec le logiciel AutoDockTools. Les
3,687,621 composés de la chimiothéque ont alors été testés grace au logiciel Autodock/Vina
sur la grappe de calcul du laboratoire "Rétrovirus et Biochimie Structurale" (UMR5086, IBCP,
Lyon). Dans cette premiére étape, la protéine cible a été traitée comme rigide et les composés
comme flexibles. En conservant les meilleurs scores de docking, ceci nous a conduit a isoler
environ 300,000 composés qui ont été soumis a une deuxiéme phase de docking, cette fois-ci
en considérant la cible protéique comme partiellement flexible au niveau de la zone
d’interaction considérée. Pour ce faire, le logiciel Autodock/Vina a été a nouveau employé, ce
qui a permis d'isoler au final 10 molécules candidates pouvant venir se fixer au niveau de la
cavité ou le peptide est sensé interagir.
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Figure 32 : Interaction entre I'IN du VIH-1 et des peptides dérivés de modifications d’histones. (a)
Criblage d’interactions potentielles entre I'IN du VIH-1 et divers peptides mimant des modifications

d’histones par histone peptide array. (b) Quantification de I'interaction entre I'IN du VIH-1 et des

peptides d’histones dérivés de la queue H4 ainsi que des autres queues. Les écarts types ont été

calculés avec un test t de Student et représentés par * p<0,05 et ** p<0,005 pour représenter la

significativité par rapport aux controles négatifs.

122



Partie 1 : L’interaction entre I'IN du VIH-1 et la
queue d’histone H4 est fonctionnelle

Le travail présenté ici constitue une partie des résultats publiés dans : « Modulation of the functional
association between the HIV-1 intasome and the nucleosome by histone amino-terminal tails »
Mohamed S. Benleulmi & Julien Matysiak & Xavier Robert & Csaba Miskey, Eric Mauro, Delphine Lapaillerie,
Paul Lesbats, Stéphane Chaignepain, Daniel R. Henriquez, Christina Calmels, Oyindamola Oladosu,
Eloise Thierry, Oscar Leon, Marc Lavigne, Marie-Line Andreola, Olivier Delelis, Zoltan lvics, Marc Ruff,

Patrice Gouet and Vincent Parissi, Retrovirology, 2015.

1 Contexte scientifique et résultats préliminaires

La sélectivité d’intégration du VIH-1 est un processus déterminant pour le bon
déroulement du cycle viral car cela définit le devenir des génes intégrés et notamment leur
expression ou leur latence. Pour le cas du VIH-1, les facteurs impliqués dans la sélectivité de
ce rétrovirus sont maintenant assez bien décrits (voir la partie 4 de 'introduction pour plus de
détails). En résumé, une fois que le CPI a atteint les pores nucléaires, CPSF6 en interagissant
avec la capside du virus, va permettre le transport actif du CPIl dans le noyau et va le guider
dans des zones peu condensées de la chromatine. Ensuite LEDGF/p75 interagit avec a la fois
I'IN et des nucléosomes portant la modification d’histone H3K36me3 présents dans les unités
de transcription actives des genes. Cependant, la déplétion de CPSF6 et/ou de LEDGF
n’entraine pas une perte totale des sites d’intégration dans ces régions, ce qui suggere que
d’autres facteurs participent également a ce ciblage. Le laboratoire a montré que in vitro et in
vivo, la condensation de la chromatine inhibait I'intégration du VIH suggérant que des contacts
entre 'intasome et le nucléosome pouvaient étre masqués dans le cas d’une chromatine
compacte. C'est pour ces raisons que le laboratoire s’est demandé si I'IN avait la capacité
d’interagir directement avec les protéines constituant le nucléosome que sont les histones.
Les queues d’histones apparaissent comme de bons candidats, car elles sont exposées hors
de ’'ADN nucléosomal et sont facilement accessibles pour interagir avec d’autres protéines.

Pour mettre en évidence de potentielles interactions entre I'IN du VIH-1 et les queues
d’histones, I'équipe a criblé 386 combinaisons de modifications d’histones dérivées des
gueues H2A, H2B, H3 et H4 pour leur interaction avec I'IN par « histone array » (Figure 32a).
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Figure 33 : Identification de la région de I'IN du VIH-1 interagissant avec les peptides dérivés de la
queue d’histone H4. L'interaction entre I'IN entiére ou différentes formes tronquées avec les peptides
dérivés de la queue d’histone H4 a été quantifiée par far dot blot. L'IN entiére ou tronquée est fixée
sur une membrane de nitrocellulose puis incubée avec un des peptides (H4K20me0O, H4K20mel,
H4K20me2 ou H4K20me3) qui sont couplés a la biotine. L'interaction est révélée par ajout de
peroxydase couplée a la streptavidine et par chimiluminescence puis le signal résultant est quantifié.
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Avec cette technique il a été montré que I'IN avait la capacité d’interagir avec des peptides
issus de la queue H4 (Figure 32b). L’analyse de ces données a également permis de montrer
qgue I'état de méthylation de la lysine 20 module I'interaction avec I'IN. En effet, I'analyse de
I'interaction des différentes formes méthylées de H4K20 montre des différences significatives
(Figure 32b) avec le H4K20me1l restant le meilleur interactant suivi de pres par la forme non
méthylée. Les peptides H4K20me2 et me3 interagissent toujours avec I'IN, mais de maniere
bien moins importante. Certaines modifications secondaires en plus du H4K20mel peuvent
augmenter l'interaction, comme le H4K16ack20mel ou le H4R19me2K20mel. De maniére
intéressante, la modification d’histone H4K20me1l est trouvée enrichie au niveau des sites
d’intégration du VIH-1, laissant supposer qu’elle puisse étre impliquée dans la sélectivité.
Cette modification H4K20me1l étant le motif minimal requis pour une bonne interaction avec
I'IN, c’est sur cette modification que s’est focalisé ce projet de théese.

2 ldentification de la zone d’interaction de I'IN avec la queue d’histone
H4

Afin de mieux caractériser l'interaction entre I'IN du VIH-1 et la queue d’histone
H4K20me1l, nous avons dans un premier temps identifié la zone de I'IN impliquée dans cette
interaction. Pour cela, nous avons purifié différentes constructions d’IN comportant des
domaines isolés (NTD, CCD ou CTD) ou associés deux a deux (NTD-CCD ou CCD-CTD). Ces
constructions ont été testées par far dot blot pour leur capacité a interagir avec un peptide
dérivé de la queue d’histone H4 (résidus 11 a 23) non modifié ou portant divers degrés de
méthylation sur la lysine 20. Comme montré sur la Figure 33, la quantification des far dot blots
nous a permis d’observer que la délétion du domaine NTD n’affecte pas l'interaction,
suggérant que ce domaine n’est pas important pour l'association avec les histones. En
revanche, la délétion du domaine CTD entraine une perte d’interaction avec les histones,
suggérant que ce domaine est requis pour l'interaction. Ceci a été confirmé avec le CTD seul,
dont le profil d’interaction avec les histones est trés proche de celui de I'enzyme entieére,
suggérant que ce domaine CTD puisse posséder une fonction de liaison avec les histones.

Dans I'optique de quantifier la force d’interaction entre ces différents partenaires,
nous avons réalisé en collaboration avec le Dr M. Ruff, des expériences de thermophorése.
Cette méthode permet I'obtention de constantes de dissociation (Kd) en solution afin de
mesurer |'affinité des partenaires entre eux. Brievement, les mouvements des composés en
solution sont analysés et comparés quand ils sont seuls ou quand les deux partenaires sont
présents. L'interaction entraine la formation de complexes de tailles plus importantes,
modifiant ainsi leur mouvement en solution. Les différences de comportement de ces
complexes a différentes températures permettront I’évaluation de leur Kd. Ainsi, cette étude
nous a permis de calculer le Kd entre le CTD de I'IN et les différents peptides issus de la queue
d’histone H4K20 (Figure 34). Bien que dans ces conditions nous n’avons pas détecté
d’interaction avec le H4K20meO, I’association avec le H4K20me1 a pu étre confirmée avec un
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Figure 34 : Détermination de la constante de dissociation (Kd) entre le CTD de I'IN du VIH-1 et les
peptides dérivés de la queue d’histone H4. L’analyse quantitative de I'interaction entre le CTD de I'IN
du VIH et les peptides dérivés de la queue d’histone H4 (H4K20meO, H4K20mel, H4K20me2 ou
HA4K20me3) a été effectuée par thermophorese. Les compétitions ont été effectuées par I'ajout du
peptide H4K20meO et H4K20mel. Les graphiques représentent I'intensité de fluorescence normalisée
en fonction de la concentration de CTD. Les valeurs de Kd déduites de ces expériences sont indiquées
sur la droite des graphiques.

d

Figure 35 : Comparaison de structure entre le CTD de I'IN du VIH-1 et la protéine hMSL3. La structure
RMN du CTD de I'IN du VIH-1 (en bleu) et la structure cristallographique de hMSL3 (en rouge) sont
représentées en cartoon. (a) Superposition de la structure tridimensionnelle des deux protéines vue
sous deux orientations. (b) Superposition de la modélisation d’interaction du CTD-peptide H4K20mel
avec la structure cristallographique du complexe hMSL3-peptide H4K20mel. Dans les deux cas le
peptide est représenté en boules et batons.
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Kd d’environ 0,8 puM. L’affinité obtenue pour le H4K20me2 et H4K20me3 est plus faible que
la forme monométhylée, avec respectivement des Kd d’environ 4,3 et 5,2 uM. Ces données
suggerent que I'IN du VIH-1 est capable d’interagir directement avec un peptide issu de la
qgueue d’histone H4 in vitro, et que cette interaction se fait via son domaine CTD. Pour
confirmer nos hypotheses, nous nous sommes intéressés de plus prés a ce domaine C-terminal
afin d’identifier plus précisément un motif ou des résidus impliqués dans cette interaction
avec la queue d’histone H4.

3 Analyse structurale et modélisation moléculaire in silico de
I'interaction entre le CTD de I'IN et la queue d’histone H4

De maniere intéressante, le CTD de I'IN du VIH présente un repliement proche de celui
d’un motif SH3, connu pour étre impliqué dans les interactions protéine-protéine et plus
particulierement pour reconnaitre des lysines ou des arginines méthylées® 18, | e motif SH3
est retrouvé en particulier chez des protéines ayant des domaines appartenant a la « royal
family » tels que les chromodomaines, domaines tudor, MBP ou PWWP®3’. Chacun de ces
domaines est capable de reconnaitre des modifications épigénétiques d’histones. Nous nous
nous sommes donc demandé si un tel motif dans le CTD de I'IN pouvait étre fonctionnel pour
la reconnaissance de ces modifications. Nous avons pour cela comparé la structure du CTD de
I'IN avec hMSL3, un facteur de transcription possédant un chromodomaine capable de
reconnaitre la modification H4K20mel spécifiquement8%182, De maniére frappante, la
superposition de ces deux structures montre une trés forte homologie structurale entre ces
deux protéines (Figure 35). Bien que le CTD de I'IN ne possede pas toutes les caractéristiques
structurales d’'un chromodomaine, ces observations suggérent tout de méme qu’il puisse
fonctionner comme un lecteur de la chromatine en reconnaissant des modifications
d’histones telle que la marque H4K20mel.

Pour mieux caractériser la zone d’interaction IN-queue d’histone H4, nous avons voulu
identifier les résidus du CTD qui sont importants pour la liaison avec le peptide H4K20mel.
Pour cela, une modélisation moléculaire in silico de ces deux partenaires a été effectuée en
collaboration avec le Dr P.Gouet et X.Robert, afin d’identifier les zones possibles ou un
pentapeptide mimant les résidus 18 a 22 de la queue d’histone H4 peut se fixer sur le CTD.
Cette analyse a été réalisée en utilisant deux programmes différents : AutoDock et AutoDock
Vina. Une seule zone d’interaction commune a été trouvée grace a ces programmes (classée
28me gvec AutoDock et 1% avec AutoDock Vina). Cette zone en forme de V est délimitée par
les boucles 228-235 et 253-257 (Figure 36). Dans cette modélisation, on peut voir le peptide
qui vient se fixer dans cette région en forme de V, avec la lysine 20 pointant au fond de cette
cavité. Si le peptide H4 se fixe bel et bien a cet endroit, nous pouvons supposer que I'espace
restreint autour de la lysine 20 ne laisse pas la place pour la di ou tri méthylation de cette
position, ce qui pourrait expliquer la plus faible affinité du H4K20me2 et H4K20me3 pour le
CTD de I'IN. A partir de cette modélisation, les résidus de I'IN qui semblent impliqués dans
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Figure 36 : Modélisation de I'interaction entre le CTD de I'IN du VIH-1 et un pentapeptide dérivé de
I’histone H4K20mel. Représentation en surface du CTD de I'IN du VIH-1 en gris et d’un pentapeptide
dérivé de H4K20mel en violet représenté en boules et batons. La boucle 228-235 est colorée en jaune
et la boucle 253-257 en cyan. Les résidus d’intérét Y227, D229, R231, D232, W235, K236 et D253 sont
représentés en baton de couleur verte. La lysine 20 de la queue d’histone H4 est également indiquée
comme pointant vers le fond de la cavité en forme de V que forme cette région de I'IN.
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I'interaction avec le peptide ont été identifiés ainsi que la nature de ces interactions. C'est
ainsi que nous avons pu observer que le peptide pouvait potentiellement engager 7 liaisons
hydrogenes avec les résidus D229, R231, S255, D256 et K258 ainsi que 15 liaisons hydrophobes
avec les résidus Y227, D229, N232, K236, D256, K258 et V260. Dans ce modele, la méthylation
de la lysine 20 a elle seule engage 7 des 15 liaisons hydrophobes et 1 des 7 liaisons hydrogénes
avec le CTD, montrant a quel point cette modification semble cruciale dans cette interaction.

4 Recherche des résidus du CTD impliqués dans l'interaction avec la
queue d’histone H4

Pour confirmer notre modele et développer des outils pour mieux caractériser
I'interaction entre I'IN et la queue d’histone H4, nous nous sommes orientés vers la
mutagénese dirigée des résidus du CTD de I'IN qui semblent importants pour I'interaction avec
le peptide. Ceci nous permettrait d’une part de conforter notre modele et la zone d’interaction
gue nous avons identifiée par modélisation, mais également d’obtenir des IN mutantes étant
altérées pour leur interaction avec la queue d’histone, afin de les étudier dans des tests
fonctionnels. Le CTD de I'IN étant impliqué dans de multiples fonctions au cours du cycle viral
(interaction avec la RT, interaction avec I’ADN cible du nucléosome, oligomérisation, etc...),
certaines positions ont été délicates a muter sans altérer I'activité de I'’enzyme. Le choix des
positions a muter s’est porté sur les liaisons hydrogénes et hydrophobes identifiées
précédemment, ainsi que sur des homologies structurales avec hMSL3 et les
chromodomaines. C’'est ainsi que nous avons choisi de muter les positions Y227, D229, R231,
W235, K236 et D253. Le Y227 est au fond de la cavité en forme de V et se trouve a une position
importante pour la formation de la cage aromatique des chromodomaines, en plus d’étre
impliqué dans de nombreuses liaisons avec le K20me1l du peptide H4. D229 et K236 engagent
des liaisons avec le K20 et le R19 du peptide H4. Le R231 se trouve au sommet de la cavité et
semble important pour la stabilisation de I'extrémité N-terminale du pentapeptide en
interagissant avec le résidu H18. Le W235 n’est a priori pas impliqué dans l'interaction directe
avec le peptide, cependant il est localisé dans la boucle 228-236 et semble important pour
I'architecture de la cavité. De méme pour le D253, qui ne semble pas interagir directement
avec le peptide, mais il fait partie de la boucle 253-257 de I'autre c6té de la cavité participant
également a sa structuration. Ces positions ont été mutées en alanine, glycine ou histidine
dans l'optique d’obtenir des mutants dont l'interaction avec la queue d’histone H4 est
modifiée sans toutefois altérer I'activité catalytique de I’enzyme pour éviter tout biais pour la
suite de I’étude. Nous avons pour cela choisi des mutations qui vont empécher les acides
aminés identifiés précédemment d’engager des interactions hydrophobes ou hydrogenes
avec le peptide, mais qui ne changent pas fondamentalement la nature de cet acide aminé
pour limiter au plus les changements structuraux que la mutagénese pourrait entrainer sur le
CTD. Les IN mutantes ont ensuite été testées pour leur capacité a interagir avec le peptide
H4K20mel. Le polymorphe naturel D232G a également été inclus dans I'étude.
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Figure 37 : Activité catalytique des différents mutants de I'IN sur ADN nu. (a) L’activité intrinséque
des différentes IN recombinantes purifiées au laboratoire a été analysée par un test d’intégration
concertée réalisé sur ADN nu. Les différents produits d’intégration sont schématisés sur la gauche du
gel. (b) Quantification de I'intégration (formes circulaires et linéaires) des différents mutants de I'IN
normalisée par rapport a I'activité de I'enzyme sauvage. Les écarts types ont été calculés avec un test
t de Student et représentés par * p<0,05 et ** p<0,005 sur au moins trois expériences indépendantes.

8000 ~
7000
6000
5000
4000
3000
2000
1000

0

Interaction avec H4 (AU)

N SRS SN SRS IR AR R ey

FEFTLFEF
Figure 38 : Quantification de I'interaction entre les mutants de I'IN et le peptide dérivé de la queue
d’histone H4K20mel par far dot blot. Les IN mutantes ont été fixées sur une membrane de
nitrocellulose et incubées avec un peptide dérivé de la queue d’histone H4K20mel biotinylé.
L'interaction est révélée par ajout de peroxydase couplée a la streptavidine et par chimiluminescence
puis le signal résultant est quantifié. Les écarts types ont été calculés avec un test t de Student et

représentés par * p<0,05 et ** p<0,005 sur trois a dix expériences indépendantes.
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Apres purification de ces intégrases nous avons vérifié leur activité catalytique in vitro
al'aide d’un test d’intégration concertée sur plasmide. En effet nous devions nous assurer que
les mutants étaient toujours actifs afin éviter tout biais pour la suite de I'étude. Comme on
peut le voir en Figure 37, certaines mutations entrainent une perte drastique d’activité
comme observé pour les IN Y227A et W235A qui ne conservent pas plus de 25% d’activité
comparé a I’'enzyme sauvage. Le D229G et le K236A sont également impactés mais de maniére
moins drastique, ils conservent environ 70-80% d’activité. En revanche les mutants
R231A/G/H et D253H sont aussi actifs que I'enzyme sauvage, et ce sont donc sur ces positions
gue nous nous sommes focalisés pour la suite de I'étude.

Les mutants ont ensuite été testés pour leur capacité a interagir avec le peptide
H4K20mel grace a des expériences de far dot blot. Pour cette analyse, nous avons gardé
I’ensemble des mutants que nous avions générés pour connaitre leur profil d’interaction avec
la queue d’histone. Les résultats des far dot blots réalisés avec les mutants et le peptide
H4K20me1l ont été quantifiés (Figure 38) et nous avons observé différents comportements de
ces mutants : les mutants R231G/A/H présentent une baisse d’affinité pour la queue d’histone
H4 (perte d’environ 80% pour la substitution R231H comparé a I'’enzyme sauvage), alors que
les mutants D229G, Y227A, K236A, W235A et D253H présentent une meilleure affinité pour
la queue d’histone. Dans ces conditions, seule I'affinité du variant naturel D232G a été trouvée
identique a I'enzyme sauvage. L'ensemble de ces résultats semble corroborer avec la
modélisation de l'interaction et suggére fortement que la région identifiée précédemment est
bel est bien impliquée dans I'interaction avec la queue d’histone H4 in vitro. Les positions que
nous avons sélectionnées pour la mutagénése dirigée sont donc impliquées directement ou
indirectement dans l'interaction avec |'histone H4 in vitro, ainsi ces mutants vont nous
permettre d’étudier la fonctionnalité de I'interaction IN-queue d’histone H4 durant |'étape
d’intégration. Pour la suite de I'étude, nous ne retiendrons que les mutants qui sont
catalytiguement actifs afin d’éviter tout biais dans I'analyse des résultats (les mutants
R231A/G/H qui ont une baisse d’affinité et le mutant D253H qui a une meilleure affinité pour
la queue d’histone).

5 Impact des mutations du CTD affectant I'interaction avec I'histone
H4 sur les phases précoces de la réplication

L'objectif a présent est d’identifier si l'interaction entre l'intégrase et la queue
d’histone H4 est importante pour le cycle de réplication du virus. Pour cela, nous avons
introduit les mutations décrites précédemment dans la séquence codante pour I'IN de
vecteurs lentiviraux, et apres production de ces vecteurs par la plateforme de vectorologie de
Bordeaux, nous avons comparé leur infectivité avec celle du vecteur exprimant une intégrase
sauvage. Ces vecteurs sont pseudotypés avec la membrane du VSV-G et, mise a part I'entrée,
ils récapitulent les étapes précoces de la réplication virale (jusqu’a l'intégration du provirus).
Ils possedent un géne rapporteur codant pour I'eGFP qui permet le suivi de I'infectivité grace
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Figure 39 : Infectivité des vecteurs exprimant une IN mutante dans différents types cellulaires. Les
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ou D253H). L'infectivité de ces différents mutants a été mesurée par cytométrie en flux en quantifiant
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Figure 40 : Effet des mutations de I'IN modulant I'interaction avec le peptide d’histone H4K20mel
sur les phases précoces de la réplication virale. Des cellules 293T ont été transduites par les différents
vecteurs lentiviraux. (a) L'ensemble des phases précoces de la réplication virale est quantifié par
cytométrie en flux. (b) La mesure de la quantité d’ADN total (b), d’ADN intégré (c) ainsi que les cercles
a 2 LTR (d) est réalisée par qPCR suite a I'extraction de 'ADN des cellules. Les écarts types ont été
calculés avec un test t de Student et représentés par * p<0,05 et ** p<0,005 sur au moins trois
expériences indépendantes.
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a la quantification de I’expression de I'eGRP par cytométrie en flux. Plusieurs types cellulaires
ont été utilisés pour ces expériences (293T, K562, HelLa et TZM) pour s’assurer que les données
ne différent pas en fonction du type cellulaire (Figure 39).

Les résultats de l'infectivité des différents vecteurs sont présentés en Figure 40a, on
peut voir que les trois mutants de la position R231 ont tous une infectivité plus faible que les
vecteurs ayant une intégrase sauvage, avec une baisse de plus de 60% dans le cas du R231H,
a linverse du mutant D253H qui lui a une infectivité plus importante (environ 150% du
sauvage), (le mutant D116A est connu pour étre déficient pour I’étape d’intégration et nous
sertici de controle). A ce stade, I'étape du cycle affectée par I'introduction des mutations n’est
pas identifiée. Les différentes populations d’ADN virales ont alors été quantifiées par gPCR en
collaboration avec le Dr O. Delelis, ENS Cachan. Comme indiqué sur la Figure 40b, nous
n’avons pas détecté de différence significative dans la quantification de I’ADN total pour aucun
des mutants, alors que le contréle AZT (un inhibiteur de la transcription inverse) diminue bien
la quantité d’ADN total. Un défaut dans la transcription inverse a donc été exclu pour ces
mutants. Cependant, la quantification de I'ADN intégré (Figure 40c) montre qu’il y a des
différences entre les mutants : les mutants R231G/A/H présentent une baisse d’environ 25,
80 et 60% respectivement avec une accumulation classique des cercles a 2 LTR (formes d’ADN
non intégrées) indiquant un import nucléaire normal (Figure 40d). Le D253H a un phénotype
opposé, ce mutant possede plus d’ADN intégré que le vecteur sauvage (environ 30% de plus)
et moins de cercles a 2 LTR indiquant que I'étape d’intégration est plus efficace pour ce
mutant. Bien que nous n’avons pas la preuve directe que ces différences d’intégration soient
lides a la capacité d’interaction des intégrases avec la queue H4, la corrélation entre nos
données in vitro et in vivo est tout de méme frappante : les trois mutants de la position R231
sont affectés négativement pour l'interaction in vitro avec la queue d’histone ainsi que pour
leur capacité a s’intégrer in vivo dans les cellules, avec une tendance a peu pres respectée ou
le R231H est toujours le plus affecté suivi par le R231A et le R231G. Méme corrélation mais
avec les phénotypes opposés pour le D253H qui est affecté positivement pour I'interaction in
vitro et qui s’intégre encore mieux que les vecteurs exprimant une enzyme sauvage. Il semble
par conséquent qu’il y ait une tres forte corrélation entre la capacité d’interaction des
enzymes avec la queue d’histone H4K20me1l et leur capacité a s’intégrer in vivo. Pour aller
plus loin dans I'analyse de |'effet de ces mutations, nous nous sommes ensuite intéressés a la
distribution de leurs sites d’intégration.

6 Impact des mutations du CTD affectant |'interaction avec la queue
d’histone H4 sur la sélectivité d’intégration

Pour cette analyse de sélectivité, les cellules K562 ont été utilisées car la cartographie
des modifications d’histones et des caractéristiques génomiques sont trés bien annotées dans
ce type cellulaire. Aprés transduction des différents mutants dans cette lignée, I’ADN a été
extrait trois jours aprés et séquencé en collaboration avec le Dr Z. lvics (PEl, Langen). Nous
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Figure 41 : Analyse de la distribution des sites d’intégration des vecteurs codant pour une IN sauvage
ou mutée pour l'interaction avec le peptide histone H4K20mel. Des cellules K562 ont été transduites
par les vecteurs lentiviraux pseudotypés VSVG codant pour une IN sauvage ou mutée (R231A/G/H et
D253H) puis I’ADN a été récupéré pour séquencer les sites d’intégrations afin de les positionner par
rapport aux différentes zones de la chromatine (zone transcrite ou répressive ; zone génique ou
intergénique). Les nombres indiquent le pourcentage de sites d’intégration par condition. Le code
couleur traduit une déplétion ou un enrichissement des sites d’intégration par rapport a la fréquence
aléatoire attendue.
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Figure 42 : Analyse de la densité en nucléosomes autour des sites d’intégration des différents
vecteurs. Les cartes de la densité en nucléosomes ont été générées a partir des résultats de
séquencage de I’ADN des mononucléosomes obtenus par MNase-seq dans des cellules K562. Les
scores de la densité nucléosomale dans une fenétre de + 5kb autour des sites d’intégration est indiqué
pour les vecteurs WT et mutants. La ligne grise représente la moyenne de densité en nucléosomes a
des sites choisis aléatoirement sur I'ensemble du génome.
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avons dans un premier temps vérifié que le profil du vecteur sauvage correspondait a celui
décrit dans la littérature (intégration favorisée dans I'euchromatine, enrichissement de
modifications d’histones associées a la transcription) et nous I'avons comparé aux mutants
(Figure 41). Les analyses montrent que le profil global des enzymes est inchangé, avec une
préférence d’intégration dans les geénes transcriptionnellement actifs comparé aux régions
non géniques et non transcrites. Cependant, les trois mutants R231G/A/H s’intégrent
significativement plus dans les génes que I’enzyme sauvage et le D253H (3,3 ; 6,2 et 5,9%
respectivement), avec une diminution des sites d’intégration dans les régions intergéniques.
Et méme au sein des génes, les mutants R231A/H sont relocalisés dans des zones plus
transcrites (11,2% de plus que le WT) au détriment des zones non transcrites (entre 7 et 10%
de moins). Globalement, le mutant D253H montre une tendance pour le phénotype opposé
aux mutants R231, mais les résultats ne sont pas significativement différents. En résumé, les
mutants R231G/A/H s’intégrent moins efficacement dans les cellules que I'enzyme sauvage,
mais quand ils parviennent a s’intégrer, ils le font dans des régions différentes du WT : des
régions qui sont a la fois plus riches en génes et transcriptionnellement plus actives.

L’analyse de la densité nucléosomale de la chromatine au niveau des sites d’intégration
des différents vecteurs (Figure 42) montre que le WT s’intégre dans des régions de la
chromatine riches en nucléosomes, alors qu’au niveau du site d’intégration la densité en
nucléosomes est beaucoup plus faible, ce qui est le profil attendu pour le VIH. En revanche,
les mutants R231A/G/H s’intégrent dans des régions de plus faible densité en nucléosomes
par rapport au WT.

L'ensemble de ces données suggére donc que l'interaction entre l'intégrase et la
gueue d’histone H4 influence I'efficacité d’intégration mais également le choix du site
d’insertion dans la chromatine. Méme si nous ne connaissons pas exactement le réle de cette
interaction au cours de l'intégration, nous proposons qu’elle puisse moduler I’association
fonctionnelle entre I'intasome et le nucléosome et que dans le cas d’un mutant interagissant
moins avec le nucléosome, il soit redirigé vers des zones plus pauvres en nucléosomes, régions
plus ouvertes de la chromatine et transcriptionnellement tres actives. Cependant, le role exact
de l'interaction IN-queue d’histone H4 au cours de l'intégration reste a étre pleinement
déterminé.

7 Conclusion et discussion

Par diverses approches nous avons mis en évidence une interaction directe entre une
intégrase rétrovirale et une queue d’histone. La modélisation moléculaire nous a permis
d’identifier une zone dans le domaine C-terminal de I'IN ou un peptide dérivé de la queue
d’histone H4K20me1l pouvait se fixer. L'approche de mutagénéese dirigée nous a permis de
valider I'implication de cette région dans I'interaction avec le peptide. Finalement, nous avons
observé que des mutants dont I'interaction avec I'histone H4 était altérée in vitro, avaient
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Figure 43 : Structure du complexe intasome de PFV-nucléosome. Carte de la densité électronique en
surface semi-transparente avec les structures de I'intasome et du nucléosome représentées en ruban.

H2B, la queue N-terminal de H2A (H2A-N) et le CTD interagissant avec cette queue sont indiqués'?’.
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Figure 44 : Modéle d’intégration du VIH-1 faisant intervenir la queue d’histone H4. Suite a son import
nucléaire, I'intasome du VIH-1 est guidé dans des zones peu denses de la chromatine grace a CPSF6,
et enrichies en LEDGF/p75 (1). La queue d’histone H4 semble avoir un faible impact sur ce ciblage.
L'intasome interagit ensuite avec un nucléosome via LEDGF/p75 (2) et requiert une association efficace
avec la queue d’histone H4 (3) pour s’ancrer correctement sur le nucléosome afin de catalyser
optimalement I'intégration.
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également un défaut d’intégration in vivo accompagné d’un changement de sélectivité ou
I'intégration était redirigée dans des zones encore plus actives transcriptionnellement.

Notre hypothese pour I'explication de ce défaut d’intégration, est que les IN mutées
sont déficientes pour I'interaction avec un cofacteur d’intégration (qui est la queue d’histone
H4 dans notre cas). Dans cette étude, tous nos mutants sont capables d’effectuer
correctement les étapes précoces du cycle viral jusqu’a I'import nucléaire (voir quantification
des différentes populations d’ADN). Nous supposons donc que le défaut d’infectivité de ces
mutants est d0 a un défaut pour une étape se situant apres I'import nucléaire jusqu’a
I’association finale de l'intasome au nucléosome. Etant donné que dans cette étude les
mutants n’ont pas de défaut d’interaction avec LEDGF (non montré), nous proposons que la
perte d’interaction entre I'IN et la queue d’histone H4 (et donc avec le nucléosome) est la
raison pour laquelle il y a un défaut d’intégration.

Cependant la zone identifiée du CTD grace a la modélisation moléculaire de
I'interaction avec le peptide H4 a été identifiée comme impliquée dans plusieurs étapes du
cycle viral, notamment le résidu R231, impliqué dans I'interaction avec la transcriptase inverse
ainsi qu’avec 'ADN nucléosomal. Cette zone étant sensible a muter compte tenu de son
implication pour le bon déroulement du cycle viral, il y a toujours un risque que les effets que
nous avons observés en cellules soient la résultante d’un biais que nous n’avons pas identifié.
Afin de compléter cette étude, d’autres mutations ont été introduites sur des résidus
différents et sont en cours d’analyse au laboratoire pour valider nos hypothéses de travail.

De manieére intéressante, il a été montré en paralléle de notre étude que I'intasome de
PFV est également dépendant d’histones pour une association et une intégration optimale sur
mononucléosome!?’. La structure Cryo-EM du complexe intasome de PFV-nucléosome a
révélé des contacts directs entre certains CTD de I'IN de PFV et la queue d’histone H2A (Figure
43). Cette interaction s’est révélée importante pour l'association de l'intasome avec le
nucléosome ainsi que pour l'intégration in vitro et in vivo. De plus, des mutations altérant
I'interaction de I'intasome avec le nucléosome ont également été montrées comme jouant un
role dans la sélectivité de PFV. Dans leur étude, il semble que I'implication de I'interaction
intasome-queue d’histone soit de permettre un ancrage optimal de l'intasome sur son
substrat, et étant donné les phénotypes que nous avons obtenus jusqu’a présent dans notre
étude, il n’est pas exclu que le role de la queue d’histone H4 au cours de I'intégration du VIH
joue un réle similaire au réle de la queue d’histone H2A pour I'intégration de PFV.

Nos données in vitro indiquent que I'IN a une préférence nette pour la forme
monométhylée de la lysine 20 (H4K20mel) comparée aux autres formes (H4K20meO,
H4K20me2 ou H4K20me3). De plus, H4K20me1l est une modification épigénétique associée a
la transcription active des génes retrouvée enrichie au niveau des sites d’intégration du VIH-
11>, Nous n’avons pour le moment pas identifié si cette monométhylation était importante
pour l'intégration in vivo, mais il semble que l'interaction de I'IN avec la queue d’histone H4
soit impliquée dans ce processus (Figure 44).
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Abstract
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Background: Stable insertion of the retroviral DNA genome into host chromatin requires the functional association
between the intasome (integrase-viral DNA complex) and the nucleosome. The data from the literature suggest that
direct protein—protein contacts between integrase and histones may be involved in anchoring the intasome to the
nucleosome. Since histone tails are candidates for interactions with the incoming intasomes we have investigated
whether they could participate in modulating the nucleosomal integration process.

Results: We show here that histone tails are required for an optimal association between HIV-1 integrase (IN) and the
nucleosome for efficient integration. We also demonstrate direct interactions between IN and the amino-terminal tail
of human histone H4 in vitro. Structure/function studies enabled us to identify amino acids in the carboxy-terminal
domain of IN that are important for this interaction. Analysis of the nucleosome-binding properties of catalytically
active mutated INs confirmed that their ability to engage the nucleosome for integration in vitro was affected. Pseu-
dovirus particles bearing mutations that affect the IN/H4 association also showed impaired replication capacity due
to altered integration and re-targeting of their insertion sites toward dynamic regions of the chromatin with lower

Conclusions: Collectively, our data support a functional association between HIV-1 IN and histone tails that pro-
motes anchoring of the intasome to nucleosomes and optimal integration into chromatin.

Keywords: Retroviral integration, HIV-1, Integrase, Chromatine, Nucleosome, Histone tails

Background

Retroviral integrases (INs) are key enzymes that catalyze
the insertion of viral DNA into infected cells genome (for
a recent review see [1]). Integration occurs in strongly
preferred regions of the genome that depend on the
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virus. Although the IN is a major viral determinant in
the integration site selection [2], cellular targeting fac-
tors such as BET or LEDGF/p75 proteins, which bind
specific histone marks, also contribute to this process by
interacting with the IN-viral DNA complex (i.e., the inta-
some) in these specific chromatin regions (reviewed in
[3]). Additional parameters, such as the nuclear import
pathway, the nuclear architecture and the interaction of
cellular factors like CPSF6 with other viral components,
also affect retroviral integration selectivity [4]. Thus,
integration site selection is a multi-step process that
first involves a global targeting of the intasome toward
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provided you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to the Creative Commons license,

and indicate if changes were made. The Creative Commons Public Domain Dedication waiver (http://creativecommons.org/
publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article, unless otherwise stated.
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a suitable chromatin region via the association between
IN and cellular factors, followed by local insertion step
requiring IN-nucleosome interaction.

This final association between IN and its nucleoso-
mal target substrate is a process governed by the inta-
some and nucleosomal DNA constraints and regulated
by nucleosome density and remodeling activities [5-8].
Indeed, the data from the literature also indicate that
while HIV-1 integration occurs at the surface of the
nucleosomes, their compaction into dense chromatin
limits efficient integration [6, 8]. We have previously
shown that chromatin remodeling processes overcome
this integration inhibition and favor HIV-1 integration
[8]. Furthermore, we have recently reported that local
nucleosome dissociation by the FACT histone chaperon
generates chromatin structures favoring HIV-1 integra-
tion both in vitro and in cells [9]. Taken together these
data suggest that additional contacts between the HIV-1
intasome and the nucleosome, which may be prevented
during compaction and made accessible during chroma-
tin remodeling, could be required for efficient integration.
This hypothesis is supported by the cryoEM structure of
the PFV intasome in complex with a mononucleosome
showing direct interactions between IN protomers and
histones [10]. Moreover, integration assays performed
on DNA mini-circles (MCs) mimicking the nucleosomal
DNA structure in the absence of histones also suggested
that both this structure and additional IN/histone inter-
actions can act in synergy during nucleosomal integra-
tion [11]. Consequently, due to the lack of information
regarding the mechanisms of nucleosome capture by the
HIV-1 intasome, we investigated the potential role of IN/
histone interactions in regulating HIV-1 integration.

Using various biochemical and cellular approaches, we
show that histone tails are required for efficient HIV-1 IN
binding to nucleosomes and optimal integration. We also
report that IN binds preferentially to the amino-terminal
peptide tail of histone H4 (H4) in vitro and this binding is
required for efficient functional interaction between the
intasome and the nucleosome. Mutations affecting the
IN/histone tail interaction also affect the integration step
in cells. Consequently, our data lead us to conclude that
the direct interaction between HIV-1 IN and histone tails
may facilitate the tethering of the retroviral intasome to
the nucleosomes for efficient integration into the host
genome.

Results

Amino-terminal histone tails modulate the interaction
between HIV-1 IN and the nucleosome in vitro

To determine whether the presence of histone tails
was required for the association between HIV-1 IN
and the nucleosome, we performed in vitro pull-down
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experiments using recombinant purified IN and either
native human mononucleosomes (MNs) or tailless MNs
(TL MNs) assembled on the previously described 147-bp
W601 Widom sequence [12] biotinylated on its 5’ end
(see the MN assembly analysis in Additional file 1: Fig-
ure S1). As shown in Fig. 1, IN exhibited different affini-
ties for native MNs and TL MNs. Indeed, increasing
salt concentrations decreased the association between
IN and TL MNs more efficiently than the association
between IN and native MNs (Fig. 1a, b). Similar results
were obtained with the IN-LEDGF/p75 complex, indi-
cating that this functional complex also required the
presence of native tails for optimal association with the
nucleosome (Fig. 1c). To better determine the contribu-
tion of each histone tail in the IN/MN binding, we next
performed pull-down experiments with MNs assembled
using octamers lacking the tails of either H4, H3, H2A or
H2B. As shown in Fig. 1d, e, the efficiency of IN binding
to the H4TL MNs was approximately 50-60% less effi-
cient than for the native and other MN variants. Inter-
estingly, the deletion of all the histone tails had a larger
impact on IN/MN binding than deletion of the H4 tail
only. This may indicate that several histone tails could
participate together in the binding process, the histone
H4 tail appearing the most important protein determi-
nant of this binding. To further determine the impact of
histone tails on active IN/viral DNA intasomes, we next
performed functional integration assays using the differ-
ent MN variants.

Amino-terminal histone tails modulate the integration

into nucleosomes catalyzed by HIV-1 IN in vitro

The impact of histone tails on integration activity was
then evaluated in in vitro integration assays. For this pur-
pose, the quantitative assay schematized in Fig. 2a was
set up using MNs immobilized on streptavidin beads,
recombinant IN and a viral DNA donor carrying the
40/42 final base pairs of the HIV-1 U5 sequence (see
the "Methods" section for the description of the donor
DNA). Optimized reaction conditions set up in the pres-
ence of PEG and DMSO (see materials and methods sec-
tion) were first used to allow analysis of IN activity in the
absence of LEDGF. The quantification of the radioactivity
that remained on the beads after the reaction, washing
and deproteinization, allowed us to quantify the integra-
tion efficiency. Control experiments first showed that
viral DNA integrated more efficiently into MNs than into
naked DNA (Fig. 2b). This result confirmed very early
data reporting that MNs are the preferred substrate for
HIV-1 integration [13, 14] and validated our system. Inte-
gration kinetics experiments showed that viral DNA inte-
grated less efficiently into TL MNs than into native MNs
(Fig. 2c). Speed and efficiency of integration were also
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decreased when H4TL MNs were used, but to a lesser
extent. Notably, integration efficiency was found to be
lower when using TL MNs than when using H4TL MNs,
suggesting that several histone tails could act in concert
for optimal integration as suggested by the binding data.
Deletion of the H3 tail slightly increased the integration
efficiency, while deletion of the tails of other histone vari-
ants had no significant effect on the global integration
efficiency. The presence of LEDGF/p75 did not alter the
effect of histone tail deletion on integration under these
conditions (Fig. 2d) and even when non-optimized reac-
tions allowing a maximal LEDGF/p75 stimulatory effect
were used (i.e. without PEG and DMSO, Additional file 1:
Figure S2).

Taken together, these data indicate that native amino-
terminal histone tails are required for optimal IN bind-
ing to MNs and efficient integration in vitro. Binding

experiments between IN and histone tails were next per-
formed to further investigate whether this integration
modulation could be due to such direct interactions.

Interaction between HIV-1 IN and histone amino-terminal
peptide tails

Possible direct interactions between HIV-1 IN and his-
tone tails were analyzed using a far dot blot approach
with recombinant IN and peptides derived from the
H3, H4, H2A and H2B amino-terminal tail (see peptide
sequences in Additional file 1: Figure S3). As reported
in Fig. 3a and quantification in b, interaction was sig-
nificantly detected only in the presence of the histone
H4 tail. Similar results were obtained with the purified
IN-LEDGF/p75 complex, indicating that the LEDGF/
p75 cofactor did not affect IN binding to the peptide
(Fig. 3c). Additional analyzes showed that the IN/H4 tail
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interaction could be negatively or positively modulated
by amino acid modifications as methylation of K20 or
K20 or K16 acetylation (Additional file 1: Figure S4).

The far dot blot approach was then adapted to compare
different IN truncation mutants in order to identify the
IN domains involved in the interaction to H4 tail. Under
these conditions, the engineered IN 50-288 amino acid
construct lacking the amino-terminal domain (ANTD)
and the isolated 220-288 amino acid CTD domain con-
struct (CTD) show similar binding properties when
compared to the wild-type (WT) enzyme (Fig. 3d). By
contrast, the association with the histone H4 tail was

almost completely abolished for the 1-212 amino acid
construct lacking the carboxy-terminal domain (ACTD).
These results show that the CTD domain is responsible
for the interaction between IN and histone tail. In order
to study the role of this interaction in the integration pro-
cess we further searched for specific amino-acids muta-
tions that could affect the IN binding to the tail.

Identification of IN mutations affecting the binding

to histone H4 tail

We first adopted an in silico blind docking simulation
approach starting from a fragment spanning residues
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Fig. 3 FAR dot-blot analysis of the interactions between HIV-1 IN and
peptides derived from histones amino-terminal tails. The associations
between IN and H3, H4, H2A and H2B biotinylated peptides from

the histones tails (sequences in Figure S3) were evaluated using a far
dot blot approach as described in the "Methods" section using 1
of 0.25 — 10 pmol of recombinant IN (lanes 0.25, 5 and 10) spotted
onto a nitrocellulose membrane and 1 uM of peptide H3, H4, H2A or
H2B (a typical result is shown in a). The far dot blots were run three
to ten times and the intensity of each spot was quantified using
Imagel software. The results are reported as the mean of the experi-
ments = standard deviation (b). Same experiments were conducted
using IN, LEDGF/or the IN/LEDGF complex and results obtained

with 2.5 pmol of the different proteins are reported in (c). The far

dot blot assays were performed to identify the HIV-1 IN domain
responsible for the recognition of the H4 histone tail. 2.5 pmol of
truncated proteins lacking the NTD (ANTD) or the CTD (ACTD), or the
isolated CTD (CTD), immobilized together with full-length WT IN were
incubated with the H4 tail. Binding was quantified, and the results
are represented as the mean of three to six independent experi-

ments = standard deviation in (d)

210-270 from the 2.8 A resolution HIV-1 IN CCD-
CTD structure [15] and a pentapeptide mimicking the
18-22 residues from the H4K20mel-modified histone
(H,sRK,,. VL), which corresponds to the best IN binder
in the previous analyzes (see Additional file 1: Figure S4).
In the first set of experiments, the AutoDock and Auto-
DockVina programs were used in parallel to determine a
potential binding region based on a blind docking anal-
ysis of the entire surface of the receptor, namely, the IN
CTD fragment, which was treated as rigid. Following a
cluster analysis of all docked conformations computed by
AutoDock, a potential binding site emerged in the HIV-1
IN CTD encompassing a V-shaped groove area deline-
ated by loops 228-235 and 253-257 (one connecting
strands 1 and B2 and the other connecting B3 and B4,
respectively) (Fig. 4a). The resulting docking solution is
compatible with the 3.9 A resolution cryoEM structure of
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the HIV-1 strand transfer complex (STC) intasome [16],
in which the V-shaped CTD grooves are accessible in all
the assembled IN protomers.

To determine the IN residues that may be involved in
the CTD-H4 tail interaction, we focused on this latter
region, where several amino acid side-chains surrounding
the V-shaped groove of the receptor were treated as flex-
ible (namely, Y227, D229, $230, R231, D232, L234, W235,
K236, D253, N254, S255, D256, K258 and K264). RMSD
cluster analysis of 1000 independent docking solutions
using the AutoDock program allowed 56 distinct confor-
mational groups to be defined. Considering the binding
energies one solution stood out in particular, where the
peptide was engaged in a total of 7 intermolecular hydro-
gen bonds (with the side-chains of D229, R231, S255,
D256, and K258 and the backbone of L234 in the HIV-1
CTD) and 15 hydrophobic contacts (with the side-chains
of Y227, D229, D232, K236, D256, K258 and V260 and
the backbones of D229, S255 and D256). In this model,
the peptide adopted an elongated shape at the surface
of the IN CTD, with the H4K20mel side-chain pointing
down into the V-shaped groove, and formed 9 of the 16
predicted hydrophobic contacts (involving Y227, D229,
K236, K258 and V260 HIV-1 CTD amino-acids residues)
as well as one hydrogen bond (with D229) (Fig. 4a). Slight
side-chain movements were observed to accommodate
the pentapeptide, with the exception of R231 IN residue,
whose side-chain flipped to form a hydrogen bond with
H18 from histone 4 tail. This model was used to design
a site-directed mutagenesis approach. The CTD domain
has been shown to be involved in multiple functions dur-
ing the viral life cycle, including interactions with reverse
transcriptase and target DNA [17-19]. This made it dif-
ficult to generate CTD mutants that only affected histone
binding. We focused on amino acids Y227, D229, R231,
W235, K236 and D253, which were expected (1) to be
located in the V-shaped groove of the IN CTD and (2) to
be involved directly or indirectly in modulating the inter-
action. Alanine, glycine or histidine substitutions were
introduced at the chosen positions to test peptide bind-
ing. The D232G substitution was also included because it
represents a natural polymorphism in HIV-1 IN.

All mutants were purified, and their overall functional
structures were examined in in vitro concerted integra-
tion assay. As shown in Additional file 1: Figure S5, the
Y227A and W235A mutations severely affected integra-
tion (90-70% loss of activity). The K236A and D229G
mutations also influenced IN catalysis, but to a lesser
extent (20-40% loss). By contrast, the D232G, R231G/
A/H and D253H proteins were fully active. A far dot
blot assay was the used to determine the ability of the
mutants to bind to and recognize the histone H4 tail. The
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Fig. 4 |dentification of amino-acids positions modulating the IN/H4 interaction. The interaction between the HIV-1 CTD and a pentapeptide
derived from the H4K20me1 modified histone tail was predicted from docking simulations. The representation of the H4K20me1 pentapeptide
(pink ball-and-stick model) docked into the HIV-1 IN CTD (gray surface) is shown in (a). The 228-235 and 253-257 loops are shown in yellow and
cyan, respectively. Residues Y227, R231 and W235, represented in stick form, are highlighted in green. The model shows the K20me?1 side chain
pointing down into the V-shaped groove defined by loops 228-235 and 253-257. View of the docking model rotated 180° relative to panel A, using
the same color scheme. Predicted hydrogen bonds and hydrophobic contacts are depicted by red and blue dashed lines, respectively. Residues
interacting with the H4K20me1 pentapeptide are depicted by white sticks. Residues highlighted in green are those being mutated in this study.

At the exception of W235, they all interact with the pentapeptide as well. Point mutations were introduced at residues potentially involved in H4
tail interaction recognition and their binding to the histone H4 peptide tail was analyzed using far dot blot experiments (b, see text for details). The
binding measured with 5 pmol of enzyme is reported as the mean of three to ten independent experiments = standard deviation. The p values
were calculated by Student’s t-test and are represented as *p < 0.05 and **p < 0.005 to denote the probability of obtaining significant differences

R231G/A/H mutants showed a decrease in their overall
binding to the H4 amino-terminal tail (30, 44 and 77%,
respectively; Fig. 4b). Additionally, the binding properties
of the D232G mutant were virtually unaffected, whereas
D229G showed a global increase in H4 tail affinity. Con-
versely, the Y227A, W235A, K236A and D253H mutants
displayed a significant increase in affinity for the histone
H4 tail.

In summary, most of the designed mutations, except
the natural D232G variant, significantly affected the IN
binding to the H4 tail suggesting that the corresponding
amino-acids position modulate the IN/H4 interaction
directly or indirectly. The identified mutants were then
used to further investigate the role of the IN/H4 interac-
tion in the association with nucleosomes.

Effect of mutations affecting IN binding to H4 on the
functional interaction with nucleosomes in vitro

To avoid any biases in the analysis of the MN-binding
properties of the mutated INs due to the alteration of IN-
DNA interaction, we first evaluated their DNA-binding
properties by pull-down experiments using the naked
W601 fragment. The Y227A, W235A and K236A mutants
each showed decreased affinity for DNA (Additional
file 1: Figure S6), which correlates well with their relative
levels of in vitro integration activity. Consequently, we

excluded these enzymes from the MN interaction stud-
ies, and the mutants that showed unaffected DNA-bind-
ing capability were further analyzed for their capacity to
associate with MNss.

As shown in Fig. 5a (see detailed analysis in Additional
file 1: S6), the R231A/H mutants showed a significant
decrease in MN binding affinity, which parallels their
reduced affinity for the histone tail. The R231G mutant
also had a decreased affinity for MN, but to a lesser
extent, as a significant decrease in IN/MN binding was
detected only at NaCl concentrations above 190 mM. By
contrast, the D229G and D253H mutants, which showed
an increased affinity for the H4 histone tail, also showed
increased binding to MNs. The MN-binding capabili-
ties of the natural D232G variant were not significantly
affected. We next tested the effect of the mutations on
the catalysis of integration into nucleosomes.

In vitro integration assays were performed using the
recombinant W601 MNs used in the pull-down experiments
(Fig. 5b). Control experiments performed with the unas-
sembled W601 DNA fragment confirmed that the ability of
the mutants to catalyze integration into naked DNA was not
affected. In contrast, the R231G/A/H IN mutants exhibited a
25-60% decrease in efficiency of integration into MNs, and
the D253H mutant was 20-40% more active than the WT
enzyme. This result finely correlates with the capability of the
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Fig.5 Effect of IN/H4 mutations on the functional association between HIV-1 IN and mononucleosomes. Pull-down experiments were performed
using recombinant 601 mononucleosome (125 ng in DNA) and WT IN or mutant proteins (10 pmol) under 140-240 mM NaCl (see typical experi-
ments in Figure S5). Bound IN was detected by western blotting using a polyclonal anti-IN antibody and quantified as reported in (a) as the percent-
age of input precipitated under each condition. Integration assays were performed on MN (50 ng in DNA) immobilized on streptavidin beads with
400 nM of WT or mutated IN and 10 nM of 42 bp of a 5’-radiolabeled viral U5 end. The percentage of integrated product was measured as indicated
in materials and methods section and is shown in (b). All values are shown as the mean = standard deviation (error bars) of three to six independ-
ent sets of experiments. The p values were calculated by Student'’s t-test and are shown as *p < 0.05 and **p < 0.005 to represent the probability of
obtaining significant differences compared with the data obtained with the WT enzyme

different INs to bind the H4 tail/MNs and fully supports our
hypothesis that the binding to the tail is required for optimal
integration into MNs in vitro. Therefore, we next investi-
gated the impact of this IN/H4 interaction in a viral context.

Effect of IN/H4 mutations on viral infectivity

and integration efficiency

Retroviral vectors carrying the selected R231G/A/H and
D253H IN mutations, which modified the IN/H4 inter-
action without affecting the intrinsic IN catalytic prop-
erties, were produced, and their early replication steps
were examined. The infectivity of the mutants was com-
pared to that of WT vectors using a single-round infec-
tion assay performed in 293T cells. As shown in Fig. 6a,
the infectivity of the R231G/A/H viruses was reduced
by 20, 40 and 60% when compared with the WT virus,
respectively. By contrast, the D253H mutation showed a
40-60% increase in viral infectivity.

The replication stages affected by the mutations were
further characterized by comparing the viral DNA popu-
lation size of the mutants to that of the known catalyti-
cally inactive D116A integrase (class I mutant, Fig. 6b).
Under these conditions, viral cDNA production was
found to be unaffected in all the viruses, indicating that
there was no significant defect in the reverse transcrip-
tion step, in contrast to the results observed with RT
inhibition (AZT treatment). By contrast, the amount
of integrated viral DNA detected for the R231G/A/H
mutants was reduced by approximately 25, 60 and 80%,

respectively, with a characteristic accumulation of 2-LTR
circles over time, which is indicative of normal nuclear
import of the pre-integration complex. However, the
D253H mutant showed a 20-40% increase in the amount
of integrated DNA compared with the WT levels. This
increase was associated with a decrease in the quantity
of 2-LTR circles, indicating that the integration step was
more efficient for this mutant, as confirmed by time-
course analyses.

According to the biochemical data, one explanation for
these replication phenotypes was a change in the func-
tional association between the mutants intasomes and
the chromatine/nucleosomes. To further investigate this
hypothesis we next analyzed the chromatin structures
surrounding the integration loci.

Effect of IN/H4 mutations on genomic integration sites
selection

K562 cells were chosen because chromatin features,
including histone modifications and nucleosome posi-
tions, are well annotated in this cell line. When K562 cells
were transduced with lentiviruses carrying the D253H,
R231G, R231A and R231H IN versions, we detected a
decrease in transduction efficiency of approximately 20,
30 and 60% for the R231G/A/H mutants, respectively,
and an increase in efficiency of approximately 40% for the
D253H mutant compared with the WT enzyme (Fig. 7a
and DNA population analyzes in Additional file 1: Figure
S7). Three days post-transduction, the isolated genomic
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Fig. 6 Effects of mutations affecting the IN/H4 interaction during early steps of viral replication. HEK-293T cells were transduced with VSV-G
pseudotyped lentiviruses encoding either WT IN or the R231A/H/G or D253H IN mutants or the catalytically inactive class | D116A mutant with
or without AZT 1 uM. Viral replication was quantified based on eGFP fluorescence measured by FACS 48 h post-transduction. The data shown
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measuring the amounts of the different viral DNA species produced using qPCR. Levels of total viral DNA, integrated DNA and 2-LTR circles shown
respectively in (b) were monitored between 0 and 72 h post-transduction to check for potential defects at the steps of reverse transcription,
integration and nuclear import of the preintegration complex, respectively. The data are represented as the mean of at least three independent
experiments =+ standard deviation. The p-values were calculated by Student’s t-test and are shown as *p < 0.05 and **p < 0.005 to represent the
probability of obtaining significant differences compared with the WT data

DNA samples of the transduced cells were subjected to
integration sites library preparation and high-throughput
sequencing.

Between 4638 and 13,931 independent integration
sites were obtained and analyzed. In agreement with
previous findings [20, 21], analyses using genome-
wide histone modification data obtained from ChIP-
seq experiments performed on the chromatin of K562
cells showed that the WT insertion sites were under-
represented in heterochromatin (H3K27me3-enriched

regions) and highly associated with histone marks
characteristic of active transcription and open chro-
matin, including H3K36me3 (Additional file 1: Fig-
ure S8). We detected no significant differences in the
distribution of the integration sites of the WT and
the mutant INs in chromatin segments with various
histone marks. By contrast, the insertion sites of the
R231G/A/H mutants were more frequently localized
in intragenic regions than those of the WT and D253H
vectors (p value = 2.53E—4, 3.68E—11 and 1.68E—10,
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Fig. 7 Effect of mutations disturbing the IN/H4 tail interaction on HIV-1 integration site selectivity. K562 cells were transduced with VSV-G pseu-
dotyped lentiviruses encoding either WT IN or the R231A/H/G or D253H IN mutants. Viral replication was quantified based on eGFP fluorescence
measured by FACS 48 h post-transduction. The data obtained shown in () are expressed as the percentage of eGFP-positive cells at a MOl of 1.

The number of independent insertion sites analyzed is also reported. Position of human genes and multivariate genome segmentation data were
used to count the insertion sites of the WT and the mutant viruses in intra- and intergenic, predicted transcribed and repressed (b) regions of the
K562 genome [43]. Numbers indicate percentage values of insertion sites per condition. The color code stands for depletion or enrichment in the
number of the insertion sites compared to a random expected frequency. The p values were calculated with Fisher’s exact test between the values
of WT and the mutants,*p < 0.05 and **p < 0.005. The nucleosome density signal maps were generated from the results of mononucleosome core
DNA sequencing using micrococcal nuclease digestion (MNase-seq, [23]) performed on chromatin of K562 cells. Nucleosome occupancy scores in
windows of = 5 kb around the insertion sites is shown for WT and mutant viruses shows the mean nucleosome coverage of the nucleotides around
the insertion sites within 10 kb windows (c). The gray line depicts the mean nucleosome coverage of nucleotides around a genomic-wide set of
random loci. The overall mean nucleosome occupancy values for the & 5 kb windows around the insertion sites is shown in (d). The y axes show
the average nucleosome occupancy scores around the insertion loci of the WT and the mutant viruses in 4 kb windows around the integration sites
in K562 cells. The nucleosome occupancy values measured for random control is reported as a grey line. The p values were calculated by Student’s
t-test and are shown as **p < 0.005 to represent the probability of obtaining significant differences compared with WT data

respectively), and the R231 mutants integrated less fre-
quently in intergenic territories (p value = 1.15E—5,
3.3E—13 and 1.6E—12 for R231G, R231A and R231H,
respectively; Fig. 7b). Additionally, the R231A/H inte-
grase substitutions resulted in a significant increase
of approximately 5% in the representations of the

integrants in transcribed regions compared with those
of the WT and D253H versions (p value = 3.91E—9 and
1.67E—8, respectively). Concordantly, integration sites
of the R231A/H mutants were less frequently found in
repressed genomic territories (p value = 1.72E—20 and
3.51E—15, respectively). In these analyses, the R231G
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mutant presented an intermediate state, as its pref-
erence for intragenic regions and transcribed genes
was also affected, but to a lesser extent. Interestingly,
the D253H mutant exhibited a trend opposite to that
of the R231G/A/H mutants and showed a decreased
preference for highly transcribed genes. In summary,
we found that the R231 mutants have a stronger bias
toward actively transcribed chromatin segments than
the WT virus. Since the level of transcription is posi-
tively correlated with chromatin accessibility [22], we
next studied the nucleosome content of the chromatin
neighboring the insertion sites.

The nucleosome occupancy of the chromatin around
the insertion loci was analyzed using the results of mon-
onucleosome core DNA sequencing (MNase-seq [23])
performed on chromatin from K562 cells [22]. Similar
to previous results [6, 8], measuring nucleosome occu-
pancy in windows of + 5 kb around the insertion sites
showed that insertions of the WT vectors occurred in
nucleosome-rich chromatin and that this preference
declined toward the immediate insertion locus (Fig. 7c).
We also found a lower mean nucleosome occupancy in
the chromatin region around the R231G/A/R IN inser-
tions sites with regards to the chromatin region surround-
ing the WT insertions (Wilcoxon test, pros;g < 2.2E—16,
Prosia = 4.94E—15, pposiy = 7.78E—8; Fig. 7c, d). These
results suggest that the above vectors carrying IN/H4-dis-
rupting mutations are less biased toward nucleosome-rich
target DNA.

Since recent data suggest that residues in the HIV-1
CTD are involved in target DNA binding and recognition
[7, 16, 24], we analyzed the nucleotide composition of the
integration sites of the mutants. No major changes in the
known weak consensus sequence of target site nucleo-
tides typical of the WT IN were detected (Additional
file 1: Figure S9). These findings, together with the results
of the integration catalysis and DNA binding assays
in vitro, argue against the possibility that the altered IN/
target DNA interaction is responsible for the changes in
the insertion site patterns of the mutants.

Altogether, our findings suggest that mutations dis-
rupting the IN/H4 interaction may decrease the ability of
the mutated INto bind and functionally integrate within
nucleosomes. This would explain the shift of insertion
patterns toward more accessible, dynamic and nucleo-
some-sparse chromatin regions.

Discussion

Using multiple complementary approaches, we demon-
strated that the presence of histone tails is required for
efficient HIV-1 integration into nucleosomes. Addition-
ally, we report here that HIV-1 IN binds histone amino-
terminal tails, with a significant preference for the H4
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tail. This interaction was shown to be required for effi-
cient interaction with nucleosomes and optimal integra-
tion in vitro. Docking calculations, mutagenesis studies
and binding analyses enabled us to identify several amino
acid positions in the CTD of HIV-1 IN, more precisely in
its V-groove, that modulate the interaction between IN
and the histone tail. Analysis of the nucleosome-binding
properties of the selected mutants and their capability to
integrate into nucleosomes showed strong correlations
between their ability to bind to the H4 tail and to nucle-
osomes and their ability to catalyze efficient integration
into nucleosomes.

Functional analyses showed that mutations preventing
the IN/H4 association also reduced viral infectivity and
partly impaired the integration process. A simplest expla-
nation for this phenotype is a deficiency in the interac-
tion between IN and a cellular cofactor. Because all of
the mutated enzymes in this study were able to interact
with LEDGF/p75 (data not shown), we propose that the
loss of the interaction between IN and the histone tails,
leading to a loss of interaction with the nucleosome, was
directly responsible for the observed integration defi-
ciency. Importantly, the LEDGF/p75 IN cofactor did not
affect IN/H4 binding or its effect on MN association and
integration. This indicates that the IN/LEDGF and IN/
H4 interactions may occur simultaneously, which further
suggests the physiological role of this histone interac-
tion. This is also supported by the cellular data indicating
that mutations preventing the IN/H4 interaction redi-
rect integration into genes and more dynamic regions of
the chromatin. Recent studies have also reported muta-
tions in the CTD that redirect integration. Notably, the
R231G polymorphism showed more pronounced inte-
gration into GeneSeq genes but in less gene-dense and
transcribed regions of the host chromatin [24]. While
the redirection of this mutant into genes appears to be
consistent with our data, the difference in the preference
for less transcribed regions could result from differences
between our and the published experimental conditions.

Interestingly, the phenotype reported in our work is
reminiscent of that observed for PFV IN, which was
recently reported to bind to nucleosomes via the direct
interaction of IN with histones, namely, the H2A/H2B
dimer surface [10]. Indeed, in both cases, PFV and
HIV-1 mutants exhibiting impaired binding to MNs also
showed impaired integration and an increased preference
for transcribed genes and lower nucleosome occupancy
regions ([10] and this work, see Fig. 7). Consequently,
these data support the hypothesis that the direct binding
of retroviral INto human histones contributes to optimal
integration. Retroviral intasomes may have developed
various histone-binding mechanisms involving different
intasome organizations.
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Although several amino acid positions that modulate
the HIV-1 IN/H4 interaction, including Y227, D229,
R231, K236 and D253, have been identified, the puta-
tive histone-binding site has yet to be fully mapped using
structural approaches. Indeed, although the mutations
introduced in these positions clearly affect the associa-
tion between IN and histone H4, we cannot conclude
at this stage whether these positions are indirectly or
directly involved in the interaction. Furthermore, the
CTD has also been reported to bind target DNA (7] 33)
and reverse transcriptase [17—-19], making it difficult to
discriminate between these pleiotropic functions and
histone binding. Interestingly, the analysis of the cryopEM
structure of the HIV-1 STC intasome [16] indicated that
the histone tail binding site is accessible in the CTDs of
all assembled IN protomers (Additional file 1: Figure
$10). The CTDs of the two inner protomers contact the
host DNA and are the best candidates for histone tail
binding. This observation remains to be verified for the
two synaptic CTDs of the lentiviral maedi-visna virus
(MMV) STC intasome, whose hexadecameric 4.9 A reso-
lution cryoEM structure reflects a plausible higher mac-
romolecular assembly for HIV-1 IN [25]. Additionally,
these recent structural data also indicate that lentiviral
integration is mediated by supramolecular complexes
involving a hexadecamer of IN [16, 25]. Thus, these struc-
tures show that (1) a CTD within the catalytic protomers
can interact with both target DNA and the H4 tail and (2)
although some CTDs of the intasome are clearly engaged
with target DNA, other CTDs from other non-catalytic
protomers may be available for additional protein—pro-
tein contacts. For similar reasons, it remains difficult to
discriminate between the effect of R231 mutations on
target DNA binding, as previously reported [7, 24], and
on histone binding as reported here. However, the effect
of R231 mutations on nucleotide preferences within the
target site has been shown to be considerably lower than
that reported for analogous PFV mutations ([16] and our
own data (Additional file 1: Figure S6)). This phenotype is
better explained by the recently reported structure show-
ing a weaker interaction between the R231 HIV-1 IN
residue and target DNA compared with the homologous
R229 residue of PFV IN [10, 16]. This is also confirmed
by the results of our integration assays and DNA bind-
ing experiments reported in Additional file 1: Figures
S5 and S6 showing that the catalytic properties of these
R231 mutants are not significantly affected. Furthermore,
using DNA MCs mimicking the nucleosomal DNA cur-
vature in the absence of histones, we recently showed
that mutations in the CTD residues involved in target
DNA binding and recognition do not significantly affect
their preference for specific DNA curvatures found at the
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surface of the nucleosome [11]. These data suggest that
the change in target nucleosomal DNA selectivity previ-
ously observed in vivo [24] likely does not solely result
from a loss of target DNA structure recognition but also
results from a possible additional interaction with other
histone-like components, as reported in our work.

Our data provide also an explanation for the inhibition
of HIV-1 integration in dense chromatin templates as pre-
viously reported [6, 8]. Indeed, in these polynucleosome
templates, the H4 tail is known to interact with neighbor-
ing nucleosomes, and access to the tail can be modulated
by several processes, such as local chromatin remodeling
[26-28]. Interestingly, the integration-refractory property
of dense chromatin can be overcome by such remodeling
activity (6, 8). These data suggest that local nucleosome
remodeling could be required for efficient integration by
allowing additional protein/protein interactions between
the incoming intasome and the nucleosome, such as the
interactions between IN and histones reported herein.
Moreover, we have recently shown that local remodeling
by the FACT histone chaperone complex allows HIV-1
integration into poly-nucleosomes by generating par-
tially dissociated nucleosomes which fully supports this
hypothesis [9]. One direct effect of the chromatin remod-
eling by FACT would be thus to make accessible the H4
tails for interaction with the incoming intasomes.

Interestingly, the higher impact observed on in vitro
integration when using tail less nucleosomes in compari-
son to H4 TL constructs suggests that several tails may
act in synergy to modulate HIV-1 integration. Further
structural determination of the intasome/nucleosome
contacts by crystallography or cryo-electron microscopy;,
will be required to fully depict the role of each histone
tails as well as histone core in the integration modulation
in the context of the functional intasome/nucleosome
complex.

Conclusion

The HIV-1 IN/H4 interaction reported in our work con-
stitutes a new host/pathogen interaction important for
the functional association between the incoming intas-
omes and the targeted nucleosome. Additional cellular
processes and additional cellular protein factors, such as
the recently discovered CPSF6 protein [39], participate
also in regulating this multi-factorial mechanism. Conse-
quently, optimal retroviral integration would result from
an equilibrium being reached among efficient chromatin
targeting, nucleosome anchoring and recognition of local
DNA features. In this complex process, the interaction
between IN and the H4 histone tail reported here could
be an additional important determinant and, thus, con-
stitute a potential novel therapeutic target.
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Methods

Proteins, peptides and antibodies

Wild type (WT), mutated full-length and His-tagged
truncated HIV-1 INs were purified as previously reported
[6, 29]. GST-tagged HIV-1 IN CTD (220-288 amino-
acids) was expressed in Escherichia coli BL21 cells (DE3)
[29]. LEDGEF/p75 and IN-LEDGF complex were purified
as following the previously reported protocol [30, 31].
Polyclonal anti-HIV-1 IN antibodies were purchased
from Bioproducts MD (Middletown, MD, USA). Anti-
bodies directed against histones H3 (ab70550) and H4
(pAb61521 clone MABI 0400) were purchased from
Abcam and Active Motif (Carlsbad, CA, USA) respec-
tively. Recombinant mononucleosome assembled on 601
sequence biotinylated in 5" and the naked corresponding
sequence were purchased from TEBU-Bio or were home-
made using typical salt dialysis protocole described in
[6, 8]. We used either native human histone octamers or
tailless octamers purified in the Protein Expression and
Purification Facility (PEPF) from the Department of Bio-
chemistry and Molecular Biology, Colorado State Univer-
sity. The quality of the assembly was checked on gel shift
in 0.8% agarose gel and protein content analysis on SDS-
PAGE (see Additional file 1: Figure S1). Biotinylated pep-
tides were purchased from Eurogentech (Angers, France).

In vitro integration assays

Concerted integration assays were performed as pre-
viously reported [6] using recombinant purified IN or
IN.LEDGF/p75 complex (200 nM in IN monomers).
IN/viral DNA complex were preassembled using previ-
ously optimized conditions [6, 32] and 10 ng of donor
DNA containing the U5 viral ends (see description of the
different donors in Additional file 1: Figure S11). Preas-
sembled complexes were then incubated with 50 ng of
pBSK-derived p481 plasmid DNA in 20 mM HEPES
pH7, 15% DMSO, 8% PEG, 10 mM MgCl2, 20 uM ZnCl2,
100 mM NaCl, 10 mM DTT final concentration.

After the reaction, the resultant integration products
were deproteinized by Proteinase K treatment and phe-
nol/chloroform/isoamyl alcohol (25/24/1 v/v/v) treat-
ment before loading onto a 1% agarose gel. The gel was
then dried and submitted to autoradiography. The bands
corresponding to free substrate (S), donor/donor, linear
FSI (FSI) and circular HSI + FSI (HSI + FSI) products
were quantified. The circular FSI products were specifi-
cally quantified by cloning them into bacteria and deter-
mining the numbers of ampicillin-, kanamycin- and
tetracycline-resistant clones as percentages of the inte-
gration reaction control, which was performed using
the WT enzyme. Integration assays using recombinant
601 mononucleosomes or naked 601 DNA fragments
were performed using the same procedure, except that
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a shorter viral DNA fragment corresponding to the 42
final base pairs of the HIV-1 U5 viral ends was used (see
sequence in Additional file 1: Figure S11) and the con-
centration of IN was increased to 400 nM. Either 250 ng
of MN or 125 ng of acceptor DNA were used. Acceptor
substrates were immobilized on streptavidin-coupled
beads before reaction and the reaction products were
deproteinized as described above and the integration was
quantified by counting the remaining radioactivity bound
to magnetized beads.

Docking calculations

In all docking experiments, the fragment corresponding
to residues A210-A270 from the HIV-1 IN catalytic core
and the CTD crystal structure (PDB entry 1EX4) [15] was
used as a protein receptor. For the ligand, we used the
crystal structure of the H4K20mel pentapeptide from
the human MSL3 chromodomain complex (PDB entry
30A6) [33]. The receptor and ligand structures were pre-
pared for docking with AutoDockTools 1.5.6 [34]. Polar
hydrogen atoms were added, non-polar hydrogens were
merged, and Gasteiger partial atomic charges were com-
puted. All possible rotatable bonds were subsequently
assigned for the H4K20mel ligand molecule. In the first
set of experiments, a blind docking was performed on
the entire surface of the receptor, which was treated as
rigid, using the programs AutoDock 4.2.6 [34] and Auto-
DockVina 1.1.2 [35]. The combined docking results from
these two methods enabled us to determine a unique
consensus binding area. Second, experiments focus-
ing on this area were conducted to predict the residues
that may be involved in the binding of the ligand. To this
end, a set of 14 residue side-chains surrounding the pre-
dicted binding area was treated as flexible. AutoGrid was
used to produce grid maps that were properly centered
to encompass the area of interest, with a grid box size of
76 x 84 x 98 points and a grid spacing value of 0.264 A.
AutoDock performed a total of 1000 independent runs
with step sizes of 0.2 A for translations and 5 A for tor-
sions. The Lamarckian Genetic Algorithm was used with
a population size of 150 individuals, the maximum num-
ber of energy evaluations set to 10,000,000, the maxi-
mum number of generations set to 27,000, the maximum
number of top individuals that automatically survived set
to 1, and mutation and crossover rates of 0.02 and 0.8,
respectively. The final cluster analysis of all docked con-
formations was achieved with a cluster tolerance of 3.5A.
Finally, the top-ranked docking solutions were analyzed
with AutoDockTools.

Pull-down experiments
Recombinant purified WT, mutant HIV-1 INs or
IN.LEDGEF/p75 complex (10 pmol of IN monomers) were
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incubated with either native recombinant W601 mono-
nucleosomes, tailless MNs (250 ng, i.e., 125 ng DNA), or
the naked 601 DNA sequence (125 ng) in 10 pl interac-
tion buffer (50 mM HEPES, pH7.5; 1 pg/ml BSA; 1 mM
DTT; 0.1% Tween 20;10% glycerol; and 50-240 mM
NaCl) for 20 min on ice and then for 30 min at room tem-
perature. A 12.5 pl aliquot of DynabeadsMyOne Strepta-
vidin T1 (Invitrogen, ref. 65601) was then added to a
total volume of 300 pl interaction buffer and incubated at
room temperature for 1 h under rotation. The beads were
washed three times with 300 ul interaction buffer, and
the precipitated products were resuspended in 10 pl of
Laemmli buffer, after which they were separated on a 12%
gel via SDS-PAGE. Interacting proteins were detected by
western blot analysis using anti-HIV-1 IN and anti-his-
tone antibodies. Nucleosomal DNA was detected using
a 1% agarose gel stained with SYBR® Safe. 140-240 mM
NaCl conditions were chosen for analyzes since salt con-
centrations lower than 140 mM led to unspecific bind-
ing of HIV-1 INto the beads masking its interaction with
nucleosomes.

FAR dot blot experiments

One pl of HIV-1 IN solution (1-10 pmol) was spotted
onto a nitrocellulose membrane and dried for 1 h at room
temperature. The membrane was then saturated for 3 h
at room temperature with 5 ml of 1% BSA in PBS. After
two washes, the membrane was incubated with 1 uM of
the requisite peptide in 4 ml of PBS for 1 h at 37 °C. After
two washes with PBS, the membrane was incubated with
ExtrAvidin coupled to horseradish peroxidase (Sigma ref.
E2886 1/4000) in 4 ml of 0.3% BSA in PBS for 1 h at room
temperature. The interactions were detected by ECL
using a LAS4000 device. The far dot blots were run three
to ten times and the intensity of each spot was quantified
using Image] software.

Transduction of human cells with lentiviral vectors
HEK-293T (Human Embryonic Kidney 293 cells, labora-
tory cell line) were transduced as previously described
[36]. An optimized multiplicity of infection (MOI) of
1 was used, which resulted in 25-35% of the cells con-
taining one copy of proviral DNA as determined before.
Fluorescence was quantified 48 h post-transduction by
counting 10,000 cells on a FACSCalibur flow cytom-
eter (Becton—Dickinson, San Jose, CA, USA). HIV-1
DNA species were quantified at 24, 48 and 72 h post-
transduction as previously described [37]. The total and
integrated HIV-1 DNA levels were determined as copy
numbers per 10° cells. Integrated cDNA and 2-LTR
circles were expressed as a percentage of the total viral
DNA.
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Integration site library preparation

To remove any non-integrated viral DNA (and one-,
or two-LTR circles) per condition, 5 pg genomic DNA
(gDNA) samples isolated from K562 (human immor-
talized myelogenous leukemia cell line purchased from
ATCC company) 72 h post-transfection were subjected
to 0.6% agarose gel electrophoresis and high-molecular
gDNA was isolated from the gel using the Zymoclean™
Large Fragment DNA Recovery Kit, (Zymo Research).
The eluents were sonicated to an average of 600 bp-
long fragments in screw-cap cuvettes with the Covaris
M220 ultrasonicator with the following settings: peak
power: 50.0, duty factor: 20, cycle/burst: 200, duration:
28 s. After bead purification the DNA was end-repaired
and 5’-phosphorylated with the NEBNext End Repair
Module (New England Biolabs, (NEB)). The DNA was
prepared for ligation with NEBNextdA-Tailing Module,
(NEB) and eluted after bead purification in 10 ul water.
Ligation with double-stranded linkers (see Additional
file 1: Figure S10) was performed in 15 pl for 15 min
at room temperature using the Blunt/TA Ligase Mas-
ter Mix (NEB). After purification with 0.8 volumes of
AMPure XP beads (Beckman Coulter), the ligated DNA
was eluted in 20 pl of 10 mM Tris/HCI, pH 8.0 and the
whole DNA solution was used for multiple PCR reac-
tions to amplify the virus-gDNA junctions with the
primers SIN-HIV1 and linker primer using NEBNext
High-Fidelity 2x PCR Master Mix (NEB) with the fol-
lowing cycling conditions: 98 °C 30 s; 20 cycles of: 98 °C
105,68 °C 30's, 72 °C 30 s; 10 cycles of: 98 °C 10 s, ramp
to 63 °C 1 °C/s 30 s, 72 °C 30 s; 72 °C 3 min. The PCR
products were isolated using 1 volume of AMPure XP
beads (Beckman Coulter), eluted in 20 pl of 10 mM Tris/
HCI, pH 8.0 and 2 pl of the eluents served as template
for 5 parallel PCR reactions with the primers: SIN-HIV-
BC-N-Ill and PE-nest ind-N (where N stands for the
sequences of Illumina TrueSeq indexes, or their corre-
sponding reverse complement sequences) using the fol-
lowing cycling conditions: 98 °C 30 s; 20 cycles of: 98 °C
105,67 °C 305,72 °C 30 s; 72 °C 3 min. The 200-500 bp
size range of the indexed libraries were agarose gel-iso-
lated and mixed equimolarly for 100 base, single-end
Illumina sequencing on a HiSeq 2000 instrument using
40% PhiX DNA spike-in at Genewiz, USA.

Analysis of sequencing data

The raw reads starting with condition-specific indexes
were grouped and filtered for the presence of the virus-
specific nested primer followed by LTR sequences at
the tip of the LTR. The rest of the reads were quality-
trimmed as soon as 2 out of 5 bases had quality scores
less than a Phred score of 20. We used bowtie [38] with
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the TAPDANCE tool [39] to map the reads to the hgl9
human genome assembly in cycles with decreasing read
length of 60, 55, 50, 45, 40, 35 allowing 3, 3, 3, 2, 1, 0 mis-
matches, respectively, with the following bowtie parame-
ters in the mapping cycles: [-quiet -a -v < nu. mismatches
allowed > -m 1 —suppress 5,6,7 —f]. Any insertion site
was considered valid if there were at least 5 independ-
ent reads supporting it. All read pre-processing and fol-
low-up analyses were done in R (R Development Core
Team (2008). R: A language and environment for statis-
tical computing. R Foundation for Statistical Comput-
ing, Vienna, Austria. ISBN 3-900051-07-0, URL http://

www.R-project.org).

Analysis of insertion sites in chromatin features

Nucleosome occupancy signal datasets for K562 cells
were obtained from ENCODE [22]. Genomic coordinates
with an associated nucleosome occupancy density signal
value greater than zero were used to calculate occupancy
matrixes and to plot nucleosome densities with the geno-
mation R package [40]. BEDTools [41] and genomation
were used to analyze the representation of ISs in histone
mark distributions [42] and in chromatin state segment
datasets making use of a consensus merge of the seg-
mentations produced by the ChromHMM and Segway
software [43]. We applied the Wilcoxon test on the row-
sums of the score matrixes generated from nucleosome
occupancy datasets to check for any statistical difference
between the conditions. Fisher’s exact test was used to
calculate statistical significance between the representa-
tions of ISs of the WT and the integrase mutant viruses

within methylated histone ChIP-seq peaks.

Additional files
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Additional file 1: Figure S1. Structure of the native and tailless
mononucleosomes used in the work. The globular structure of the
nucleosomes was analyzed by loading 250 ng of native or tailless MN

on 0.8% native agarose gel run 4 h at 50V and 4 °C then stained with
SYBR®Safe 20 min. Assembled MNs migrate between 600 and 700 bp and
the naked 601 DNA fragment at 147 bp. Figure S2. A. Effect of LEDGF/
p75 on HIV-1 integration in vitro. Integration assay was performed as done
in Fig. 2 using naked 601 DNA coupled to magnetic beads and increasing
concentration of LEDGF in the presence or absence of PEG and DMSO.

B. Integration activity catalyzed by IN and IN/LEDGF complex on native
or tail less nucleosomes in the absence of PEG and DMSO. Integration
assay was performed as done in Fig. 2 using native or tail less nucle-
osomes coupled to magnetic beads and either IN or IN/LEDGF complex.
All values are shown as the mean = standard deviation (error bars) of
three independent sets of experiments. The p values were calculated by
Student’s t test and are shown as *p < 0.05 to represent the probability
of obtaining significant differences compared with the data obtained
with the native MNs control. Figure $3. Sequence of the peptide tails
used in the work. Figure S4. FAR dot-blot analysis of the interactions
between HIV-1 IN and peptides derived from histone 4 amino-terminal
tails. The associations between IN and unmodified H4, or modified H4
peptides were evaluated using a far dot blot approach as described in
the "Methods" section using 1 pl of 2.5 pmol of recombinant IN spotted

onto a nitrocellulose membrane and 1 uM of peptides. The far dot blots
were run three to ten times and the intensity of each spot was quantified
using ImageJ software. The results are reported as the mean of the experi-
ments =+ standard deviation. Figure S5. In vitro integration activities

of wild type and mutant integrases. A concerted integration assay was
performed using 200 nM of different enzymes which were purified using
a similar procedure, in addition to 10 ng of donor DNA and 50 ng of pBSK-
derived p481 plasmid DNA. The reaction products were loaded onto 1%
agarose gels and a representative set of experiments is shown in (A). The
positions and structures of the donor substrate and the different half-site
(HS), full-site (FSI) and donor/donor integration (d/d) products are shown.
Quantification of the total integration is shown in (B) as a percentage of
WT activity. The circular FSI products were quantified by cloning them into
bacteria and are shown in (C) as the numbers of ampicillin-, kanamy-

cin- and tetracycline-resistant clones as percentages of the integration
reaction control performed using the WT enzyme. All values are shown

as the mean = standard deviation (error bars) of at least three independ-
ent sets of experiments. The p-values were calculated by Student’s t-test
and are shown as *p < 0.05 and **p < 0.005 to represent the probability
of obtaining significant differences compared with WT data set at 100%.
Figure $6. HIV-1 IN and mononucleosome pull-down experiment. Naked
147 bp 601 DNA sequence or MN assembled on this fragment were

used (structure of the naked and assembled 601 DNA is reported in the
gel shift experiment shown in Figure S1. WT IN was efficiently pulled
down using a biotinylated naked 601 DNA fragment (left panel) or 601
mononucleosomes assembled on the same DNA (right panel) immobi-
lized on streptavidin beads using 140-240 mM of NaCl (A). Experiments
were performed using different mutated enzymes. Each pull-down was
run three to six times and the intensity of each band was quantified using
Image) software. The results obtained with naked DNA are reported as the
mean of the experiments =+ standard deviation in (B). The p values were
calculated by Student’s t-test and are shown as *p < 0.05 and **p < 0.005
to represent the probability of obtaining significant differences compared
with the WT data in each condition. Figure S7. Time course analysis of
the early steps of replication of wild type and mutants viral vectors in K562
cells. K562 cells were transduced with VSV-G pseudotyped lentiviruses
encoding either WT IN or the R231A/H/G or D253H IN mutants. The
replication steps affected by the mutations were determined by measur-
ing the amounts of the different viral DNA species produced using gPCR.
Levels of total viral DNA, integrated DNA and 2-LTR were monitored
between 0 and 72 h post-transduction to check for potential defects at
the steps of reverse transcription, integration and nuclear import of the
preintegration complex. The data are represented as the mean of at least
three independent experiments + standard deviation. The p-values were
calculated by Student’s t-test and are shown as *p < 0.05 and **p < 0.005
to represent the probability of obtaining significant differences compared
with the WT data. Figure S8. Effect of mutations affecting the IN/H4 tail
interaction on HIV-1 integration site selectivity. Integration sites of the WT
and the mutant viruses were annotated in signal peaks of ChIP-seq experi-
ments for genome-wide histone modifications in K562 cells. Numbers
indicate percentage values of insertion sites per condition. The p values
were calculated with Fisher's exact test between the values of WT and

the mutants,*p < 0.05 and **p < 0.005. Figure $S9. Consensus sequences
directly neighboring insertion sites of pseudoviral vectors carrying IN/

H4 mutations. The target DNA consensus diagrams were generated with
the seglogo package in R. The triangles show the insertion sites. The
relative height of individual bases at each position is proportional to the
frequency of the base at that position. Figure $10. Superimposition of
the HIV-1 IN CTD-H4K20me1 docking model with the structure of the
tetrameric HIV-1 strand transfer complex intasome (PDB entry 5U1C). The
model is presented in magenta cartoon representation with the docked
H4K20me1 pentapeptide highlighted in green. The CTDs of the two inner
protomers contacting the host DNA (colored in gold) are depicted in
salmon and cyan. The grey cartoon corresponds to the rest of the HIV-1
strand transfer complex structure. Figure $11. Sequence of the viral DNA
donors used in concerted integration assays. For concerted integration

on MNs the two HIV1_US (+) and HIV1_US (-) (A) were hybridized and the
resulting 42/40 bp hybrid was radiolabeled in 5" with T4 DNA kinase. For
concerted integration on naked DNA plasmid we used the 246 bp DNA
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fragment shown in (B) generated by PCR on a pUC19 supF. After purifica-
tion the fragment was radiolabeled in 5" with T4 DNA kinase. Sequence of
oligonucleotides used for integration selectivity analyses (C).

Additional file 2. List of insertion sites of all the tested conditions. Raw
sequencing reads are available upon request.
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Figure 45 : Influence des queues d’histones sur I'interaction IN-MN in vitro. (a) Interaction entre I'IN
et les différentes constructions de MN (TL = tail less) biotinylés par pull down a 240mM NaCl et la
guantification de l'interaction en (b). Les écarts types ont été calculés avec un test t de Student et
représentés par * p<0,05 sur au moins trois expériences indépendantes.
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Partie 2 : Caractérisation biochimique de
I’'interaction IN-H4 au cours de l'intégration

Ce travail a mené a un article en premier auteur qui est en cours de soumission : « Human H4 aminoterminal
tail stimulates HIV-1 integration through structural changes in the carboxyterminal domain of integrase »
Mauro et al.

1 Contexte scientifique et objectifs

Grace a l'utilisation de vecteurs lentiviraux exprimant une intégrase altérée pour
I'interaction avec la queue d’histone H4, nous avons pu mettre en évidence I'importance de
cette interaction pour que I'intégration du VIH-1 se fasse de maniére optimale dans les cellules
(voir partie précédente). Cette interaction semble influer a la fois sur I'efficacité et la
sélectivité de I'intégration. Bien que l'effet sur la sélectivité soit modéré, le mutant R231H
présente une infectivité réduite d’environ 60% dans notre systeme, soulignant ainsi
I'importance de cette interaction pour une intégration optimale. De plus, I'interaction de ce
mutant avec la queue d’histone n’est pas complétement abolie, ce qui suggére que l'effet
observé sur l'inhibition de l'intégration dans les cellules peut encore étre amplifié, par
I'identification de mutations réduisant encore davantage l'interaction avec la queue d’histone
H4 ou méme I'utilisation de molécules bloquant I'interaction de ces deux partenaires (ce point
constitue le dernier axe du projet). Mais pour développer cette stratégie, nous devions
d’abord mieux caractériser le réle de cette interaction au cours de I'intégration.

2 Effet des queues d’histones sur I'ancrage et I'intégration du VIH sur
MN

Afin de corréler les résultats obtenus par Maskell et al. pour PFV avec nos observations
pour VIH, nous avons cherché a savoir si la queue d’histone H4 était importante pour I'ancrage
de I'IN au nucléosome. Pour cela, nous avons réalisé des pull down avec de I'IN recombinante
et différentes constructions de mononucléosomes biotinylés assemblées au laboratoire
auxquels il manque une des queues d’histones. Comme on peut le voir en Figure 45, I'IN n’a
pas la méme affinité pour ces différentes constructions, en particulier pour le

157



MN biotinylé

'7 W @

~A( ®oe
« V/a\Y
S

IN ADNv marqué b
Billes magnétiques radioactivement
couplées a la streptavidine 70 -

l 60 -
50 H

R £ ]
Non retenu = 30 A I
/ ADNV non intégré £ 20
10 4
0 -

\ ./' H4TL H3 TL H2ATL H2B TL

Retenu =

Intégration (%)

Magnétisation

ADNVv intégré
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d’intégration utilisé pour quantifier I'influence des queues d’histones sur l'intégration. Les MN TL (tail
less) assemblés avec la séquence d’ADN 601 biotinylée est incubé avec un ADN donneur court HU5. A
I'issu de la réaction les produits intégrés et non intégrés sont séparés par magnétisation et la
radioactivité est quantifiée. (b) Quantification des tests d’intégration réalisés sur les différentes
constructions de MN. Les écarts types ont été calculés avec un test t de Student et représentés par *
p<0,05 sur au moins trois expériences indépendantes.
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mononucléosome délété de la queue d’histone H4 pour laquelle I'IN perd plus de 60%
d’interaction dans ces conditions par rapport a un mononucléosome natif (Figure 45b). La
délétion des autres queues d’histones ne semble pas impacter sur I'affinité de I'IN pour le
nucléosome, suggérant que la queue d’histone H4 puisse étre requise pour un ancrage optimal
de I'IN sur le nucléosome. Afin d’évaluer I'impact des queues d’histones sur des complexes
d’intégration fonctionnels, des tests d’intégration concertés ont été réalisés sur les différentes
constructions de mononucléosomes utilisées précédemment.

Pour quantifier I'impact des queues d’histones sur I'intégration in vitro, nous avons
réalisé un test d’intégration avec I'IN du VIH-1 et les différentes constructions de MN
biotinylés qui sont délétés pour une queue d’histone. A I'issue de la réaction les produits ont
été séparés grace a l'interaction des MN biotinylés avec les billes couplées a la streptavidine
et magnétisation (Figure 46a). Ainsi, la quantification de la radioactivité de la fraction retenue
sur les billes mesure la quantité des produits d’intégration qui ont eu lieu sur du MN. Cette
guantification corréle avec les résultats d’interaction obtenus précédemment. Ainsi, seul le
mononucléosome pour lequel il manque la queue d’histone H4 est un moins bon substrat
d’intégration (Figure 46b) car I'intégration est réduite d’environ 30% sur ce substrat, alors que
I’'absence des autres queues d’histones n’a pas d’impact significatif.

Ces données confirment que la queue d’histone H4 est importante pour l'interaction
optimale de I'IN avec le nucléosome ainsi que pour I'intégration in vitro. Pour décortiquer plus
en détails I'effet des queues d’histones sur I'intégration in vitro, nous avons pour la suite de
I’étude utilisé des peptides qui sont issus des différentes queues d’histones H2A, H2B, H3 et
H4 afin de les ajouter dans des test d’intégration concertée et de voir leur impact sur
I'intégration. Parmi ces peptides histones nous utiliseront plusieurs variants de la queue H4
avec divers degrés de méthylation au niveau de la lysine 20 (H4, H4K20me1, H4K20me2 et
H4K20me3) car nous avions observé que ces peptides n’avaient pas tous la méme affinité pour
I'IN (Figure 32b).

3 Impact de l'interaction IN-queue d’histone H4 sur I'intégration in
vitro

Comme on peut le voir en Figure 47, I'addition du peptide H4K20me1l (résidus 11 a 23
de la queue d’histone H4), stimule fortement l'intégration du VIH-1 (environ 3 fois plus
d’activité a I'optimum de stimulation) sur ADN nu. Les peptides dérivés des autres queues
d’histones (H2A, H2B et H3) ont été utilisés comme contréles négatifs (nous n’avons pas
observé d’interaction de ces peptides avec I'IN du VIH) et de spécificité. Dans ces conditions,
seul le peptide H4K20me1 est capable de stimuler I'intégration, et nous n’avons pas observé
d’effet significatif des autres peptides. Ces résultats montrent que la stimulation induite par
le peptide H4 est spécifique de cette queue d’histone et semble dépendante de I'interaction
du peptide avec I'IN. Pour confirmer cette hypothése, et parce que les peptides sont riches en
charges positives (ce qui pourrait interférer avec I'interaction de I’ADN chargé négativement)
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nous avons généré un peptide « scramble » de méme taille, de méme charge globale et de
méme composition que le peptide H4 mais dont la séquence primaire a été mélangée
aléatoirement. L'addition de ce peptide scramble dans le test d’intégration n’a pas affecté la
catalyse (Figure 47b) soulignant une fois de plus que la stimulation est spécifique de la queue
d’histone H4K20mel et est probablement reliée a I'interaction IN-peptide.

Pour confirmer cette hypothése, nous avons mis a profit I'utilisation des différents
outils que nous avions développés et caractérisés précédemment, a savoir le fait que
I'interaction peut étre modulée par |'utilisation des différentes formes méthylées de H4K20
ou méme l'utilisation des mutants dont I'interaction avec le peptide H4K20me1l a été décrite
dans I'axe précédent. Ainsi, nous avons pu voir que I'addition des peptides avec divers degrés
de méthylation n’affectait pas la stimulation d’intégration de la méme maniére (Figure 48a).
L'ampleur de la stimulation est en effet dépendante de la capacité du peptide a interagir avec
I'IN (e.g. les H4K20mel et H4K20meO qui interagissent mieux avec I'IN que les H4K20me2 et
H4K20me3 stimulent d’avantage l'intégration comparé a ces derniers). La méme tendance a
été observée pour le comportement du mutant R231H qui interagit moins avec la queue
H4K20mel par rapport a I'enzyme sauvage, la stimulation est alors plus faible que pour
I’enzyme non mutée (Figure 48b). Dans le cas du mutant D253H dont l'interaction avec la
gueue d’histone est meilleure, I'ajout du peptide stimule I'intégration autant que pour I'IN
sauvage. Ces observations semblent confirmer notre hypothése selon laquelle la stimulation
de l'intégration semble étroitement liée a la capacité d’interaction entre I'IN du VIH et la
queue d’histone H4.

Nous avons par la suite évalué la spécificité de cette stimulation sur différentes
intégrases rétrovirales afin de voir si le peptide H4K20me1 pouvait avoir un effet sur d’autres
enzymes que celle du VIH. Les intégrases de PFV (prototype foamy virus, spumavirus), de RAV
(rous associated virus, alpharetrovirus) et de MVV (maedi visna virus, lentivirus) ont donc été
testées dans le test d’intégration concertée in vitro en présence du peptide H4K20mel.
Comme on peut le voir en Figure 49, ni I'IN de RAV ni celle de PFV ne sont stimulées par I'ajout
du peptide H4K20mel. En revanche I'IN de MVV, qui appartient également au genre lentiviral,
est aussi stimulée par la queue d’histone H4 bien que plus faiblement que celle du VIH (environ
deux fois plus d’activité a I'optimum de stimulation pour MVV contre trois fois plus pour VIH
comparé a l'activité basale). Bien que nous n’ayons pas évalué la capacité d’interaction de I'IN
de MVV avec le peptide histone H4, il semble cependant qu’il y ait une corrélation entre
capacité d’interaction du peptide avec I'IN et capacité a stimuler I'intégration. Bien que cela
nécessite de tester et de caractériser d’autres intégrases lentivirales, au vu de ces résultats, il
n’est pas exclu que I'implication de la queue d’histone H4 dans l'intégration soit spécifique
et/ou conservée au sein du groupe des lentivirus.

En analysant de plus prés I'effet du peptide H4K20me1l sur I'intégration du VIH in vitro,
on remarque que le peptide stimule particulierement I'hétérointégration par rapport a
I'autointégration (Figure 47a et quantification des différentes formes en Figure 50a). Ceci
suggere que le peptide agit sur des complexes de transfert de brin qui vont catalyser
préférentiellement de I’hétérointégration. Dans ce test d’intégration in vitro, la forme qui se
rapproche le plus d’'une intégration physiologique telle gu’elle est attendue dans la cellule
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différents peptides histones. Ces résultats ont été réalisés sur au moins trois expériences
indépendantes.
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est I'intégration full site circulaire (compléte) résultant de I'intégration concertée d’'un ADN
donneur dans le plasmide receveur. Malheureusement elle n’est pas quantifiable directement
avec le test d’intégration in vitro car ces produits migrent a la méme taille que les produits
d’intégration half site circulaires (intégration incompléte d’une seule extrémité virale). Il est
cependant possible de cloner les produits d’intégration circulaires issus du test d’intégration
in vitro (qui est ici réalisé avec un ADN donneur non radiomarqué), dans des bactéries et ainsi
de quantifier le nombre de clones résistants a divers antibiotiques en présence du peptide ou
non. Le résultat des clonages en présence des différentes queues d’histone est présenté en
Figure 50b, on voit que I'ajout du peptide H4K20mel augmente le nombre de clones (et donc
la proportion d’événements d’intégration full site circulaires) et que cet effet est spécifique
du peptide dérivé de cette queue d’histone. Bien qu’on ne sache pas pour le moment si des
intasomes catalysant des événements full site présentent des différences structurales par
rapport a des intasomes qui eux catalysent de l'intégration half site in vitro, il semble
néanmoins que le peptide agisse trés majoritairement sur les complexes de transfert de brin
qui vont catalyser de I'intégration physiologique full site. De plus, le séquencage des sites
d’intégration montre un enrichissement en produits contenant une duplication de 5 paires de
bases au niveau de I’ADN cible (Figure 50c), qui est la duplication retrouvée normalement
pour le VIH. L'ensemble de ces résultats semble indiquer que la stimulation induite par le
peptide s’exerce préférentiellement sur la capture de I'ADN cible, étant donné que
I’"hétérointégration est favorisée par rapport a I'autointégration et que la différence majeure
entre les complexes de transfert de brin qui catalysent ces produits est la nature de I’ADN
cible. Pour continuer de décortiquer 'effet du peptide sur I'intégration, nous avons ensuite
testé son effet sur les différentes étapes de I'intégration : le 3’ processing et le transfert de
brin.

4 Etude in vitro du mécanisme d’action du peptide histone H4

4.1 Effet du peptide histone H4 sur le processing et |le transfert de brin

Afin de voir si le peptide H4K20mel a un effet sur une des étapes catalytiques de
I'intégration (3’ processing et transfert de brin) nous avons dans un premier temps ajouté la
gueue d’histone dans un test de 3’ processing (Figure 51a). Dans ces conditions, aucun effet
du peptide n’a été observé pour cette étape. Méme conclusion pour |'effet de la queue
d’histone sur le test de transfert de brin (Figure 51c). Ce résultat est surprenant car nous nous
attendions a voir un effet sur au moins une des deux étapes, étant donné que les tests de
3’processing et de transfert de brin ont été réalisés dans les mémes conditions réactionnelles
gue le test d’intégration concertée. La différence majeure entre ces tests est la longueur et la
nature des substrats ADN : pour le test d’intégration concertée, I’ADN donneur mesure 247pb
et a le choix de s’intégrer soit dans un plasmide de plusieurs kb soit dans un autre donneur.
Pour catalyser la réaction de processing, I'IN n’a pas besoin de plus d’ADN que les 21pb
contenues dans le substrat de processing, donc a priori la réaction se fait de la méme maniere

163



a b

IN (400nM) - + + o+ o+ o+ o+ o+

H4K20mel (pM) - - 02 04 08 16 3,2 64
140 -

120 -
100 - T ®
80 - I l

60 - l

40

H4K20mel)

19bp L 2 T T T X T J

3'processing (% of ctrl w/o

0 02 04 08 16 32 64
H4K20mel (uM)

o

IN (400nM) - + + + o+ + 4+ +
H4K20me1l (uM) - - 02 04 08 16 3,2 6,4

140 A
120 - T
100 i ?
80 ¢

60
40
20

—

—

Strand Transfer (% of ctrl w/o
H4K20mel)

0 02 04 08 16 32 64

19bp H4K20mel (uM)

Figure 51 : Effet du peptide histone H4K20me1l sur le processing et le transfert de brin. (a) et (b) Effet
du peptide histone H4K20me1l sur la réaction de 3’ processing. (c) et (d) Effet du peptide histone
H4K20mel sur la réaction de transfert de brin. Ces résultats ont été réalisés sur au moins trois
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gue dans le test d’intégration concertée. En revanche pour le test de transfert de brin, I'IN n’a
pas d’autres choix que d’intégrer ’ADN donneur dans le fragment d’ADN de 19pb, ce qui mime
une réaction d’autointégration plus que d’hétérointégration, or nous avons observé
précédemment que le peptide n’avait que peu d’effet sur I'autointégration dans le test
d’intégration concertée. Ainsi ces données montrent que le peptide n’a pas d’effet sur le
processing ni sur le transfert de brin dans ces conditions.

4.2 Effet du peptide histone H4 sur des intasomes

Il semblerait pour le moment que I'effet stimulateur du peptide H4K20me1 soit d( a
un effet sur la capture de I’ADN cible et/ou sur I’étape de transfert de brin. Pour confirmer ces
hypothéses, nous avons testé le peptide sur I'intégration in vitro en utilisant cette fois-ci des
intasomes purifiés. Ceci nous permet de nous affranchir d’un potentiel effet du peptide sur
I’'assemblage de I'intasome et sur le processing (les ODN utilisés pour I'assemblage sont déja
processés), ainsi seuls la capture de I’ADN cible et le transfert de brin sont observés dans ce
test. Pour cela, nous avons assemblé de I'intasome MVV et non du VIH car nous ne savons pas
assembler d’intasome VIH actuellement. Il y a tout de méme des conditions décrites basées
sur une construction de I'IN fusionnée au domaine Sso7d qui augmente drastiquement la
solubilité de I’enzyme®!. Etant donné que I'IN est modifiée, il n’est pas exclu que les intasomes
résultant de cette construction ne reflétent pas la physiologie de I'intasome VIH qui serait
normalement attendue, cependant il serait intéressant de tester I'effet de la queue d’histone
H4 sur cette construction. L'intasome de MVV est une bonne alternative a ces contraintes car
les conditions d’assemblage de cet intasome lentiviral sont décrites®® et que l'intégrase
recombinante de MVV est stimulée par le peptide dans le test d’intégration concertée. Nous
avons également purifié de I'intasome PFV en tant que contr6le négatif car I'IN recombinante
de PFV n’est pas stimulée par la queue d’histone. Les intasomes ont été assemblés et purifiés
par gel filtration (Figure 52a et b). Les fractions correspondant au pic de l'intasome ont été
isolées et utilisées pour un test d’intégration in vitro sur plasmide (Figure 52c) pour contréler
leur activité. On peut voir que ces intasomes sont tres actifs sur plasmide: la bande
correspondant a de l'intégration full site (FSI product, qui migre a la taille attendue du
plasmide linéarisé) apparait a des temps trés courts. On peut méme observer un « smear »,
qui est la résultante de plusieurs intégrations full site dans le plasmide. Comme le montre la
guantification du produit full site (Figure 52d), 'ajout du peptide H4K20mel stimule
I'intégration de I'intasome MVV (d’environ 40% a I'optimum de stimulation), ce qui est proche
de I'amplitude de stimulation observée avec I'IN recombinante, alors que nous n’avons
observé aucun effet sur I'intasome PFV. Ces résultats montrent que le peptide peut stimuler
des intasomes déja formés et suggerent que cette stimulation est liée a la formation des
complexes de transfert de brin médiée par l'interaction IN-H4, c’est la raison pour laquelle
nous avons ensuite testé I'effet du peptide H4 sur I'association IN-ADN cible.
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4.3 Effet du peptide histone H4 sur la capture de ’ADN

Pour évaluer I'effet du peptide sur I'association entre I'IN et ’ADN cible, nous avons
utilisé le fragment d’ADN biotinylé 601 (séquence de 147pb servant a I'assemblage des
mononucléosomes, qui mime donc un ADN cible) que nous avons fixé sur des billes
magnétiques couplées a la stréptavidine. Nous évaluons ensuite la quantité d’IN
recombinante du VIH fixée sur I’ADN en présence ou non du peptide H4K20mel par western
blot anti intégrase. Comme on peut le voir en Figure 53a, I'ajout du peptide dérivé de la queue
d’histone H4 permet d’augmenter la quantité d’IN du VIH retenue sur I’ADN 601. A nouveau
nous avons utilisé I'IN de PFV en tant que contrdle négatif (car I'intégration de PFV n’est pas
stimulée par le peptide), et nous n’avons pas observé d’effet du peptide pour cette IN. A ce
stade, il semblerait que I’hypothése selon laquelle le peptide permet de stimuler I'intégration
par modulation de I'association IN-ADN cible soit plausible, cependant ces expériences ont été
réalisées avec de I'IN recombinante et non des intasomes (il n’existe pas pour le moment
d’anticorps contre I'IN MVV), il n’est ainsi pas exclu que ce que nous avons observé ici ne
refléte pas ce que nous aurions eu avec des intasomes, car les contacts IN-ADN ne sont pas
forcément les mémes. Cependant, nous avons également réalisé ces expériences de pull down
avec un ADN court HUS utilisé comme ADN donneur dans les tests d’intégration sur MN, et
dans ce cas-1a, nous n’avons pas observé d’effet significatif du peptide sur la quantité d’IN
retenue sur cet ADN (Figure 53c). Il semble donc que le peptide augmente I'affinité de I'IN
pour 'ADN en favorisant certains contacts uniquement, car les contacts impliqués dans
I'interaction avec le LTR ne semblent pas affectés par la queue d’histone (voir pull down avec
I’ADN HUS5). Cette observation est concordante avec les résultats concernant les intasomes ou
nous avions vu que le peptide pouvait stimuler un intasome déja formé, en
augmentant/favorisant potentiellement son interaction avec I’ADN cible.

4.4 Effet du peptide histone H4 sur I'oligomérisation de I'IN

Il n"est pas exclu que le peptide puisse également avoir un effet additionnel sur
I'assemblage méme de l'intasome, et donc sur l'oligomérisation de I'IN. Par ailleurs,
I'oligomérisation de I'IN et I'interaction a ’ADN sont étroitement liés, comme nous venons
de voir que le peptide histone augmentait I'interaction de I'IN a I’ADN, il est possible qu’il
puisse également avoir un effet sur I'oligomérisation. Pour vérifier cela nous avons réalisé
des pontages chimiques sur I'IN au BS3 en présence ou non des peptides dérivés des queues
d’histones. Comme présenté en Figure 54a, on peut voir que le peptide dérivé de la queue
d’histone H4 induit une oligomérisation de I'IN visible par I'augmentation des formes
correspondantes aux dimeéres, tétrameéres et formes de plus haut poids moléculaires. Cet
effet oligomérisant du peptide H4 n’a pas été observé pour I'IN de PFV (utilisée en contrdle
négatif car elle n’interagit pas avec le peptide H4) (Figure 54b). Pour s’assurer de la spécificité
de I'effet observé, les autres peptides issus des autres queues d’histones H2A, H2B et H3 ont
également été testés, mais seul H4 est capable d’induire une oligomérisation de I'IN du VIH
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dans ces conditions (Figure 54d). Il semble que cet effet soit a nouveau dépendant de
I'interaction entre I'IN et le peptide. A ce stade nous ne savons pas si le peptide H4 induit
vraiment une oligomérisation compatible avec le degrés d’oligomérisation des intasomes ou
s’il induit une agrégation anarchique de I'IN. Nous pensons que la deuxieme hypotheése peut
étre écartée car si le peptide avait un tel effet délétére sur I'IN, nous n’aurions probablement
pas observé une stimulation de l'intégration concertée d’une telle ampleur (Figure 47). Pour
essayer de valider l'autre hypothese et montrer que ces oligomeres sont actifs pour
I'intégration in vitro (et que peut étre une espéce oligomérique est plus active qu’une autre),
nous avons voulu adopter une stratégie similaire a celle utilisée par Faure et al., 2005 ou il
a été montré qu’il fallait au minimum un tétramere d’IN pour catalyser de l'intégration
concertée in vitro. La stratégie consiste a ponter I'IN en présence du peptide H4, de purifier
indépendamment les différents oligomeres et de les tester en intégration concertée in vitro.
Malheureusement dans ces conditions de pontage, nous n’avons pas réussi a obtenir de
I'activité quand I'IN était pontée et la purification des différentes especes a ainsi été
abandonnée.

5 Etude Structurale de I'effet du peptide H4 sur I'IN

L'ensemble de nos données (stimulation de l'intégration, interaction avec I’ADN,
oligomérisation...) suggére que |'association du peptide H4 avec I'IN puisse entrainer des
réarrangements structuraux de I'IN par son interaction avec le CTD. Pour identifier un
potentiel effet du peptide sur la structuration de I'IN, nous avons entrepris une étude
structurale par RMN de l'interaction entre le CTD de I'IN (1220-D270) du VIH et le peptide
histone H4, en collaboration avec les Dr M.Ruff (IGBMC, Strasbourg) et S.Bouaziz (Laboratoire
de Cristallographie et RMN Biologiques, Paris). Le spectre SOFAST-HMQC réalisé avec le CTD
seul (sans peptide) montre que la protéine est parfaitement structurée avec des pics de
résonnance de 1H et 15N entre 6,7 et 10 ppm et entre 104 et 130 ppm respectivement,
validant les conditions utilisées (Figure 55a).

En présence du peptide H4K20mel, le CTD de I'IN est déstructuré, visible par le
regroupement de résonnances HN autour de 8 ppm (visible dans le cadre rouge, Figure 55b),
caractéristique des protéines dépliées. Le peptide H4K20mel semble déstabiliser ce domaine
provoquant une déstructuration du CTD, mais d’apres le spectre, il semble également y avoir
un autre effet, visible par la largeur des pics en haut du cadre rouge qui peuvent correspondre
soit a un effet d’oligomérisation du CTD ou soit a des échanges intermédiaires entre
différentes conformations du CTD ou des oligomeéres différents. Cependant il semble
également qu’une petite fraction de la protéine reste structurée dans la méme conformation
gu’en absence de peptide (cadre vert), visible par les pics parfaitement superposables entre
les spectres réalisés avec le CTD seul ou CTD + peptide (Figure 55c).
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Ces données confirment que le peptide H4K20mel interagit avec le CTD de I'IN et qu’il
est capable d’induire sa déstructuration aboutissant a un effet oligomérisant qui corréele assez
bien avec les données de pontages chimiques réalisés sur I'IN entiére. Des expériences de
RMN supplémentaires entre le CTD de I'IN et le peptide H4 sont nécessaires, en particulier en
utilisant des concentrations croissantes de peptide de maniere a effectuer une titration et
observer une modification progressive du spectre pour identifier les acides aminés impliqués
au cours de cette titration.

6 Conclusion et discussion

L'objectif de cette partie de I'étude était de mieux comprendre le mécanisme
moléculaire mis en jeu lors de l'interaction de la queue d’histone H4 avec I'intasome du VIH
pendant le processus d’intégration. La résolution de la structure Cryo-EM du complexe
intasome de PFV-nucléosome a permis la mise en évidence de contacts directs entre
I'intasome de PFV et la queue d’histone H2A. Cette étude a montré que cette interaction est
importante pour I'intégration de PFV in vitro et in cellulo car elle est requise pour I'ancrage
optimal de l'intasome sur son nucléosome substrat. Basé sur ces résultats, nous avons
également investigué si la queue d’histone H4 pouvait avoir un réle similaire pour I'IN du VIH.

Par diverses approches in vitro, nous avons pu observer que la queue d’histone H4
présente sur les nucléosomes était importante pour I'intégration et I'ancrage optimal du VIH
sur des mononucléosomes. Par la suite, I'utilisation des peptides isolés dérivés des queues
d’histones nous a permis de mettre en évidence que celui dérivé de la queue d’histone
H4K20mel pouvait stimuler I'intégration du VIH et de MVV. Cette stimulation semble
dépendante de l'interaction entre le peptide H4K20me1l et I'IN, car a chaque fois que cette
interaction était modifiée (utilisation des variants de méthylation de H4K20mel ou des
mutants d’IN) I'ampleur de la stimulation était également modifiée. De maniére intéressante,
I'effet stimulateur semble spécifique de la queue d’histone H4 et de I'intégrase VIH (ainsi que
MVV). En effet, les contréles de peptides autres que H4 ou d’'IN de différents rétrovirus
n’interagissant pas entre eux ne sont pas stimulés. Cependant, nous utilisons un peptide d’une
dizaine d’acides aminés pour mimer une queue d’histone qui en fait plusieurs dizaines, ces
peptides sont trés chargés positivement et il n’est pas exclu qu’ils interagissent non
spécifiquement avec a la fois I'IN et/ou I’ADN la ou dans la cellule I'interaction se ferait
spécifiguement dans une région de la protéine. Un autre facteur qui peut étre limitant, est
gue nous utilisons de I'IN recombinante dans les tests d’intégration concertée et de pull down
alors que dans la cellule, c’est de I'intasome qui arrive au contact du nucléosome. Il n’est pas
exclu que le comportement d’un intasome par rapport a la queue d’histone H4 soit différent
de I'IN recombinante, malheureusement nous n’avons pas pu examiner cela en détails a cause
des contraintes techniques que pose I'assemblage de I'intasome du VIH. Nous avons tout de
méme pu voir qu’avec un intasome MVV, le peptide était capable de stimuler ce complexe.
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Figure 55 : Effet du peptide histone H4K20me1l sur la structure du CTD de I'IN du VIH. Spectres RMN
du CTD de I'IN (résidus 220-270) seul (a) ou du CTD et du peptide histone H4K20mel (b). Le cadre
rouge indique la région du CTD qui est déstructurée par le peptide et le cadre vert la région qui reste
structurée de la méme fagon qu’en absence du peptide. (c) Superposition des deux spectres RMN (a)
en bleu et (b) en rouge.
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L'importance de cette stimulation durant le processus d’intégration dans les cellules
infectées reste a étre pleinement investiguée. Cependant, la baisse de réplication et de
I'intégration observée en cellules avec les mutants de I'IN altérés pour leur interaction avec la
gueue d’histone H4, supporte le fait que cette queue d’histone soit impliquée dans des
conditions physiologiques d’infection. L'implication de cette interaction IN- queue d’histone
sur la réplication indique qu’il pourrait y avoir un intérét a développer une stratégie antivirale
en ciblant cette interaction, afin d’inhiber l'intégration du virus. De plus, I'effet non
négligeable du peptide a promouvoir la formation de complexes d’intégration trés actifs fait
de ce peptide un bon outil pour des études structure/fonction visant a déterminer le
mécanisme par lequel ces complexes se forment ainsi qu’a la résolution de ces structures. En
effet, les données de RMN du CTD de I'IN réalisées en présence du peptide H4K20mel
montrent que le peptide est capable d’induire des changements structuraux de ce domaine
et que par conséquent, le CTD peut adopter différentes conformations qui dépendent de son
interaction avec un partenaire.

Basé sur ces données nous proposons un modele faisant intervenir la queue d’histone
H4 lors du processus d’intégration du VIH dans la cellule (Figure 56) : une fois I'intasome arrivé
sur son site d’intégration, il va dans un premier temps s’ancrer au nucléosome grace a des
interactions avec I’ADN nucléosomal et la queue d’histone H4. Ensuite, des changements
structuraux vont opérer dans lI'intasome lui permettant d’interagir optimalement avec ’ADN
nucléosomal aboutissant a un état « activé » du complexe de transfert de brin qui va pouvoir
catalyser optimalement de l'intégration full site productive pour la réplication du provirus.
Bien que ce modeéle reste a étre confirmé, I'importance de la queue d’histone H4 pour
I'intégration du VIH semble une hypothése solide au vu des résultats accumulés jusqu’a
présent, et c’est la raison pour laquelle nous avons choisi de tenter une approche
pharmacologique ciblant cette queue d’histone.
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Figure 56 : Modeéle d’intégration du VIH-1 faisant intervenir la queue d’histone H4. Suite a son import
nucléaire, I'intasome du VIH-1 est guidé dans zones peu denses de la chromatine grace a CPSF6, et
enrichies en LEDGF/p75 (1). La queue d’histone H4 semble avoir un faible impact sur ce ciblage.
L’intasome interagit ensuite avec un nucléosome via LEDGF/p75 (2) et requiert une association efficace
avec la queue d’histone H4 (3) pour s’ancrer correctement sur le nucléosome afin de catalyser
optimalement l'intégration. De plus nous proposons que cette interaction puisse entrainer des
réarrangements de I'intasome (4) lui procurant une meilleure affinité pour I’ADN nucléosomal et le
rendant plus actif pour catalyser I'intégration.
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Partie 3 : L'interaction IN-H4 comme cible antivirale

1 Contexte scientifique et objectifs

L’ensemble de nos données montre que l'interaction entre I'IN du VIH et la queue
d’histone H4 semble requise pour que I'intégration soit optimale en cellules. La caractérisation
biochimique de cette interaction nous laisse penser qu’elle participe au bon ancrage de
I'intasome sur son substrat d’intégration nucléosomal. De plus, nous proposons également
gue le contact entre I'intasome et la queue d’histone entraine une « activation » du complexe
de transfert de brin par des mécanismes restant a identifier dans le contexte cellulaire
semblant impliquer I'affinité pour I’ADN cible ainsi que des réarrangements structuraux au
sein du CTD au contact de cette queue d’histone.

Actuellement, bien que les inhibiteurs d’intégration (INSTIs) anti VIH soient
extrémement efficaces et peu toxiques, I'apparition de virus résistants pour un inhibiteur
entraine assez souvent une résistance croisée avec les autres inhibiteurs. Ceci est d( au fait
gu’ils se fixent tous dans la méme région de I'IN dans le site catalytique, et par conséquent,
une mutation dans cette région peut empécher l'interaction avec tous les INSTIs. C'est une
des raisons pour laquelle le développement de nouveaux composés inhibiteurs d’intégration
ayant un mécanisme d’action différent est d’intérét, afin de pouvoir les utiliser méme quand
le virus aura développé une résistance aux INSTIs actuels.

L'objectif de cet axe était donc d’identifier des molécules chimiques capables
d’empécher l'interaction entre I'IN du VIH et la queue d’histone H4, afin de voir si de tels
composés peuvent également inhiber I'intégration du virus en cellules. Ceci nous permettrait
non seulement de valider I'interaction IN-H4 comme une nouvelle cible antivirale, mais
ouvrirait aussi des portes pour le développement de nouveaux inhibiteurs d’intégration ayant
un tout nouveau mécanisme d’action. De plus, ces molécules pourraient également servir
d’outils pour mieux appréhender |'effet de cette interaction a la fois in vitro et in vivo.

La stratégie employée a été dans un premier temps de chercher des molécules pouvant
inhiber I'interaction IN-queue d’histone H4 in vitro, en criblant une banque de molécules. La
seconde étape a été de valider ces molécules in vitro, pour voir si elles étaient capables
d’inhiber l'interaction et I'intégration sur des mononucléosomes. Ces molécules ont ensuite
été caractérisées en cellules afin d’évaluer leur toxicité et leur efficacité sur la réplication
virale.
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Figure 57 : Effet des peptides histones sur l'interaction et I'intégration in vitro. (a) Interaction entre
'IN (1uM) et le MN biotinylé en présence du peptide histone H4K20mel par pull down. (b)
Quantification de l'interaction entre I'IN et le MN en présence des différents peptides histones. (c)
Intégration sur MN (panel de gauche) ou ’ADN 601 (panel de droite) en présence du peptide histone

H4K20mel et la quantification en (d). Ces résultats ont été réalisés sur au moins deux expériences
indépendantes.
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2 Etude du peptide H4K20mel comme potentiel compétiteur de
I'interaction entre I'IN et la queue d’histone H4

Avant de nous lancer dans le criblage d’'une banque de molécules, le peptide dérivé de
la queue d’histone H4 a été étudié. En effet, nous nous sommes demandés si ce peptide
pouvait entrer en compétition avec la queue d’histone H4 des nucléosomes, prévenant ainsi
I’association de I'IN avec ce dernier. Pour cela, nous avons suivi 'interaction entre I'IN et des
mononucléosomes biotinylés par pull down, en présence ou non du peptide H4K20mel.
Comme on peut le voir en Figure 57a, I'ajout du peptide H4K20me1l entraine une diminution
de la quantité d’'IN retenue sur les mononucléosomes. Cet effet n’a été observé qu’en
présence du peptide dérivé de la queue H4, car les autres peptides dérivés des queues H2A,
H2B et H3 n’ont pas d’effet significatif sur I'interaction IN-mononucléosome (Figure 57b). Ces
résultats confirment a nouveau lI'importance et la spécificité de l'interaction IN-H4 dans
I’association de I'IN au nucléosome, et valident aussi le fait que cette interaction puisse étre
modulée pharmacologiquement.

Etant donné que jusqu’a présent tous les cas de figures ou l'interaction entre I'IN et le
nucléosome conduisaient a une inhibition de I'intégration a la fois in vitro et in vivo, la suite
logique a ainsi été de voir si le peptide H4K20mel pouvait inhiber l'intégration sur
mononucléosome. Comme on peut le voir en Figure 57c, 'addition du peptide inhibe
I'intégration sur mononucléosome, et pour s’assurer que ce n’est pas un effet délétere du
peptide sur I'IN dans ces conditions mais bien une inhibition liée au nucléosome, nous I'avons
également testé sur la séquence d’ADN 601 qui sert a 'assemblage des nucléosomes (Figure
57c). Non seulement le peptide n’inhibe pas I'intégration sur ’ADN 601, ce qui signifie que
I'inhibition observée précédemment est bien dépendante du nucléosome, mais il la stimule
comme attendu, compte tenu de I'effet du peptide sur les complexes de transfert de brin. En
résumé, I'effet du peptide dérivé de la queue d’histone H4 est double sur I'intégration in vitro :
en |'absence de nucléosomes il est capable de stimuler I'intégration (probablement en
favorisant la formation de STC comme nous I'avons vu dans I'axe précédent), alors qu’en
présence de nucléosomes l'effet inhibiteur est dominant et empéche la stimulation
(probablement en empéchant l'interaction de l'intasome avec le nucléosome et donc la
formation du STC). Vu que dans les cellules I'intégration se fait dans un contexte chromatinien,
il est possible que le peptide puisse avoir la capacité d’inhiber I'intégration in vivo, c’est ce que
nous avons cherché a savoir dans la suite du projet.

3 Effet des peptides histones sur les phases précoces de la réplication
virale

Afin de déterminer I'effet des peptides issus des queues d’histones sur les phases
précoces de la réplication virale, nous les avons transfectés dans des cellules 293T au préalable
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Figure 58 : Influence des peptides histones sur les phases précoces de la réplication. Des cellules 293T
ont été transfectées par les différents peptides histones puis transduites par les vecteurs lentiviraux.
L'infectivité a été mesurée 10 jours aprés en suivant I’expression du nombre de cellules GFP positives
par cytométrie en flux. Ces résultats ont été réalisés sur deux expériences indépendantes.
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d’une transduction par les vecteurs lentiviraux pseudotypés VSVG. Les phases précoces de la
réplication ont été analysées par mesure de I'expression du géne rapporteur eGFP par
cytométrie en flux. Parmi les peptides transfectés, seul celui dérivé de la queue d’histone H4
a été capable d’induire une baisse de I'infectivité (Figure 58). Les peptides ne sont pas toxiques
pour les cellules (non montré) mais nous ne savons pas s’ils rentrent efficacement dans la
cellule et méme s’ils parviennent jusqu’au noyau. Ces résultats suggérent tout de méme que
le peptide H4K20me1l puisse bloquer les phases précoces de la réplication virale, en revanche,
il faut des quantités élevées de peptide pour atteindre au final un taux d’inhibition
globalement assez faible. De plus, il n’est pas exclu que le peptide soit modifié par des méthyl
transférases cellulaires en H4K20me2 ou me3, ce qui diminuerait probablement I'affinité du
peptide pour I'IN et serait par conséquent un moins bon compétiteur pour l'interaction avec
des nucléosomes portant des modifications H4K20mel. Nous n’avons pas exploré plus en
détails le mécanisme par lequel le peptide H4 est capable d’inhiber les phases précoces de la
réplication en raison de son faible effet. Cependant, ces résultats nous ont conforté dans I'idée
d’utiliser I'interaction IN-H4 comme cible antivirale par des composés chimiques.

4 Recherche de composés inhibant I'interaction entre I'IN et la queue
d’histone H4

Deux stratégies ont été employées pour identifier des molécules empéchant
I'interaction entre I'intégrase et la queue d’histone H4. La premiére a été de rationaliser des
molécules par rapport a la zone d’interaction putative située dans le c-terminal de I'IN que
nous avions identifié par modélisation moléculaire. Ce criblage « virtuel » a été réalisé en
collaboration avec P.Gouet et X.Robert (IBCP, Lyon), et a pour objectif de sélectionner des
molécules dans des banques de données qui peuvent s’agencer dans la zone d’interaction
avec le peptide H4 afin d’empécher ce dernier de venir s’y fixer. La deuxiéme stratégie est
basée sur un crible également, mais un crible physique cette fois-ci. Ainsi, en collaboration
avec S.Taouji (institut Bergonié, Bordeaux), nous avons utilisé la méthode alphascreen qui
permet de mesurer des interactions entre plusieurs partenaires (dans notre cas entre le C-
terminal de I'IN et le peptide H4K20mel) et de tester des banques de molécules a grande
échelle, afin d’en identifier certaines qui pourraient empécher I'interaction IN-H4K20me1. Ces
deux stratégies ont été menées en parallele et seront présentées de maniére indépendante
avec dans un premier temps le crible virtuel puis le crible physique alphascreen.
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Figure 59 : Analyse du composé ayant eu le meilleur score a I'issu du criblage virtuel avec le CTD de
IIN. (a) Structure chimique du composé. (b) Modélisation de I'interaction entre le composé (en gris)
et le CTD de I'IN (en violet). La boucle 228-235 est colorée en jaune et la boucle 253-257 en cyan. (c)
Quantification de I'intégration in vitro sur MN et ADN 601 en présence du composé. Ces résultats ont
été réalisés sur deux expériences indépendantes.
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Figure 60 : Mise au point des conditions alphascreen pour suivre I'interaction entre le CTD de I'IN et
le peptide histone H4K20me1l. (a) Schéma du principe d’action de I'alphascreen. (b) Quantification du
signal alphascreen suite a I'utilisation de divers ratios du CTD de I'IN et du peptide histone H4K20mel.
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4.1 Le criblage virtuel

Le criblage virtuel a été réalisé en collaboration avec X.Robert et P.Gouet, avec comme
cible le CTD de l'intégrase du VIH (code PDB: 1EX4). Le sous-ensemble 'Leads-now' de la
chimiothéque virtuelle ZINC12 (http://zinc.docking.org) a été utilisé comme source de petites
molécules candidates. Cette base de données répond partiellement aux critéres de Lipinski,
ces composés ont donc déja certains prérequis pour étre des molécules a visées
pharmacologiques. De plus, la grande majorité sont disponibles commercialement et sont de
tailles raisonnables, leur permettant d’étre modifiées chimiqguement de maniére a
potentialiser leur effet si besoin. Ces molécules ont été préparées avec le logiciel
AutoDockTools. Les 3,687,621 composés de la chimiotheque ont alors été testés grace au
logiciel Autodock/Vina sur la grappe de calcul du laboratoire "Rétrovirus et Biochimie
Structurale" (UMR5086, IBCP, Lyon). Dans cette premiére étape, la protéine cible a été traitée
comme rigide et les composés comme flexibles. En conservant les meilleurs scores de docking,
ceci nous a conduit a isoler environ 300,000 composés qui ont été soumis a une deuxieme
phase de docking, cette fois-ci en considérant la cible protéique comme partiellement flexible
au niveau de la zone d’interaction considérée. Pour ce faire, le logiciel Autodock/Vina a été a
nouveau employé, ce qui a permis d'isoler au final 10 molécules candidates pouvant venir se
fixer au niveau de la cavité ol le peptide est sensé interagir. Un exemple est montré en Figure
59b ou on peut voir I'agencement du composé ayant eu le meilleur score (Histin 1) sur le CTD
de I'IN parmi les 10 sélectionnés. Certains de ces composés sont en cours d’étude au
laboratoire, notamment pour analyser leur capacité a inhiber I'interaction et I'intégration sur
mononucléosomes. Bien que les résultats soient encore préliminaires, il semblerait que le
composé ayant eu le meilleur score soit capable d’inhiber I'intégration sur mononucléosomes
in vitro sans affecter I’activité catalytique sur plasmide (Figure 59c) bien qu’avec un effet assez
modéré car il faut plusieurs dizaines de micromolaires du composé pour inhiber I'intégration
de maniére efficace. Le reste des molécules de la liste sera également analysé pour leur effet
sur l'intégration in vitro ainsi que sur les phases précoces de la réplication in cellulo en
perspective de ce projet.

4.2 Le criblage par alphascreen

L'autre méthode de criblage par alphascreen est basée sur |'utilisation de billes dites
« acceptrice » et « donneuse » qui sont fixées a chacun des partenaires comme illustré en
Figure 60a (dans notre cas le CTD de I'IN est exprimé avec un tag GST qui se fixera sur les billes
couplées a la glutathione ; et le peptide biotinylé lui se fixera sur des billes couplées a la
streptavidine). S’il y a interaction entre les deux partenaires, cela va permettre aux billes
acceptrices et donneuses d’étre assez proches pour pouvoir faire une réaction chimique entre
elles : les billes donneuses sont excitées a une certaine longueur d’onde et vont émettre une
molécule d’O2 excitée qui pourra réagir avec les billes acceptrices si ces derniéres sont assez
proches. Les billes acceptrices vont ainsi utiliser cet 02 afin d’émettre une lumiére qui va
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Figure 61 : Recherche de composés inhibant l'interaction entre le CTD de I'IN et le peptide histone
H4K20mel. La banque de molécules Prestwick (1280 molécules) a été criblée en utilisant les conditions
d’interaction mises au point précédemment. Les composés inhibant significativement le signal en
dessous de -3SD (plus de 80% de baisse du signal) ont été sélectionnés pour la suite de I'étude.
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Figure 62 : Analyse de I'efficacité des molécules issues du crible alphascreen a inhiber I'interaction
entre le CTD de I'IN et le peptide H4K20mel. L'alphascreen a été utilisé pour calculer les IC50 des
deux composés en utilisant une gamme de concentration de ces derniers avec en (a) I'auranofine et
en (b) la nisoldipine. La structure chimique des composés est présentée sous les graphiques
correspondants.
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exciter un fluorophore présent sur ces billes, produisant de la lumiere a une longueur d’onde
qui sera mesurée et quantifiée.

Avant de commencer le criblage, les conditions ont été mises au point par S.Taouiji
(plateforme BMYscreen, Bordeaux) pour pouvoir mesurer |'interaction entre le CTD de I'IN et
le peptide H4K20mel. Pour cela différents ratios de chaque partenaire ont été testés afin de
suivre I’évolution du signal alphascreen, représentatif de I'interaction (Figure 60b). Le signal
détecté est dépendant de la concentration des partenaires et est proche du bruit de fond
guand un des deux n’est pas présent, ce qui valide une interaction spécifique et nous permet
donc de cribler une banque de molécules dans ces conditions. Nous avons aussi tenté de
mettre au point les conditions d’interaction avec de I'IN entiére, malheureusement ce fut
infructueux a cause des nombreuses interactions non spécifiques entre I'IN et les billes, le
crible a donc été réalisé sur le domaine minimal d’interaction avec la queue d’histone : le
domaine C-terminal de I'IN.

Le composé inhibiteur idéal pour une interaction hote-pathogéne doit répondre a
plusieurs critéres dont une biodisponibilité élevée ainsi qu’une faible toxicité. C’est la raison
pour laquelle nous avons choisi la banque de molécules Prestwick qui est composée de 1280
molécules qui sont toutes approuvées par la FDA, et dont les critéres cités plus haut sont
généralement compatibles pour une administration chez ’'Homme. Mr Taouji a réalisé le
criblage a un ratio fixe de CTD-IN et de peptide H4 permettant d’avoir un signal confortable
pour voir des variations dans ce signal (30nM de CTD et 100nM de peptide H4K20me1l). Les
composés ont également été testés a une concentration fixe de 10uM. L’analyse du criblage
de cette banque de molécules se fait en comparant le signal alphascreen correspondant aux
points de référence sans aucun composé, a ceux qui contiennent une des molécules de la
banque. On peut voir en Figure 61 que la majorité des composés n’a pas d’effet significatif sur
I'interaction CTD-IN et peptide H4K20me1l (signal autour de 100 000). En revanche certaines
molécules diminuent le signal alphascreen significativement, ce qui veut dire qu’elles
diminuent linteraction entre les deux partenaires, et ce sont ces molécules qui nous
intéressent en particulier. Ici, nous avons sélectionné les molécules qui baissent le signal de
plus de 80% (en dessous de trois fois la différence entre la moyenne et la déviation standard),
ce qui correspond pour le moment a 10 molécules. A ce stade, il faut s’assurer que les
molécules n’interférent pas aspécifiguement avec le signal alphascreen (fluorescence
intrinséque des composés, modification de I'interaction entre les partenaires et les billes),
pour cela les contrdoles appropriés ont été réalisés et deux molécules ont été sélectionnées
comme diminuant spécifiquement l'interaction entre le CTD de I'IN et le peptide H4K20me1l.
L’IC50 (concentration pour inhiber 50% de I'interaction) a été calculée pour les deux composés
(Figure 62), (0,2uM pour I'auranofine et 0,8uM pour la nisoldipine).

183



184



5 Description des molécules identifiées en alphascreen

L’auranofine (également appelé ridaura) est un complexe d’or organique utilisé pour
le traitement de la polyarthrite rhumatoide. Son mécanisme d’action n’est pas connu, mais
certaines fonctions ont été identifiées pour ce composé : il inhibe la libération de certains
médiateurs pro inflammatoires, inhibe la kinase cellulaire 1kB, la thioredoxine réductase 1 et
a des effets anti-cancéreux. De maniere tres intéressante, I'auranofine a déja été un candidat
utilisé dans des études thérapeutiques contre le VIH en 2013184, Cette étude visait a détruire
les cellules réservoirs infectées par le VIH de maniere latente. Leur stratégie était d’exploiter
le fait que ces cellules réservoirs (majoritairement des lymphocytes T mémoires centraux et
transitionnels) ont moins de défenses anti-oxydantes comparé aux cellules non différentiées.
L'auranofine ayant des effets pro-oxydant en inhibant la thioredoxine réductase, ils se sont
demandé si elle pourrait sélectivement détruire les cellules réservoirs du VIH en induisant un
burst oxydatif chez ces derniéres. Les résultats de cette étude ont été trés encourageants,
I’'auranofine détruisant spécifiquement les cellules mémoires centrales et transitionnelles. De
plus, une autre étude menée sur des singes modeles pour I'infection par le VIH a montré que
I'auranofine était capable de réduire le réservoir viral, et qu’apres arrét de la thérapie
antirétrovirale, seuls les singes ayant été traités avec de I'auranofine présentaient un délai
plus important dans la reprise de la réplication virale. Cependant, I'effet de I'auranofine sur la
réplication virale en absence de thérapie n’a pas été testé, et leur étude montre que la
combinaison thérapie + auranofine diminue encore plus efficacement la détection de ’ADN
viral dans le sang des singes (jusqu’a un niveau indétectable) que la thérapie seule. Ce point
n’a pas été discuté en détails, car ils le relient a la mort des cellules réservoirs ayant un
provirus, mais ces résultats suggerent également que I'auranofine puisse avoir des propriétés
antivirales. Plus récemment, une équipe a proposé que l'auranofine puisse étre un inhibiteur
de I'entrée du VIH'>186 | ors de I'attachement de la gp120 avec les récepteurs et corécepteurs
cellulaires, la gp120 subit des changements conformationnels par la réduction de certains
ponts disulfures. Il y a plusieurs enzymes identifiées comme participant a la réduction de la
gp120 dont la thioredoxine réductase 1, une enzyme inhibée par I'auranofine. Ainsi dans leur
étude, ils ont testé plusieurs composés inhibiteurs de la thioredoxine réductase 1 dont
I'auranofine pour voir s’ils étaient capables d’inhiber I'entrée du VIH dans les cellules. Bien
gue certains de leurs composés bloquent bien I'entrée du virus, validant le fait que la
thioredoxine réductase puisse étre utilisée comme une cible antivirale, ils ne concluent pas
sur I'effet de I'auranofine bien gu’elle ait la capacité a inhiber le virus selon eux (ces données
ne sont pas montrées dans leur étude). En résumé, il semblerait que I'auranofine soit déja a
I’étude pour la lutte contre le VIH, en tant que molécule anti réservoir (détruisant
spécifiguement les lymphocytes mémoires) et potentiellement en tant qu’inhibiteur d’entrée
(en empéchant la réduction de la gp120 et ses changements conformationnels nécessaires
pour linteraction avec les corécepteurs cellulaires). Bien que ces effets ne soient pas
directement prouvés, ces études montrent quand méme que l'auranofine a la capacité
d’inhiber la réplication virale. Notre crible I’a identifiée sur la base de I'interaction entre le CTD
de I'IN et le peptide H4K20me1l, au vu du peu de preuves sur son mécanisme d’action par
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Figure 63 : Effet des molécules alphascreen sur I'interaction et I'intégration in vitro. (a) Interaction
entre I'IN et le MN en présence d’auranofine par pull down et la quantification en (b). (c) Intégration
sur MN en présence d’auranofine (panel de gauche) ou de nisoldipine (panel de droite). Ces résultats
ont été réalisés sur deux expériences indépendantes.
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rapport a l'inhibition de la réplication virale, il reste encore possible que I'auranofine puisse
agir comme inhibiteur de l'intégration en empéchant l'interaction de lI'intasome avec le
nucléosome.

La deuxiéme molécule, la nisoldipine, fait partie de la classe des dihydropyridines et
est utilisée en tant qu’antihypertenseur. Elle inhibe I'influx transmembranaire des ions
calciums dans les muscles cardiaques, ce qui résulte en une dilatation des artérioles faisant
ainsi diminuer la pression sanguine. Jusqu’a présent, aucun lien n’a été établi entre la
nisoldipine et le VIH. Cependant, des études ont montré que l'infection par le VIH entraine
des dérégulations au niveau des concentrations de calcium intracellulaires qui deviennent
anormalement élevées'®188  Un potentiel réle du calcium lors du cycle viral n’a pas été
identifié, mais le fait que le virus puisse influer sur I'influx de ce dernier est peut-étre une piste
guant a son implication pour le bon déroulement du cycle viral.

6 Caractérisation biochimique des molécules inhibant l'interaction IN-
queue d’histone H4

Les composés ont été testés pour leur capacité a inhiber I'interaction entre I'IN et le
nucléosome puis I'intégration sur nucléosome in vitro. La caractérisation biochimique des
deux composés est encore a I'étude au moment de la rédaction de ce manuscrit, cependant
les données préliminaires obtenues sont présentées ici.

Le criblage alphascreen a été réalisé entre le CTD de I'IN et le peptide mimant la queue
d’histone H4K20me1, nous avons donc vérifié si les drogues issues de ce criblage pouvaient
également inhiber I'interaction entre des partenaires plus physiologiques que sont I'IN entiere
et le nucléosome. Pour cela les drogues ont été ajoutées dans un pull down réalisé avec ces
deux partenaires, et nous avons suivi |'effet des composés sur 'interaction IN-nucléosome.
Comme on peut le voir dans la Figure 63a et b, I'auranofine est capable de diminuer la quantité
d’IN retenue sur les nucléosomes, mais de maniere moins efficace que ce que nous avons pu
observer en alphascreen (diminution d’environ 40% de 'interaction dans ces conditions). Ceci
peut étre expliqué par le fait que ce ne sont pas les mémes partenaires que lors du criblage :
nous ne savons pas a I’heure actuelle si I'auranofine se fixe sur I'IN ou au niveau de la queue
H4 du nucléosome. Cependant, méme si |'effet ne semble pas treés efficace dans ces
conditions, cela nous conforte tout de méme quant a l'utilisation de ces drogues en tant
gu’inhibiteurs d’intégration. Nous n’avons pas exploré en détails I'effet de la nisoldipine sur
I'interaction IN-nucléosome, mais nos données préliminaires semblent indiquer que cette
drogue n’a pas d’effet sur l'interaction.

La seconde étape a été de tester les molécules pour leur capacité a inhiber I'intégration
in vitro sur nucléosomes. Comme nous l’avions fait pour les mutants, nous avons vérifié dans
un premier temps que les molécules n’avaient pas d’effet sur I'intégration in vitro sur ADN nu
(données non montrées), pour s’assurer que le potentiel effet inhibiteur soit bien lié a la
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Figure 64 : Effet des molécules alphascreen sur la réplication virale in vivo. (a) Analyse de la viabilité
des PBMC aprés 72h de contact avec les molécules alphascreen. (b) Analyse de la réplication d’une
souche de virus sauvage dans des PBMC en présence d’auranofine ou de nisoldipine (c). Les cellules
ont été infectées puis incubées avec le composé choisi. La quantification du nombre de copies d’ARN
viral dans le surnagent a été effectuée 72h apres I'infection. Ces expériences d’infections ont été en
premier lieu réalisées avec des concentrations de drogues plus élevées (de 'ordre de la centaine de
nanomolaires) et dans ces conditions nous n’avions pas détecté d’ARN viral dans le surnagent de
culture. Les valeurs de charge virale présentées ici sont la résultante d’une seule expérience.
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présence des nucléosomes et non un effet sur la catalyse de I'IN. A nouveau, le peu de données
gue nous avons sur |'effet des drogues sur I'intégration sur nucléosomes ne nous permet pas
de conclure quant a un réel effet, cependant il semble y avoir une tendance a l'inhibition pour
les deux drogues dans ces conditions (Figure 63c).

En résumé, I'effet des deux composés issus du crible alphascreen sur l'interaction et
I'intégration in vitro sur nucléosomes, il est difficile de conclure au vu du peu de résultats que
nous avons obtenus jusqu’a présent. Cependant, méme si les effets ne sont pas aussi efficaces
gue ceux obtenus en alphascreen (avec des IC50 en dessous du uM), il y a tout de méme
globalement des tendances a l'inhibition.

7 Effet des molécules inhibant I'interaction IN-queue d’histone H4 sur
la réplication virale

Afin de choisir le systéme d’infection le plus adapté pour I'étude des molécules, nous
avons vérifié la toxicité de nos deux composés dans différents types cellulaires. Etant donné
gue les deux molécules sont connues pour avoir des effets anti-cancéreux, nous avons écarté
les cellules Hela et TZM que nous utilisons en routine car ce sont des lignées cancéreuses.
C’est la raison pour laquelle nous nous sommes orientés vers un systeme d’infection plus
physiologique basé sur l'infection de PBMC (cellules mononuclées du sang qui sont
naturellement infectables par le VIH) et du virus sauvage. Dans ce type cellulaire, I'auranofine
présente une toxicité avec une EC50 d’environ 100nM (Figure 64a), alors que la nisoldipine ne
présente pas de toxicité apparente dans cette gamme de concentration (jusqu’a 1uM). Basé
sur ces données de toxicité, nous avons réalisé les expériences d’infection de PBMC avec une
souche de virus sauvage en collaboration avec le Pr H.Fleury et le Dr P.Bellecave (CHU de
Bordeaux). Pour ces expériences, nous avons dans un premier temps infecté les PBMC avec le
virus avec une multiplicité d’infection de 0,1. 3 heures apreés les cellules ont été centrifugées
et le surnagent a été jeté afin d’éliminer les virus n’ayant pas encore infecté de cellules. Nous
avons ensuite ajouté les drogues (a des concentrations non toxiques) en contact avec les
cellules infectées. L'analyse de la réplication virale a été effectuée par le CHU 72h apres
I'infection, en dosant le nombre de copies d’ARN viral dans le surnageant de culture. Les
résultats de ces infections ont été trés surprenants, car pour les deux drogues nous avons
observé une trés forte inhibition de la réplication du virus (Figure 64b et c) a des
concentrations proches du nanomolaire. L'auranofine a une IC50 d’environ 1nM et la
nisoldipine d’environ 10nM, ces valeurs semblent indiquer que les molécules sont trés
efficaces pour inhiber le virus sachant que I'IC50 du dolutégravir (un inhibiteur d’intégration
utilisé en thérapie) est aux alentours de 10nM dans ces conditions d’infection (données non
montrées). Cependant, bien que ces résultats semblent vraiment prometteurs, il reste a
identifier la ou les étapes du cycle viral touchée(s) par les drogues, car nous n’avons pour le
moment aucune preuve que ces composés inhibent I'intégration du virus. L’analyse qPCR des
différentes populations d’acides nucléiques (ARN et ADN viraux) des cellules infectées, nous
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permettra d’identifier I'étape touchée par les drogues, et constitue une perspective directe
de ce projet.

8 Conclusion et discussion

L’apparition de virus résistants aux inhibiteurs utilisés en thérapie représente un
probleme pour le controle de l'infection chez certains patients. Le développement de
nouveaux composés plus efficaces, mieux tolérés, moins toxiques, est donc important pour
pouvoir faire face au plus de cas de figures possibles. Ceci est applicable en particulier pour
les inhibiteurs ciblant I’étape d’intégration, cette phase clé du cycle de réplication du virus,
car les composés anti-intégration utilisés actuellement en thérapie partagent des mécanismes
d’action tres proches, ce qui est un inconvénient car le virus développe plus facilement des
résistances croisées face a ces composés.

Dans cette étude, nous avons identifié une nouvelle interaction héte-pathogéne qui
semble pouvoir servir de base pour I'élaboration de nouvelles stratégies antivirales ciblant
I'intégration. En effet par diverses approches nous avons démontré l'importance de
I'interaction entre l'intasome et la queue d’histone H4 afin que l'intégration se déroule de
maniére optimale pour le virus.

Le criblage par alphascreen nous a permis d’identifier des molécules qui sont capables
d’empécher cette interaction in vitro, bien que la caractérisation de I'effet de ces molécules
est encore en cours, leur effet sur la réplication du virus s’est montré plutoét efficace.

Méme si un effet sur I'intégration reste a étre démontré, I'’ensemble de ces données
suggere que l'interaction entre I'intasome du VIH et la queue d’histone H4 peut servir de base
pour le développement de nouveaux composés antiviraux ciblant l'intégration. De tels
composés seraient tres intéressants, car ils disposeraient d’'un mécanisme d’action tout a fait
différent des INSTIs actuellement utilisés en thérapie, ce qui permettrait de continuer a utiliser
des inhibiteurs d’intégration méme lorsque le virus aurait développé des résistances aux
INSTIs actuels.
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Partie 4 : Conclusion générale et perspectives

L'intégration rétrovirale est dépendante de nombreux parametres, comme illustré par
les avancées réalisées ces dernieres années sur ce processus. De I'import nucléaire jusqu’au
choix final du site d’intégration, de nombreux facteurs ont été identifiés comme influengant
I'intégration, et la résolution des structures tri-dimensionnelles d’intasomes de plusieurs
rétrovirus différents a permis recemment de mieux comprendre les bases structurales de
I'intégration ainsi que les mécanismes de résistance aux INSTIs. Cependant, ces structures
soulévent également plusieurs questions : comment se déroule I'assemblage de I'intasome ?
Car la fusion de I'IN du VIH-1 a la protéine Sso7d (qui augmente sa solubilité et son activité)
résulte en des intasomes de plusieurs tailles. De plus quels seraient les avantages pour les
rétrovirus a posséder des intasomes de tailles différentes ? Une hypothése est que les
intasomes de grosses tailles puissent réaliser plus de contacts avec la chromatine ou méme
d’étre plus sensibles a des signaux associés a la transcription.

Habituellement apres I'intégration de I’ADN viral dans le génome de I’h6te, le provirus
est transcrit et se réplique. Mais dans certains cas, le génome viral n’est pas transcrit et
subsiste dans la chromatine, créant les cellules réservoirs. Des stratégies sont a I’étude pour
cibler ces cellules afin d’éliminer les provirus ou de les réactiver pour les faire sortir de leur
latence grace a des composés activateurs de la transcription. Les mécanismes qui influent sur
I’établissement d’une intégration latente sont encore peu connus, et certaines questions
restent a étre élucidées : a quel point l'intégration rétrovirale et la transcription cellulaire
sont-elles liées ? Comment le site d’intégration influence l'activité transcriptionnelle du
provirus ? Quels sont les déterminants impliqués dans I'établissement d’une intégration
latente ? Bien qu’il y ait peu de données pour le moment concernant ces questions, il semble
en effet que les sites d’intégrations influencent I'entrée en latence ainsi que la réactivation
transcriptionnelle par les LRAs (Latency-Reversing Agents)*®.

Ce travail de thése a apporté quelques données concernant |'association finale de
I'intasome du VIH-1 avec le nucléosome, élucidant certaines de ces questions et ouvrant
également de nouvelles voies d’étude.

1 L'interaction IN-queue d’histone H4 comme nouvelle interaction
h6te-pathogene

L'influence de la chromatine et plus particulierement I'accessibilité du nucléosome
cible aux intasomes rétroviraux est un sujet étudié depuis des années au laboratoire. Ces
travaux ont notamment permis de mettre en évidence que la condensation de la chromatine
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n’avait pas la méme influence sur I'intégration in vitro de différentes IN : HIV et ASV préferent
des régions pauvres en nucléosomes alors que PFV et MLV au contraire s’intégrent mieux sur
des matrices condensées. Cette étude montre que les propriétés intrinséques des intasomes
rétroviraux ainsi que la structure, la densité et la dynamique de la chromatine dans
I’environnement du nucléosome ciblé sont des parametres importants pour la sélectivité
d’intégration. De plus, le laboratoire a également identifié que le remodelage de la chromatine
était un facteur important pour une intégration optimale in vitro et in vivo. Ces données
suggerent que des contacts additionnels entre I'intasome et le nucléosome peuvent étre
modulés par la densité de la chromatine, particulierement au niveau des queues d’histones
dont certaines, comme la queue H4, sont masquées lorsque la chromatine est condensée.

Ceci est soutenu par la découverte d’une interaction directe entre I'IN du VIH-1 et |a
gueue d’histone H4 in vitro au laboratoire laissent a penser que cette interaction puisse
participer a l'intégration. Nous avons ensuite voulu identifier la zone de I'IN impliquée dans
I'interaction avec la queue d’histone H4. Nos études biochimiques ont mené a I'identification
d’un site d’interaction aux queues d’histones dans le domaine CTD de I'IN du VIH-1. Ce
domaine adopte un repliement proche d’'un domaine SH3 connu pour interagir avec des
peptides contenant des arginines ou des lysines méthylées, ce qui pourrait corroborer avec
une interaction de la queue d’histone H4 méthylée sur la lysine 20, modification interagissant
préférentiellement avec I'IN. De plus, la superposition de hMSL3 et du CTD de I'IN montre une
trés forte homologie structurale. MSL3 ayant la capacité de reconnaitre certaines
modifications d’histones comme le H4K20mel, il est possible que le CTD de I'IN ait lui aussi
une fonction d’interaction voir de lecture de la chromatine.

La suite de I'étude s’est donc focalisée sur ce domaine CTD afin d’étudier plus en détails
les bases moléculaires de cette interaction. Nous avons pour cela réalisé une modélisation in
sillico de I'interaction entre le CTD de I'IN et un pentapeptide encadrant la position de la lysine
20 de I’histone H4 (construction utilisée dans la résolution de la structure avec hMSL3). Cette
modélisation a révélé une zone d’interaction possible dans le CTD de I'IN au niveau d’une
cavité en forme de V pour la fixation du peptide. Dans cette modélisation, le peptide engage
7 liaisons hydrogénes et 15 liaisons hydrophobes avec le CTD de I'IN. De plus, la
monométhylation de la lysine 20 du peptide engage a elle seule 7 des 15 liaisons hydrophobes
et 1 des 7 liaisons hydrogénes, révélant I'importance de cette monométhylation pour
I'interaction. Bien que nous n’ayons pas de structure pour appuyer cette modélisation, nous
nous sommes basés sur les interactions prédites par ce modéle afin de générer des mutants
d’IN altérés pour leur interaction avec le peptide histone H4. Compte tenu de I'implication du
domaine CTD dans diverses étapes du cycle viral (transcription inverse, import nucléaire,
interaction avec I’ADN cible, structuration de I'intasome), obtenir des IN mutantes qui ne
soient pas affectées pour autre chose que l'interaction avec la queue d’histone H4 fut difficile.
Néanmoins, les mutations R231A, R231G, R231H et D253H ont été retenues car elles
n’entrainaient pas de perte d’activité catalytique de I'enzyme in vitro. Nous avons ensuite
évalué l'interaction de ces mutants de I'IN avec la queue d’histone H4 par far dot blot. Ces
expériences ont montré que les mutations sur la position R231 entrainaient globalement une
baisse d’affinité pour la queue d’histone H4, avec environ 80% de perte d’interaction pour ce
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qui concerne le mutant R231H et 40% de perte pour le R231A. Le phénotype opposé a été
observé pour le mutant D253H qui présente une meilleure affinité pour la queue d’histone H4
gue I'enzyme sauvage (environ 2 fois plus d’interaction). Dans la modélisation, la position
R231 du CTD de I'IN est prédite comme interagissant avec le résidu H18 du peptide histone et
semble important pour la stabilisation de son extrémité N-terminale. En mutant cette position
R231, nous avons obtenu une IN déficiente pour l'interaction avec le peptide, confirmant
I'importance pour ce résidu pour l'interaction. La position D253 n’était pas prédite comme
interagissant directement avec le peptide, mais semble importante pour la structuration de la
cavité en forme de V. En mutant cette position en histidine, il est possible que cela change la
structure globale de la cavité, lui faisant adopter une conformation plus affine pour le peptide.
Bien que les mutations introduites dans la zone putative de l'interaction avec le peptide
affectent clairement I'affinité de I'IN pour la queue d’histone H4 in vitro, nous ne pouvons
pour le moment pas conclure si ces positions sont impliquées directement ou indirectement
dans cette association. Afin d’obtenir plus d’arguments pour valider la modélisation de
I'interaction et conforter nos hypotheses de travail, d’autres mutations ont été introduites
dans la zone putative d’interaction et sont en cours d’analyse au laboratoire.

Afin de révéler un potentiel réle de I'interaction IN-queue d’histone H4 lors du cycle
viral, nous avons ensuite introduit les mutations de I'IN identifiées précédemment
(R231A/G/H et D253H) dans des vecteurs lentiviraux et analysé I'impact de ces mutations sur
I'infectivité. Ces expériences ont été réalisées dans plusieurs types cellulaires (293T, Hela,
K562 et TZM) et ont montré que les vecteurs ayant une IN mutée avaient une infectivité
altérée par rapport aux vecteurs ayant une IN sauvage. Les vecteurs R231A et R231H
présentent une diminution d’infectivité de 40% et 60% respectivement alors que le R231G est
plus modéré (baisse d’environ 20%) par rapport au vecteur sauvage, alors que le D253H a une
infectivité plus élevée (environ 50% de plus). De maniere frappante, ces résultats correlent
fortement avec la capacité d’interaction des IN avec la queue d’histone H4 in vitro, mais pour
identifier I’étape du cycle viral qui a été impactée par ces mutations, nous avons quantifié les
différentes populations d’ADN virales. Ceci nous a permis d’exclure un défaut de transcription
inverse, ce qui aurait pu étre attendu étant donnée I'implication de la position R231 pour cette
étape. En revanche la quantification de I’ADN intégré a montré une diminution pour les
vecteurs R231A et R231H de 30% et 40% respectivement, alors que le phénotype inverse a
été observé pour le vecteur D253H avec une augmentation de 30% environ. La quantification
des cercles a 2 LTR a permis d’exclure un défaut dans I'import nucléaire. Basés sur ces
observations, nous proposons que le défaut d’infectivité (et plus précisément d’intégration)
des vecteurs mutants est lié a un défaut d’interaction de I'IN avec la queue d’histone H4
présente sur les nucléosomes.

L'analyse de la distribution des sites d’intégration des cellules infectées par ces
vecteurs n’a pas montré de changements drastiques de sélectivité : ils présentent tous une
préférence pour les régions transcriptionnellement actives. Cependant, des changements
significatifs sont tout de méme observés en comparant les mutants entre eux : I'intégration
des vecteurs exprimant une IN mutée sur la position R231 a plus tendance a se faire dans les
genes et des régions dynamiques de la chromatine. D’aprés ces résultats, il semble que
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I'interaction IN-queue d’histone H4 soit importante pour |'efficacité d’intégration, mais ne
joue pas un réle trés important pour la sélectivité. Etant donné que LEDGF/p75 est un des
principaux cofacteurs de I'intégration du VIH en jouant un role déterminant pour la sélectivité,
il est possible que l'influence de l'interaction IN-H4 sur la sélectivité soit masquée par
LEDGF/p75. Pour cela, I'analyse de la distribution des sites d’intégration dans des cellules KO
LEDGF/p75 nous permettra de nous affranchir de ce cofacteur afin de voir si I'interaction IN-
H4 joue un role dans ce contexte. Cette analyse est actuellement en cours au laboratoire.

L’ensemble de ces données supporte I’hypothése que I'interaction entre I'IN du VIH-1
et la queue d’histone H4 est importante pour le bon déroulement de I'intégration et constitue
ainsi une nouvelle interaction hote-pathogéne. Afin de confirmer cette hypothese, nous nous
sommes ensuite focalisés sur la caractérisation biochimique de cette interaction afin de
comprendre comment elle influence I'intégration.

2 L’activation de I'intasome au contact de la chromatine : une
nouvelle étape de l'intégration ?

Au cours de ce projet Maskell et al., ont également identifié une interaction directe
entre I'IN de PFV et la queue d’histone H2A grace a la résolution de la structure du complexe
de transfert de brin de PFV. Comme nous I'avons montré pour VIH, cette interaction s’est
révélée importante pour l'intégration de PFV in cellulo. La caractérisation biochimique de
cette interaction leur a permis d’identifier son réle lors de I'intégration, qui est de participer
a I'ancrage de I'intasome sur le nucléosome.

Nous avons observé un phénotype tres similaire a leur étude pour ce qui est du cas de
I'IN du VIH et de la queue d’histone H4. Des pull down réalisés entre I'IN et des nucléosomes
délétés pour une des queues d’histones a révélé un défaut d’interaction de I'IN avec la
construction pour laquelle il manque la queue d’histone H4 spécifiquement. De plus, des tests
d’intégration réalisés sur ces matrices a également montré que seul ce nucléosome était un
moins bon substrat d’intégration. Ces données suggerent que la queue d’histone H4 est
requise pour un ancrage optimal de I'intasome sur le nucléosome in vitro.

Pour analyser plus en détails I'effet des queues d’histones sur I'intégration in vitro,
nous avons utilisé des peptides dérivés de ces différentes queues d’histones que nous avons
ajoutés dans des tests d’intégration concertée. Ainsi nous avons pu voir que I'addition du
peptide dérivé de la queue d’histone H4 spécifiquement induisait une forte stimulation de
I'activité catalytique (3 fois plus d’activité a I’'optimum de stimulation). L’utilisation de variants
plus ou moins méthylés de la queue d’histone H4 ainsi que les mutants de I'IN altérés pour
I'interaction avec ce peptide a permis d’identifier que la stimulation était reliée a la capacité
d’interaction entre I'IN et le peptide. En effet pour les cas de figures ou I'interaction entre ces
deux partenaires étaient diminuée (variants de méthylation autres que H4K20me1l ou mutants
R231A/H), la stimulation en était également diminuée. Ces données suggérent qu’une
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interaction efficace entre I'IN et I’histone H4 est requise pour une intégration optimale. Cet
effet semble spécifique pour I'IN du VIH, car nous n’avons pas observé de stimulation par le
peptide H4K20me1 pour les IN de PFV et de RAV. Cependant, I'IN de MVV est aussi stimulée
par le peptide, bien que plus faiblement que I'IN du VIH. MVV étant un lentivirus comme VIH,
il n’est pas exclu que l'interaction avec I’histone H4 soit spécifique de ce genre de rétrovirus,
mais nous n’avons pour le moment pas vérifié I'interaction de I'IN de MVV avec ce peptide.

A ce stade il est difficile de corréler ces résultats in vitro avec un effet physiologique du
peptide sur I'intégration. Nous avons donc analysé la nature des produits d’intégration induits
par le peptide, et nous avons vu que ces produits étaient ceux qui se rapprochent le plus des
produits d’intégration physiologiques (c’est-a-dire de I'intégration full site de deux extrémités
de I’ADN viral de maniére concertée avec une duplication de paire de bases de 5). Afin de
comprendre par quels mécanismes moléculaires le peptide est capable de stimuler
I'intégration concertée, nous avons testé le peptide H4 séparément sur les deux réactions que
catalyse I'IN : le processing et le transfert de brin. De maniére intrigante nous n’avons pas
observé de stimulation pour aucune des deux réactions. Nous pensons que ceci est d( a la
nature des substrats utilisés dans ces tests qui sont beaucoup plus courts que ceux utilisés
dans le test d’intégration concertée. Dans le test de transfert de brin, la réaction d’intégration
qui est catalysée est trés proche d’une autointégration, car il n’y a qu’un type d’ADN qui sert
a la fois de donneur et de receveur. De plus dans le test d’intégration concertée, I’ADN
receveur est un plasmide qui présente diverses topologies (super coiled, open circular ...), qui
en plus de sa plus grande taille, est peut-étre un parametre impliqué dans la stimulation par
le peptide. L’ensemble de ces données suggére que I'effet stimulateur du peptide H4K20me1l
soit au niveau de I'étape de transfert de brin. Cette étape est majoritairement dépendante de
I'assemblage de I'intasome ainsi que de son association avec I’ADN cible. Afin de discriminer
ces deux parametres, nous avons ensuite évalué I'effet du peptide H4 sur des intasomes déja
assemblés, afin de voir un potentiel effet sur la capture de I’ADN cible et/ou la catalyse de
I'intégration.

L'assemblage de I'intasome du VIH-1 représente actuellement une barriére technique
a cause de ses propriétés physico-chimiques, les conditions d’assemblage de cet intasome
n’ont pour le moment pas été identifiées. C'est la raison pour laquelle nous nous sommes
orientés sur I'intasome de MVV, car nous avons vu que cette IN est également stimulée par le
peptide H4K20me1l dans le test d’intégration concertée et que les conditions d’assemblage de
cet intasome sont décrites. L'ajout du peptide dans des tests d’intégration sur plasmide
réalisés avec ces intasomes purifiés a montré que le peptide pouvait également stimuler ces
complexes (environ 40% d’activité supplémentaire a I'optimum de stimulation) alors qu’aucun
effet n’a été observé sur I'intasome de PFV. Ceci suggere que la stimulation observée ici est
reliée a la formation de complexes de transfert de brin (association d’intasomes avec I’ADN
cible).

Afin de confirmer ces résultats, nous avons ensuite évalué l'effet du peptide
H4K20mel sur I'interaction entre I'IN et I’ADN cible par pull down. Ces expériences ont montré
gue le peptide était capable d’augmenter la quantité d’IN retenue sur un ADN 601 (séquence
utilisée pour I'assemblage des mononucléosomes) alors que cet effet n’a pas été observé pour
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I’ADN HUS5 (qui mime un ADN viral). Ces expériences de pull down ont été réalisées avec de
I'IN recombinante et non des intasomes, il n’est donc pas exclu que les effets observés ici ne
refletent pas ce qui aurait été obtenu avec des intasomes. En effet au sein d’un intasome
certaines régions de I'IN peuvent étre masquées a cause des interactions IN-IN, alors qu’avec
de I'IN recombinante ces régions seraient accessibles. Il serait donc intéressant de vérifier si
des intasomes purifiés ont également plus d’affinité pour de 'ADN cible en présence du
peptide (étude en cours au laboratoire).

Bien que nous ayons vu que le peptide pouvait stimuler des intasomes déja formés, il
est également possible que le peptide participe aussi a sa formation. Etant donné qu’un
intasome est composé d’'un oligomere d’IN, nous avons ensuite évalué I'effet du peptide
H4K20mel sur I'oligomérisation de I'IN par des pontages chimiques au BS3. Ainsi, nous avons
pu observer que le peptide avait la capacité d’augmenter la formation d’oligomeéres de I'IN du
VIH, alors qu’aucun effet n’a été observé pour I'IN de PFV. Ces résultats ne permettent pas de
conclure quant a un effet du peptide sur la formation d’intasomes, car nous n’avons pas réussi
a démontrer que ces espéeces oligomériques étaient actives in vitro. Cependant il parait peu
probable que ces oligomeres soient des agrégats, car si tel était le cas, le peptide ne pourrait
pas stimuler I'intégration aussi efficacement.

L'ensemble de ces données (effet sur linteraction avec I'ADN, effet sur
I'oligomérisation, stimulation de I'intégration) suggére que le peptide est capable d’entrainer
des changements structuraux au sein de I'IN, et plus particulierement au niveau de la zone
d’interaction du peptide : le CTD. Nous avons donc effectué une étude structurale de RMN sur
le CTD de I'IN, en présence ou non du peptide afin de voir si ce dernier pouvait entrainer des
changements conformationnels. Dans ces expériences, le spectre du CTD en présence du
peptide H4K20mel présente des différences par rapport au spectre du CTD seul. Ces
changements se caractérisent par une déstructuration ainsi que par un effet oligomérisant du
peptide. Bien que cette étude ait été conduite sur le CTD seul et non la protéine entiéere, elle
confirme que le peptide histone H4 est capable d’induire des changements structuraux au sein
de ce domaine CTD. De plus I'effet oligomérisant observé ici corréle assez bien avec les
expériences de pontages chimiques réalisées précédemment.

Cette deuxieme partie de I'étude nous a permis de mieux comprendre les bases
moléculaires mises en jeu lors de l'interaction de I'IN avec la queue d’histone H4. L’ensemble
de ces résultats indique non seulement que la queue d’histone H4 est requise pour I'ancrage
optimal de I'intasome au nucléosome, mais également que cette interaction induit des
changements structuraux dans le CTD de I'IN qui lui permettent d’avoir une meilleure
affinité pour I’ADN cible et/ou d’augmenter la formation d’intasomes. L'implication de ces
effets durant le cycle viral reste cependant a étre pleinement validée. Cependant, ces données
meénent I’équipe a proposer une nouvelle notion d’activation des intasomes au contact de la
chromatine.
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3 Llinteraction IN-H4 comme nouvelle cible antivirale

Nos résultats montrent qu’affecter I'association IN-H4 affecte la réplication du virus,
indiquant que cette interaction puisse constituer une cible antivirale. La derniére partie de ce
projet a ainsi été d’identifier des molécules capables d’empécher cette interaction. Nous
avons employé deux stratégies afin d’identifier de telles molécules : un criblage virtuel basé
sur la modélisation moléculaire de l'interaction entre le CTD de I'IN et le pentapeptide
H4K20mel ; et un crible physique par alphascreen. Méme si cette derniére partie du projet
n’est pas encore finalisée, nous avons tout méme pu identifier quelques molécules que nous
sommes en train d’étudier au laboratoire.

Le crible virtuel a permis lidentification d’une dizaine de molécules pouvant
potentiellement se fixer dans la zone d’interaction identifiée par la modélisation. Le crible de
la banque Prestwick par alphascreen a permis d’en identifier deux. Etant donné que les cribles
ont été réalisés sur le CTD de I'IN et la queue d’histone H4K20me1l, notre stratégie a été de
vérifier si les molécules issues du crible étaient capables d’inhiber I'interaction de partenaires
plus physiologiques : I'IN entiere et le nucléosome. Nous avons commencé la caractérisation
de certaines de ces molécules par pull down pour évaluer leur effet sur I'interaction IN-MN,
ainsi que dans des tests d’intégration sur MN afin de voir si elles ont la capacité d’inhiber
I'intégration in vitro. Pour le moment, ces résultats sont tres préliminaires et nous nous
sommes focalisés sur les deux molécules identifiées en alphascreen : I'auranofine et la
nisoldipine. Bien que cela doit étre confirmé, nos résultats préliminaires semblent indiquer
gue ces molécules peuvent inhiber I'intégration sur MN in vitro, cependant seule I'auranofine
semble capable d’inhiber I'interaction entre I'IN et le MN.

Etant donné que les molécules semblent avoir un effet sur I'intégration in vitro, nous
les avons testées sur la réplication virale. De maniere étonnante, dans un systeme d’infection
de PBMC par une souche de virus sauvage, les deux molécules sont capables d’inhiber la
réplication du virus tres efficacement a des concentrations de I'ordre du nanomolaire
(concentrations de drogues non toxiques pour les cellules). Ces résultats sont trés étonnants
car il y a une assez grosse différence entre |'efficacité des molécules in vitro par rapport aux
effets observés en cellules. Cependant, nous ne savons pas pour le moment qu’elle étape du
cycle viral a été impactée par les molécules, il est donc difficile d’émettre des hypotheses a ce
stade. La quantification des différents acides nucléiques viraux est en cours d’analyse afin
d’identifier I’étape touchée.

4 Conclusion générale

Les résultats de cette these en complément des données issues du laboratoire et de la
littérature de ces dernieres années nous ont amené a proposer le modele d’intégration illustré
en Figure 56.
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Ce
questions :

>

modele fait intervenir différentes notions mais souleve également plusieurs

L'interaction IN-H4 étant requise pour I'association fonctionnelle de I'intasome au
nucléosome suggere que le CTD puisse « scanner » la structure de la chromatine
en fonction de I'accessibilité de la queue d’histone H4. Comment cette fonction
s’exerce-t-elle dans la cellule et comment est-elle régulée par les facteurs
modulant la structure de la chromatine (ex : FACT et SWI/SNF) reste a étre identifié.

La préférence de I'IN pour la forme H4K20mel in vitro et le fait que cette
modification soit enrichie au niveau des sites d’intégration du VIH-1, suggere que
I'IN ait une fonction de lecture de la chromatine, en faisant la distinction entre
différentes modifications d’histones. L'implication de cette marque épigénétique
durant le cycle viral reste cependant a étre confirmée.

La stimulation de I'intégration par la queue d’histone H4 semble étre dépendante
de plusieurs parameétres tels que des changements structuraux dans le CTD de I'IN
entrainant possiblement une oligomérisation de I'enzyme ainsi qu’une
augmentation de I'affinité pour I'’ADN. La relevance biologique de cette étape
d’activation de I'intasome au contact de la queue d’histone H4 reste cependant a
étre confirmée dans le contexte cellulaire.

Récemment, il a été mis en évidence que I’ADN viral de MLV était chromatinisé
avant d’entrer en contact avec la chromatine'®°. Ce mécanisme n’a pour le moment
pas été identifié pour HIV, mais cela souléve la possibilité que les histones puissent
entrer en contact avec les complexes de pré-intégration. Etant donné les effets que
nous avons observé résultant de I'interaction entre I'IN et la queue d’histone H4, il
n’est pas exclu qu’un contact précoce entre ces deux partenaires puisse influer sur
I'intégration du VIH.
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