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RESUME 

 

Le virus de l’immunodéficience humaine (VIH-1) est l’agent causal de la pandémie du syndrome 
d’immunodéficience acquise (SIDA). Les rétrovirus ont la capacité de rétro-transcrire leur génome 
ARN en ADN afin qu’il soit intégré dans celui de l’hôte. Les traitements antirétroviraux (ART) actuels 
combinent plusieurs classes d’antirétroviraux (ARV) ciblant majoritairement les enzymes virales 
nécessaires à la réplication du VIH-1: la reverse transcriptase (RT), la protéase (PR) et l’intégrase 
(IN). L’émergence et la transmission de virus multirésistants à l’ensemble des ARV illustrent la 
nécessité de développer de nouveaux mécanismes thérapeutiques. Les inhibiteurs catalytiques d’IN 
(INSTIs) utilisés dans les ART ciblent le site actif de l’enzyme et empêchent ainsi la réaction de 
transfert de brin de l’intégration du VIH-1. La protéine cellulaire Lens Epithelium-Derived Growth 
Factor (LEDGF/p75), liée à la chromatine, est l’un des principaux cofacteurs de IN. En permettant le 
ciblage de l’intégration dans des régions actives du génome de l’hôte, l’interaction IN-LEDGF joue un 
rôle crucial pour la réplication effective du VIH-1 ce qui en fait une cible de premier ordre pour de 
nouvelles thérapies.  

Au cours de ces dernières années, des inhibiteurs allostériques de l’interaction IN-LEDGF (INLAIs 
encore appelés LEDGINs ou ALLINIs) ont été développés afin d’inhiber l’étape d’intégration. De 
manière inattendue, ces molécules exercent de fait une double activité antirétrovirale. En effet les 
INLAIs ciblent l'intégration mais possèdent également une seconde activité plus efficace sur les 
étapes tardives de la réplication du VIH-1. Celle-ci se traduit par la production de virions présentant un 
défaut d’infectivité. Mon projet de thèse, réalisé en partenariat avec la société biopharmaceutique 
Mutabilis, s’est intéressé à la caractérisation de l’activité antirétrovirale d’une nouvelle classe d’INLAIs 
selon deux axes: (1) l’approfondissement des mécanismes d’action de ces INLAIs sur les étapes 
tardives de la réplication du VIH-1 ; (2) l’appréciation de leur spectre d’activité sur la réplication du 
virus de l’immunodéficience simienne (SIV). 
 
J’ai pu montrer que les virions produits en présence d’INLAIs développées par Mutabilis présentent un 
défaut de transcription inverse lors de l’infection des cellules cibles, qui les rend non infectieux. Ces 
molécules n’influencent pas les étapes tardives de maturation protéique et d’empaquetage de l’ARN 
du VIH-1 dans les virions. De façon intéressante, ces virions non infectieux sont efficacement 
reconnus par un panel d’anticorps neutralisants spécifiques de l’enveloppe virale du VIH-1 et 
conservent la capacité d’induire une réponse immunitaire T CD4+ de type Th1 dans des cellules de 
patients infectés. Nous avons également évalué l’effet des INLAIs sur la réplication du SIV. Des 
expérimentations in vitro ont permis de montrer que certaines INLAIs inhibent efficacement 
l’interaction IN-LEDGF mais n’induisent pas la multimérisation anormale de IN SIV contrairement à ce 
que nous observons pour IN VIH-1. Ces résultats ont été confirmés in vivo et indiquent que si 
certaines INLAIs de seconde génération montrent une activité antirétrovirale au cours des étapes 
précoces, elles ne sont pas capables d’inhiber efficacement les étapes tardives de la réplication du 
SIV. De fait, la production de virions SIV en présence de ces INLAIs n’entraîne qu’une faible 
diminution de leur infectivité.  

Mes travaux ont donc permis de mettre en évidence que les virions “inactivés“ par ces INLAIs 
pourraient représenter un nouveau type d’immunogènes pour l’établissement d’une réponse 
immunitaire anti VIH-1. Cependant l’étude du spectre d’activité suggère que bien que la capacité de 
certaines INLAIs à inhiber l’interaction IN-LEDGF/p75 semble relativement bien conservée entre le 
VIH-1 et SIV, elles sont peu efficaces sur les étapes tardives du cycle de réplication du SIV. 
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ALLINI : allostéric integrase inhibitor 

ART : antiretroviral therapy 

BI : Boehringer Ingelheim 

bNAPs : broadly neutralizing antibodies 

CA : capside 

CCD : catalytic core domain 

CCR5 : C-C chimiokine receptor type 5 

CD4 : cluster of differentiation 4 

CTD : C-terminal domain 

CXCR4 : C-X-C chimiokine receptor type 4 

DC : cellule dendritique 

DMSO : diméthylsulfoxyde 

DTG : dolutegravir 

EC50 : half maximal effective concentration 

EVG : elvitegravir 

GST : Glutathione S-transferase 

HAART : Highly Active Antiretroviral Therapy 

HTRF : Homogeneous Time Resolved Fluorescence 

IBD : integrase binding domain 

IC50 : half maximal inhibitory concentration 

IFN : interferon 



12 
 

IL : interleukine 

IN : integrase 

INLAI : IN-LEDGF allosteric inhibitor 

INSTI : Integrase strand transfert inhibitor 

LEDGF : Lens epithelial derived growth factor 

LEDGIN : LEDGF inhibitor 

LT : lymphocyte T 

MA : matrice 

MINI : multimeric IN inhibitor 

moi : multiplicity of infection 

MR : multiple rounds 

NC : nucleprotein 

nM : nanomolaire 

NCINI : Non-Catalytic IN Inhibitor 

NRTI : nucleoside/nucleotide reverse-transcriptase inhibitor 

NNRTI : non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor 

NTD : N-terminal domain 

PBMC : peripheral blood mononuclear cell 

PFV : Prototype Foamy virus 

PI : protease inhibitor 

PIC : pre integration complex 

PR : protease 

RAL : Raltegravir 

RNP : ribonucleoprotein 

RRE : Rev responsive element 

RT : reverse transcriptase 

SIDA : Syndrome de l’immunodéficience acquise  

SHIV : Simiain/Human immunodeficiency virus 

SIV : Simian human immunodeficiency virus 
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SIVmac : SIV macaque 

SIVcpz : SIV chimpanzé 

SR : single round 

TAR : transactivator of transcription 

TCID50 : 50% tissue culture infective doses 

VIH-1 : Virus de l’immunodéficience humaine de type 1 

VIH-2 : Virus de l’immunodéficience humaine de type 2 

WT : wild type 
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ABREVATIONS RELATIVES AUX ACIDES AMINES 
 

 

Acide glutamique Glu E 

Acide aspartique Asp D 

Alanine Ala A 

Arginine Arg R 

Asparagine Asn N 

Cystéine Cys C 

Glutamine Gln Q 

Glycine Gly G 

Histidine His H 

Isoleucine Ile I 

Leucine Leu L 

Lysine Lys K 

Méthionine Met M 

Phénylalanine Phe F 

Proline Pro P 

Sérine Ser S 

Thréonine Thr T 

Tryptophane Trp W 

Tyrosine Tyr Y 

Valine Val V 
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INTRODUCTION 

I - Virus de l’immunodéficience humaine (VIH) 

A - Généralités sur le VIH-1 

1. Historique de l’infection 

 

En 1981 à Los Angeles, plusieurs jeunes patients décèdent des suites d’infections 

opportunistes inhabituelles associées à des tumeurs cutanées provoquées par le sarcome 

de Kaposi [1]. Cette nouvelle pathologie est dès lors décrite sous le nom de syndrome de 

l’immunodéficience acquise (SIDA). 

L’augmentation rapide du nombre de patients infectés et le fait que cette pathologie soit 

transmissible par voie sexuelle et sanguine permit de suspecter un pathogène viral comme 

étant à l’origine de cette maladie. La similitude au niveau des symptômes, des voies de 

transmission et de l’épidémiologie avec le virus HTLV (Human T-Cell Lymphotropic Virus) 

mène les chercheurs sur la piste des rétrovirus. 

Il fallut attendre deux ans pour que l’agent causal du SIDA soit isolé et décrit comme un 

nouveau rétrovirus ne faisant pas parti de la famille des HTLV. Suite à la compétition 

internationale dans le domaine, il sera baptisé LAV (Lymphadenopathy-associated virus) [2], 

HTLV-III [3,4] ou ARV (AIDS-associated Retrovirus) [5]. Un consensus est enfin défini en 

1986 sur le nom de virus de l’immunodéficience humaine (VIH) [6].  

La même année, un virus morphologiquement similaire au VIH mais présentant des 

antigènes différents est décrit comme virus de l’immunodéficience de type 2 (VIH-2) [7]. Le 

VIH-2 est moins transmissible et moins pathogène que son homologue responsable de 

l’épidémie mondiale du SIDA décrit jusqu’à présent et désormais nommé VIH-1. 

 

2. Classification dans l’ordre viral 

 

Les virus sont des agents infectieux de petite taille. Ils sont considérés comme des parasites 

car la machinerie cellulaire de l’hôte leur est indispensable pour se répliquer. Il existe une 

très grande diversité de virus extrêmement divergents au niveau de leur structure, leur 

génome, leur cible… 
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La classification de Baltimore a permis d’organiser les virus en différents groupes en fonction 

de la nature de leur appareil génétique (ADN ou ARN, simple ou double bin), de la polarité 

de leur génome (positive ou négative) et de leur capacité de transcription inverse. Le VIH 

possédant un génome d’ARN simple brin de polarité positive pouvant être rétrotranscrit en 

ADN double brin. Les VIH-1 et VIH-2 sont des virus de la famille des Retroviridae (groupe IV 

de la classification de Baltimore).  

L’ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses) a répertorié sept genres de 

rétrovirus. Ces genres sont subdivisés en deux catégories, simple ou complexe, selon la 

présence ou l’absence dans leur génome de gènes dits auxiliaires. Les VIH-1 et VIH-2 sont 

des rétrovirus complexes appartenant au genre des Lentivirus (en latin virus lent) étant à 

l’origine d’une pathologie à évolution lente, progressive et persistante (tableau 1).  

 

Tableau 1 : Classification des Retroviridae 

Sous famille Genre Exemple de virus Génome 

Orthoretrovirinae Alpharetrovirus Avian Leukosis Virus (ALV) 
Rous Sarcoma Virus (RSV) 

simple Betaretrovirus Mouse Mammary Tumor Virus (MMTV) 

Gammaretrovirus Murine Leukemia Virus (MLV) 

Deltaretrovirus Human T Cell Leukemia Virus (HTLV) 

complexe 

Epsilonretrovirus Walleye Dermal Sarcoma Virus (WDSV) 

Lentivirus Human Immunodeficiency Virus (HIV) 
Simian Immunodeficiency Virus (SIV) 

Spumaretrovirinae 
Spumavirus Human Foamy Virus (HFV) 

Prototype Foamy virus (PFV) 

 

 

Dans la suite de cette première sous partie de mon manuscrit nous allons nous intéresser 

plus particulièrement aux caractéristiques du virus VIH-1. La description des différents 

constituants du virus est faite dans un ordre décroissant en partant de la structure de la 

particule virale, puis des protéines virales arborant des fonctions variées, aussi bien dans 

l’architecture du virion que dans la réplication du VIH-1, pour finir par la composition du 

génome viral codant pour plusieurs précurseurs polypeptidiques à l’origine des multiples 

protéines virales. 
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3. Structure de la particule virale VIH-1 

 

La structure de la particule virale VIH-1 possède une morphologie sphérique de 80 à 100 nm 

de diamètre caractéristique des Retroviridae. Il s’agit de virus enveloppés d’une bicouche 

lipide, originelle de la cellule hôte, dans laquelle sont ancrés des spicules viraux. Un spicule 

est formé d’un tétramère de deux types de glycoprotéines virales : la glycoprotéine 

transmembranaire gp41 ancrée dans l’enveloppe virale et la glycoprotéine extracellulaire 

gp120 [8]. 

Les virions VIH-1 matures renferment un « core » viral conique apparaissant dense aux 

électrons en microscopie électronique (figure 1A) [9]. La protéine virale de matrice (MA, p17) 

située au niveau de la surface interne de l’enveloppe fait le lien avec le core de la particule 

composé de protéines virales de capside (CA, p24). La capside sous forme conique 

renferme deux copies d’ARN viral simple brin associées à des protéines de nucléocapside 

(NC, p7). Les enzymes virales nécessaires aux étapes précoces de la réplication du VIH-1 

sont également présentent dans le virion : la protéase (PR, p12), la transcriptase inverse 

(RT, p66/p51) et l’intégrase (IN, p32) (figure 1B). 

De nombreuses protéines cellulaires jouant un rôle dans l’assemblage, la maturation 

fonctionnelle et l’infectivité des virions sont également incorporées dans les particules virales 

VIH-1 [10]. 

 

Figure 1 : Structure de la particule virale VIH-1.  

(A) Différentes étapes de la maturation du VIH-1 en microscopie électronique [9]. (B) Schéma du 

virion mature. 
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4. Les protéines virales 

a) Les protéines de structure et enzymes virales 

 

La protéine extracellulaire gp120, reliée à l’enveloppe virale par son interaction avec la 

protéine transmembranaire gp41, interagit avec le récepteur CD4 et les corécepteurs CCR5 

ou CXCR4 permettant ainsi la fusion des membranes virale et cellulaire [11,12].  

La protéine de matrice (MA) joue un rôle dans l’assemblage des particules virales 

notamment dans le recrutement de protéines d’enveloppe au niveau de la membrane 

plasmique [13,14]. La protéine de capside (CA) protège l’ARN viral en formant le core de la 

particule virale, via une interaction de ses domaines C-term en homodimères et de ses 

domaines N-term en hexa et pentamères selon un équilibre dynamique [15,16,17]. La 

protéine de nucléocapside (NC), capable de se lier aux acides nucléiques grâce à son motif 

en doigt de zinc, stabilise l’ARN dans la capside virale du virion mature [18]. Mais elle est 

également impliquée dans d’autres étapes de la réplication du VIH-1 telles que la 

transcription inverse et l’intégration [19,20]. Les protéines MA, CA et NC sont suffisantes 

pour induire le bourgeonnement de particules immatures VLP (virus-like particle) [21]. 

Le génome viral VIH-1 code également pour plusieurs enzymes virales. La protéase (PR) 

permet la maturation par clivage de polypeptides viraux, étape essentielle à l’infectivité des 

virions néosynthétisés. La transcriptase inverse (RT) est un hétérodimère composé de sous 

unités p66 et p51. Elle possède une activité ADN polymérase ARN/ADN dépendante en N-

term et une activité RNase H en C-term. Cette double activité enzymatique confère à la RT 

la capacité de synthèse d’ADN double brin à partir du génome viral ARN simple brin et la 

capacité de dégradation de cet ARN matrice [22,23]. Enfin l’intégrase (IN) catalyse l’étape 

d’intégration de cet ADN rétrotranscrit dans des régions transcriptionnellement actives de 

l’ADN génomique de la cellule hôte. 

 

b) Les protéines régulatrices 

 

Les Retroviridae ayant un génome complexe, ils possèdent également des protéines 

supplémentaires essentielles à la réplication virale. Pour le VIH-1 il s’agit des protéines Tat, 

p14 (transactivator of transcription) et Rev, p19 (Regulator of expression of viral proteins). 

Tat est l’une des premières protéines virales synthétisées. Il s’agit d’un transactivateur de la 

transcription de l’ADN viral une fois intégré, de façon stable et non réversible, dans l’ADN 
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génomique de la cellule hôte. Sa fixation sur le domaine TAR (transactivation response) 

dans la région 5’ de l’ARN viral permet le recrutement de ses cofacteurs cellulaires, tel que la 

cycline T1, induisant la production de transcrits viraux [24]. 

La protéine Rev possède à la fois un domaine NLS (nuclear localization signal) et un NES 

(nuclear export signal) lui permettant de faire la navette entre le noyau et le cytoplasme des 

cellules hôtes. Son site de fixation est le motif RRE (Rev response element), structure en 

tige boucle stable présente sur les ARN viraux non et mono-épissés, permettant ainsi 

l’export de l’ARN génomique non épissé et des transcrits viraux mono épissés vers le 

cytoplasme. Il a été mis en évidence que le processus d’export de l’ARN viral Rev-

dépendant nécessite également la présence de protéines cellulaires comme Crm-1 [25,26]. 

La protéine Rev joue également un rôle dans la traduction des ARN viraux en augmentant 

l’association de polysomes suite à sa fixation sur le domaine RRE [27]. 

 

c) Les protéines auxiliaires 

 

Les protéines auxiliaires, non nécessaires pour une réplication minimale du VIH-1, ont des 

rôles variés ayant pour but d’augmenter l’infectivité des particules virales. Elles sont 

notamment impliquées dans l’échappement de la reconnaissance par le système 

immunitaire et contrecarrent l’action des facteurs de restriction mis en place par la cellule 

hôte pour limiter l’infection. La composition en protéines auxiliaires diffère entre les différents 

lentivirus, mais chez le VIH-1 elles sont au nombre de quatre : Vif p23 (viral infectivity factor), 

Vpr, p15 (viral protein r), Vpu, p16 (viral protein u) et Nef, (negative factor). 

Un des rôles essentiel de la protéine Vif est de contrecarrer les défenses mises en place par 

la cellule hôte pour limiter l’infection. En effet, Vif empêche l’action du facteur de restriction 

cellulaire APOBEC3G (APOlipoprotein B Editing Catalytic sub-unit like 3G) capable d’induire 

des hypermutations dans le génome viral. La fixation de Vif sur APOBEC3G entraine le 

recrutement d’un complexe d’ubiquitine ligase permettant ainsi leur dégradation mutuelle par 

le protéasome [28,29]. APOBEC3G étant plus fortement dégradé, son empaquetage dans la 

particule virale est drastiquement diminué ce qui augmente l’infectivité des virions 

néosynthétisés [30]. Une activité indépendante de la machinerie de dégradation cellulaire de 

Vif sur la prévention de l’encapsidation des protéines de la famille APOBEC3 a également 

été démontrée [31]. 

La protéine Vpr, incorporée dans la particule virale, semble posséder de multiples activités 

dans les étapes précoces de la réplication du VIH-1 qui ne sont pas encore toutes bien 
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définies. Elle est notamment impliquée dans l’arrêt des cellules cibles en phase G2/M 

permettant la mise en place d’un environnement favorable à une transcription optimale du 

VIH-1 [32]. Vpr est également capable de se lier à un facteur cellulaire, la kinase TAK1, de la 

voie NF-κB et stimule la sécrétion de la cytokine TNF (tumor necrosis factor) [33]. De plus, il 

a été démontré que Vpr fait partie du PIC (preintegration complex) [34] mais son rôle dans 

l’import nucléaire est très controversé . 

La protéine Vpu contrecarre l’activité d’un autre facteur de restriction cellulaire dans les 

étapes tardives de l’infection. La protéine transmembranaire BST2 possède la capacité de 

séquestrer les virions en cours de synthèse à la membrane plasmique empêchant ainsi leur 

relargage dans le milieu extracellulaire. Vpu utilise différents mécanismes pour contrecarrer 

l’action antivirale de BST-2. En effet, Vpu altère le trafic intracellulaire de BST2 en modifiant 

son recyclage des endosomes vers la membrane plasmique et en inhibant l’adressage des 

protéines BST-2 en cours de synthèse à la surface cellulaire [35]. Vpu augmente la 

dégradation de BST2 par la voie lysosomale [36], modifie la distribution de BST2 au niveau 

du site de bourgeonnement et inhibe la capacité de BST-2 à activer la voie NF-κB. 

L’ensemble des mécanismes mis en place par Vpu pour contrecarrer BST-2 n’est pas 

encore entièrement déterminé, et certains sont encore soumis à controverse, cependant 

l’action de Vpu sur BST-2 est corrélée à une libération plus efficace des virions. Vpu joue 

également un rôle dans l’échappement à la réponse immunitaire en induisant notamment la 

régulation négative de l’expression des récepteurs de surface CD4 [37] ainsi qu’en diminuant 

l’expression de surface du complexe majeur d’histocompatibilité de classe I (CMH I). 

Enfin la protéine Nef est également multifonctionnelle et intervient à la fois dans les étapes 

précoces et tardives de la réplication du VIH-1. Nef diminue l’expression à la surface 

membranaire des molécules CD4 et des complexes d’histocompatibilité (CMH I et CMH II) 

afin d’éviter la létalité induite par une surinfection virale et de diminuer la réponse 

immunitaire [38]. Nef agit également lors de l’assemblage et le bourgeonnement en 

augmentant l’infectioisité des virions néosynthétisés [39,40]. Des études plus récentes ont 

permis d’identifier les protéines cellulaires transmembranaires SERINC3 et SERINC5 

(proteins serine incorporator) comme de nouveaux facteurs de restriction du VIH-1. Nef 

contrecarre l’action des SERINC3 et SERINC5 en empêchant leur incorporation dans les 

particules virales ce qui permet d’augmenter l’infectivité des virions néosynthétisés [41,42]. 
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5. Organisation génomique, transcrits et précurseurs 

polypeptidiques du VIH-1  

 

La caractérisation du génome viral du VIH-1 débuta en 1984 suite à son clonage et à son 

séquençage complet l’année suivante [43,44].  

Le génome viral du VIH-1 est retrouvé dans la particule virale sous forme de deux copies 

d’ARN simple brin coiffé et polyadénylé. Suite à la transcription inverse de l’un des deux 

brins, l’ADN viral double brin ainsi produit sera intégré dans le génome de l’hôte et nommé 

provirus. Le provirus du VIH-1 a une taille d’environ 10 kb et code pour les différentes 

protéines virales (figure 2). 

Les régions codantes du provirus sont encadrées par des séquences répétées non codantes 

LTR (Long terminal repeat) en 5’ et en 3’. Ces extrémités LTR, constituées de régions U3, R 

et U5, sont essentielles pour l’intégration et la transcription du provirus [45]. 

Les gènes gag, pol et env codent respectivement pour les protéines de structure, les 

enzymes et les protéines d’enveloppe virales communes aux Retroviridae simples et 

complexes. Le gène gag code pour les protéines de structure (MA, CA, NC et p6), le gène 

pol pour les enzymes virales (PR, RT et IN) et le gène env pour les protéines d’enveloppe 

(gp120 et gp41) décrites précédemment. 

Dans le provirus du VIH-1 s’ajoute des gènes codants pour les protéines régulatrices (Tat et 

Rev) ainsi que pour les protéines accessoires (Vif, Vpr, Vpu et Nef) également décrites dans 

la partie précédente. 

 

 

Figure 2 : Organisation du génome intégré du VIH-1 [46]. 

 

La transcription du provirus à partir de sa région promotrice située sur le LTR en 5’ se 

déroule en deux étapes. La première est réalisée par l’ARN polymérase II cellulaire dont le 

recrutement est favorisé par la fixation sur le promoteur viral de facteurs cellulaires dont NF-

κB (nuclear factor kappa B), NFAT (nuclear factor of activated T cells) et de TBP (TATA box 
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binding proteins). NF-κB est un élément important de la régulation transcriptionnelle du VIH-

1, en participant notamment au recrutement initial du complexe P-TEFb jouant un rôle dans 

l’élongation de la transcription [47]. Cette première étape permet la transcription en faible 

quantité d’ARN messagers (ARNm) et de transcrits multi épissés dont la traduction induit la 

production des protéines régulatrices Tat et Rev. La seconde étape de transcription Tat-

dépendante fait intervenir les mêmes facteurs cellulaires mais elle est beaucoup plus 

efficace. La fixation de Tat sur le motif TAR présents sur tous les transcrits viraux permet 

d’augmenter la processivité de l’ARN polymérase II et de débuter la phase d’élongation de la 

transcription [48]. Cette seconde étape permet la production d’ARN non, mono et multi-

épissés [49]. Les ARN non épissés vont d’une part constituer l’ARN génomique dimérique 

incorporé dans les virions et d’autre part vont permettre la traduction des précurseurs gag et 

gag-pol. Les ARN mono épissés (envirion 5 kb) permettent la production des protéines Vif, 

Vpr, Vpu et du polypeptide env gp160. Enfin les ARN multi épissés (environ 2 kb) induisent 

la synthèse des protéines Tat, Rev et Nef [50] (figure 3A). 

Le gène gag permet la production du précurseur polypeptidique Gag Pr55gag incorporé dans 

les virions lors du bourgeonnement à la matrice. Il sera alors clivé par l’enzyme virale PR 

pour donner les protéines de structure indispensables à la maturation de la particule virale 

[51]. Lors de la traduction de l’ARN génomique, un décalage du cadre de lecture d’un 

nucléotide en arrière permet la production du précurseur Pr160gag-pol. Ce phénomène de 

recul du ribosome apparait avec une fréquence de un évènement sur vingt de traduction 

[52]. Les précurseurs Pr160gag-pol sont également incorporés dans la particule virale immature 

et leur clivage par la protéase virale PR permettra par la suite la production des enzymes 

virales. Enfin après trimérisation du précurseur env gp160, celui-ci est clivé par la machinerie 

cellulaire de l’hôte afin que les glycoprotéines matures gp120 et gp41 puissent être 

acheminées à la membrane plasmique pour former les spicules des virions en cours de 

synthèse. L’ensemble de ces événements de modifications post-traductions par clivage 

protéolytique sont représentés dans la figure 3B. 
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Figure 3 : Génome, transcrits et protéines du VIH-1.  

(A) Production des différents ARN non, mono et multi épissés à partir du provirus VIH-1 [53]. (B) 

Clivages protéolytiques et synthèse de protéines virales [54]. 
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B - Le cycle de réplication du VIH-1 

 

 

Figure 4 : Le cycle de réplication du VIH-1.  

Modifiée à partir de [55]. 

 

Le cycle de réplication du VIH-1 se compose de plusieurs événements répertoriés en deux 

grandes parties : les étapes dites précoces englobent les phases allant de la reconnaissance 

de la cellule cible jusqu’à l’intégration de l’ADN viral rétrotranscrit dans le génome de l’hôte. 

Suivent les étapes dites tardives correspondant aux mécanismes permettant la libération de 

nouvelles particules virales dans le milieu extracellulaire (figure 4). 

 

1. Les étapes précoces 

a) L’attachement et l’entrée du virus dans la cellule hôte 

 

La réplication du VIH-1 débute par la reconnaissance et la fixation de la particule virale à la 

membrane plasmique de la cellule hôte, suivie de la fusion des membranes virale et 

cellulaire permettant la libération de la capside virale dans le cytoplasme de la cellule cible 

(figure 5A). 
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Figure 5 : Reconnaissance et entrée de la particule virale VIH-1 dans la cellule cible.  

(A) Etapes de reconnaissance et d'entrée de la capside virale dans la cellule hôte. (B) Interaction 

entre la protéine virale gp120 et le récepteur CD4 de la cellule cible [56]. (C) Les différents 

mécanismes impliqués dans la fusion de la particule virale [57]. 

 

La molécule CD4, exprimée principalement à la surface des lymphocytes T CD4 et des 

cellules de la lignée myéloïde (monocytes et macrophages), a été mise en évidence comme 

un récepteur de surface pour le VIH-1 [58,59].  

Comme décrit précédemment, les spicules viraux sont constitués de sous unités trimériques 

gp120 et gp41. La glycoprotéine gp120 est à l’origine de l’attachement à la cellule cible. Elle 

possède cinq domaines condensés conservés (C1 à C5) ainsi que cinq boucles variables 

(V1 à V5) capables de former des ponts disulfures [57]. 

L’interaction entre CD4 et gp120 entraîne la formation d’un pont (bridging-sheet) entre les 

domaines externe et interne de la gp120 conduisant à un changement de conformation des 

boucles V1/V2 suivie de la boucle V3 [11]. Ce repositionnement de la boucle V3 est 

nécessaire à l’étape suivante d’interaction avec le corécepteur. 



30 
 

Les molécules CXCR4 (C-X-C chemokine receptor type 4) et CCR5 (C-C chemokine 

receptor type 5) ont été identifiées comme des corécepteurs de l’infection par le VIH-1 

[60,61]. Les virus utilisant le corécepteur CXCR4 sont nommés X4, ceux utilisant CCR5 

nommés R5 et les virus capables d’utiliser les deux types de corécepteurs R5X4 [62]. 

L’accessibilité de la boucle V3, induite par l’interaction avec la protéine CD4, permet à la 

glycoprotéine gp120 d’interagir avec son corécepteur via un domaine conservé de cette 

boucle V3 [12] (figure 5B). 

Cette seconde interaction va induire un changement conformationnel permettant à la 

glycoprotéine transmembranaire gp41 d’exposer un domaine hydrophobe en N-term, nommé 

peptide de fusion, capable de s’insérer dans la membrane cellulaire de l’hôte [63]. Le 

rapprochement entre les membranes virale et cellulaire permet la formation d’une structure à 

six hélices regroupant des domaines charnières HR-N (amino-terminal helical region) et HR-

C (carboxy-terminal helical region). Ces domaines sont donc ancrés dans chacune des 

membranes de part et d’autre du trimère de gp41 (figure 5C). La formation de cette structure 

reliant des membranes opposées sert de force motrice pour induire la création d’un pore de 

fusion [64]. 

Cette dernière étape est encore soumise à controverse. Plutôt qu’une fusion directe à la 

membrane plasmique, certaines équipes ont fait l’hypothèse que la particule virale pourrait 

être préalablement internalisée par endocytose [65]. Ces mécanismes pourraient varier en 

fonction du type cellulaire infecté.  

 

b) La décapsidation et la transcription inverse 

 

L’ordre dans lequel se déroule la décapsidation et la transcription inverse du génome viral 

n’est pas encore défini. L’étiolement du core viral, nommé décapsidation, pourrait se faire 

rapidement après l’entrée [66] ou par dissociation progressive des protéines de capside (CA) 

pour se finaliser au niveau des pores nucléaires [67]. 

Il a été mis en évidence que l’empaquetage du RTC (reverse transcription complex) à 

l’intérieur d’un pseudo core, formé des protéines virales de CA, semble augmenter l’efficacité 

de transcription inverse et de formation du PIC (pre integration complex) [68]. Plusieurs 

études suggèrent également que le RTC et les protéines CA restent associés lors de la 

translocation via les filaments d’actine des microtubules jusqu’au pore nucléaire [69]. 
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La transcription inverse est une étape clé du cycle réplicatif des rétrovirus consistant à la 

transformation d’un ARN simple brin de polarité positive en ADN double brin. Celle-ci se 

déroule dans le RTC (reverse transcription complex) en étant catalysée par l’enzyme virale 

RT possédant plusieurs sites actifs. La RT possède des domaines en N-term ayant une 

activité ADN polymérase ARN ou ADN dépendante et un domaine en C-term avec une 

activité RNase H [55].  

Lors de la maturation des particules virales VIH-1, l’amorce cellulaire ARNtlys3 est encapsidée 

dans le virion et se lie à la séquence PBS (primer binding site) présente en 5’ de l’ARN 

simple brin [70]. L’initiation de la transcription inverse se traduit par l’élongation de cet ARNt 

et la synthèse de l’ADN des régions U5 et R.  

L’activité nucléase de la RNase H permet la digestion de l’ARN contenu dans l’hybride 

ARN/ADN ainsi formé et la libération d’une partie du brin d’ADN (-) dont la séquence est 

pour l’instant uniquement complémentaire des régions U5 et R en 5’ du génome viral. 

La présence de séquences répétées R permet la fixation de ce brin d’ADN (-) en cours de 

synthèse en 3’ de l’ARN viral matrice. Cette étape est nommée premier saut de brin [71]. 

L’élongation du brin d’ADN (-) est ainsi réalisée par le biais de l’activité ADN polymérase 

ARN dépendante de la RT et permet la synthèse d’un nouvel hybride double brin ARN/ADN 

jusqu’à la séquence PBS de l’ARN tronqué. L’ARN de cet hybride sera une nouvelle fois 

dégradé par son activité RNase H à l’exception des deux régions riches en purines cPPT et 

3’PPT (poly purine tracts). 

L’activité ADN polymérase ADN dépendante de la RT permet ensuite la synthèse du brin 

d’ADN (+) à partir des séquences ARN cPPT et 3’PPT, servant alors d’amorce, et de la 

matrice ADN (-). 

Les dernières séquences d’ARN sont dégradées par l’activité RNase H de la RT et un 

second saut de brin permet l’appariement des séquences PBS sur les deux brins d’ADN. 

Pour finir une polymérisation bidirectionnelle permet la formation d’un ADN double brin 

entouré de part et d’autre de séquences LTR (Long terminal repeat). La présence du cPPT 

lors de synthèse du brin d’ADN (+) provoque la formation d’une discontinuité résultant en 

une structure particulière composée d’un triple brin d’ADN au centre de la séquence 

nommée ADN Flap. Ce motif joue notamment un rôle lors de l’import nucléaire de l’ADN viral 

flanqué double brin [68].  

L’ensemble de ces étapes sont détaillées dans la figure 6. 
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Figure 6 : Différentes étapes de la transcription inverse du VIH-1. 
(A) Hybridation de l’ARNt (représenté par une flèche verte) sur la séquence PBS (primer binding site) 
de l’ARN viral. (B) Initiation de la synthèse du brin d’ADN (-) et (C) premier saut de brin permettant (D) 
l’élongation de la synthèse du brin négatif sur toute la longueur du génome. (E) Synthèse du brin 
d’ADN (+) à partir des séquences PPT (poly purine tract) conservées de l’ARNv comme amorces et 
du brin ADN (-) comme matrice. (F) Un second saut de brin permet l’appariement des séquences PBS 
sur les deux brins et permet de finaliser la synthèse d’ADN viral double brin. Le produit final est plus 
long que l’ARN viral matrice car les séquences des extrémités R-U5 en 5’ et U3-R en 3’ ont été 
partiellement dupliquées et ont permis de générer les LTR (Long terminal repeat) U3-R-U5. Dans 
cette figure les séquences ARN sont représentées en vert dont celles en cours de dégradation par 
l’activité RNAse H de la RT sont indiquées en pointillées. Les séquences ADN sont quant à elles 
indiquées en violet [72]. 

 

c) L’import nucléaire et l’intégration  

 

Le RTC subit des modifications pour aboutir en un second complexe le PIC (pre integration 

complex). Le PIC est une structure multiprotéique dont la taille est estimée à une 

cinquantaine de nanomètres qui a pour rôle de protéger l’ADN viral de la dégradation et de 

favoriser son intégration dans le génome de l’hôte. 
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Dans des cellules en division, l’intégrité de la membrane nucléaire étant altérée cela pourrait 

rendre l’ADN génomique facilement accessible au PIC. Pourtant plusieurs études ont montré 

que l’import du PIC dans le noyau des cellules en division nécessite l’action de protéines 

impliquées dans les pores nucléaires. De plus, le passage en phase de mitose n’est pas 

requis pour une infection VIH-1 effective [73]. En effet le VIH-1 possède également la 

capacité d’infecter des cellules qui ne se divisent pas, dites quiescentes, telles que les 

macrophages. Le PIC étant un complexe volumineux, il ne peut pas utiliser un transfert 

passif par diffusion pour atteindre le noyau. Il a donc été confirmé que l’import nucléaire du 

PIC nécessite les pores nucléaires actifs [74]. 

Dans un contexte biologique, le transport intranucléaire est médié par des pores nucléaires 

transmembranaires formés de nucléoporines impliquant d’autres composants cellulaires 

comme les importines et des transporteurs. 

Le mécanisme actif de translocation du PIC n’est pas encore caractérisé. Il a été suggéré 

que la plupart des protéines constituant le PIC possèdent un motif NLS (nuclear localization 

signal). Les importines α et β sont impliquées respectivement dans l’interaction avec ce 

signal NLS et dans l’association de ce complexe aux nucléoporines. Cependant la nature de 

ces signaux NLS, les protéines virales ainsi que les facteurs cellulaires impliqués dans 

l’import nucléaire du PIC sont encore soumis à controverse [75]. 

Le PIC est constitué de plusieurs protéines à la fois d’origine cellulaire et virale semblant 

jouer un rôle dans le processus de translocation de l’ADN viral dans le noyau. L’interaction 

des protéines Vpr et CA avec des nucléoporines pourrait favoriser la décapsidation de la 

particule aux abords du pore nucléaire afin de permettre l’acheminement du PIC vers le 

noyau [76,77]. Il a aussi été démontré que l’IN est capable d’interagir avec les importines α, 

β et 7 [78,79]. Les protéines virales MA et Vpr possèdent également des séquences NLS 

leur permettant d’interagir avec les importines α et β [80]. Cependant la déplétion simultanée 

de l’ensemble de ces signaux n’est pas suffisante pour empêcher le processus d’import 

nucléaire du PIC [81]. 

Un des éléments les plus controversé au sujet de son implication dans le PIC est la protéine 

cellulaire TNPO3 (transportin 3). L’IN est capable d’interagir avec TNPO3, cependant un rôle 

de cette transportine dans l’import nucléaire du PIC via l’interaction avec l’IN est 

actuellement débattu car les études à ce sujet divergent fortement [82,83,84]. TNPO3 

interagit également avec la CA et pourrait favoriser l’import nucléaire en interférant avec la 

protéine CPSF6 impliquée dans le maintien de l’intégrité du core viral [85]. Enfin le motif Flap 

sur l’ADN viral pourrait jouer un rôle dans l’import nucléaire en favorisant la décapsidation à 

proximité du pore nucléaire [68] ou en permettant la mise place d’une conformation 
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favorisant l’exposition des NLS [86]. Mais l’importance de ce motif Flap sur l’ADN viral dans 

ce mécanisme est lui aussi très controversé [87]. 

Une fois le PIC ayant atteint le noyau, l’enzyme virale IN catalyse l’événement d’integration 

de l’ADN viral dans les régions transcriptionnellement actives du génome de l’hôte. Le 

mécanisme et les protéines impliqués dans cette étape clé du cycle virale du VIH-1 étant au 

centre de mon sujet de thèse, ils seront détaillés dans la partie III de mon introduction. 

 

2. Les étapes tardives 

 

Les étapes dites tardives regroupent la transcription virale, l’épissage des ARN messagers, 

l’export des transcrits viraux vers le cytoplasme, leur traduction ainsi que la formation et la 

libération de nouveaux virions au niveau de la membrane plasmique. 

La transcription et l’épissage des ARNs proviraux se déroulent dans le noyau de la cellule 

hôte comme décrit précédemment. La transcription virale est dépendante de la structure de 

la chromatine, de facteurs de transcription cellulaires ainsi que de la protéine virale Tat.  

Selon la structure de la chromatine où se situe le provirus le devenir viral est variable. Une 

structure de chromatine fermée, diminuant l’accès des facteurs de transcription cellulaires 

sur le provirus, est associée au phénomène de latence. Au contraire une chromatine ouverte 

permet une transcription virale dite active [88,89]. 

Ces étapes permettent la synthèse d’ARNs viraux non, mono et multi épissés. Afin de 

permettre la libération dans le cytoplasme de l’ensemble de ces formes d’ARNv viraux, le 

virus utilise un mécanisme alternatif de la machinerie cellulaire d’export nucléaire impliquant 

la protéine régulatrice Rev comme décrit précédemment. Une partie des ARN non épissés 

sont traduits par la machinerie cellulaire afin de produire les précurseurs polypeptidiques gag 

et gag-pol. La production du précurseur env gp160 sous forme de tétramères passe par la 

voie endosomale puis son clivage en protéines gp120 et gp41 est réalisé par une protéase 

cellulaire. 

Le précurseur Gag Pr55gag orchestre de nombreuses interactions avec des constituants 

cellulaires et viraux essentielles à l’amorçage du bourgeonnement. En effet, la seule 

présence du précurseur Gag est suffisante pour induire la production de pseudo-particules 

virales [90]. Son domaine N-term codant pour la protéine MA se lie à la membrane 

plasmique et favorise l’incorporation des protéines d’enveloppe gp120 et gp41 dans les 

virions en cours de synthèse. En C-term, son domaine CA permet la multimérisation du 
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précurseur et le domaine NC interagit avec l’ARN viral non épissé génomique afin de 

l’acheminer à la membrane. Le précurseur gag-pol Pr160gag-pol possédant l’ensemble de ces 

domaines est également capable de réaliser chacune de ces fonctions et se retrouve lui 

aussi fiché dans la membrane plasmique. Le domaine p6 du précurseur Pr55gag interagit 

alors avec la machinerie cellulaire ESCRT (endosomal sorting complex required for 

transport) qui catalyse la fission de la membrane et permet la libération de particules virales 

immatures. L’ensemble des événements conduisant au bourgeonnement et à la libération de 

particules virales est représenté dans la figure 7A [91]. Il est également important de noter 

que ce complexe de pré assemblage implique d’autres protéines virales telles que Vif et Vpr 

ainsi que des composants cellulaires comme APOBEC3G [92]. 

L’ensemble de ces processus permet la libération de particules virales immatures non 

infectieuses VLP (virus-like particle). Dans les VLP les précurseurs Pr55gag et Pr160gag-pol 

sont disposés de manière radiale contre la membrane virale. En microscopie électronique la 

morphologie de virions immatures est caractérisée par l’observation de cercles distendus à 

la périphérie de la particule (figure 7B haut). De façon concomitante avec leur relargage, les 

VLP subissent une dernière étape dite de maturation. La maturation protéolytique est initiée 

par l’autoclivage de la protéase virale dont le site actif est situé à l’interface du dimère de PR 

[93] présent dans les précurseurs Pr160gag-pol. La PR libérée est fonctionnelle et entraine le 

clivage des précurseurs Pr55gag et Pr160gag-pol de manière séquentielle afin d’aboutir à la 

libération des protéines de structure et des enzymes virales. Suite à ce clivage protéolytique 

la protéine CA s’organise en un réseau d’hexamères et de pentamères [94] afin de former le 

core viral ayant un rôle protecteur de l’ARN viral génomique préalablement condensé grâce 

aux protéines de NC [95]. Les virions VIH-1 matures présentent un core conique 

apparaissant dense aux électrons en microscopie électronique (figure 7B bas). 

La maturation de la particule virale est essentielle à l’acquisition de son infectivité. En effet 

des études ont montré que l’inhibition partielle de la maturation protéique induit la formation 

de virions non infectieux ayant une morphologie intrinsèque différente. En microscopie 

électronique, ces particules virales possèdent un core non conique décrit comme aberrant et 

une structure dense aux électrons accolée à la membrane virale [96].  
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Figure 7 : Assemblage et bourgeonnement de particules virales VIH-1.  

(A) Schéma des différentes étapes tardives conduisant à la libération de particules virales. Les virions 

produits sont immatures et le clivage par l'enzyme PR permet leur maturation dans le milieu 

extracellulaire, étape indispensable à l’acquisition de leur capacité d’infectivité. (B) Images en 

microscopie électronique et schémas de virions VIH-1 immature et mature [91]. 

 

 

 

Après avoir caractérisé les étapes constituant le cycle de réplication du VIH-1, nous pouvons 

désormais décrire les différentes classes d’antirétroviraux actuellement utilisées dans le 

traitement de la pathologie SIDA associée à l’infection par le VIH-1. En effet ces inhibiteurs 

ayant été synthétisés pour cibler spécifiquement différentes étapes de la réplication du VIH, 

nous avons choisi de décrire ces étapes en amont de la partie suivante de mon manuscrit 

portant sur la pandémie. 
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II - Le syndrome de l’immunodéficience acquise (SIDA) 

A - Epidémiologie 

1. Pandémie  

 

Depuis le début de l’épidémie dans les années 80, 78 millions de personnes ont été 

infectées par le VIH partout dans le monde dont 35 millions sont décédées des suites de 

maladies opportunistes associées au SIDA. La pandémie du SIDA est encore à ce jour un 

problème de santé majeur car il s’agit d’une des principales causes de mortalité à l’échelle 

mondiale. 

 

 

Figure 8 : Pandémie mondiale de l'infection au VIH. 

(A) Répartition du nombre de personnes (adultes et enfants) vivant avec le VIH en 2014. (B) Nombre 

de personnes ayant reçu un traitement antirétroviral depuis 2010. Données UNAIDS. 
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Selon le rapport de l’UNAIDS 2016 (United Nations Programme on HIV/AIDS) le nombre de 

personnes vivant avec le VIH était de 36,7 millions en 2015 dont plus de 2 millions de 

personnes nouvellement infectées. Le SIDA est encore aujourd’hui la première cause de 

décès en Afrique Subsaharienne avec plus de 25 millions de personnes vivant avec le VIH 

en 2014 (figure 8A). 

Malgré l’avancé dans le développement et dans l’accessibilité aux traitements 

antirétroviraux, en 2015 uniquement 17 millions de personnes étaient sous trithérapie (figure 

8B). Cela représente seulement 46% de la population mondiale infectée par le VIH. Des 

progrès majeurs ont été observés ces dernières années par la diminution considérable du 

nombre de décès liés au SIDA ainsi que du nombre de transmissions mère-enfant. 

Cependant l’accès aux traitements antirétroviraux n’est pas encore suffisant, notamment en 

Afrique subsaharienne où plus de 10 millions de personnes infectées n’ont pas encore accès 

à la trithérapie. 

Avec l’émergence de résistances aux antirétroviraux actuellement utilisés en trithérapie et 

dans l’espoir de réellement diminuer l’épidémie mondiale. La recherche biomédicale reste 

encore à ce jour essentielle pour le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques, 

notamment d’un point de vue préventif. 

 

2. Physiopathologie en absence de traitement 

 

L’infection par le VIH-1 peut se diviser en trois phases distinctes en fonction de la charge 

virale dans le sang et du nombre de lymphocytes T CD4 (LT CD4) circulants chez les 

patients infectés au cours du temps. D’autres facteurs sont également évalués lors du suivi 

de l’infection comme le taux de lymphoctes T CD8 ainsi que la production d’anticorps 

reconnaissant des épitopes du VIH-1 (figure 9). 

La première phase dite de primo infection est caractérisée par l’augmentation drastique et 

rapide de la charge virale plasmatique associée à une diminution transitoire du nombre de 

LT CD4 durant les premières semaines suivant l’infection. Il s’agit d’une période où le virus 

se réplique très efficacement et infecte les LT CD4, cible privilégiée du VIH-1. C’est 

également au cours de cette phase que le virus se propage dans les organes lymphoïdes et 

les réservoirs viraux [97]. 

Les individus nouvellement infectés par le VIH-1 présentent des symptômes associés à un 

syndrome pseudo-grippal tels que de la fièvre, des inflammations des amygdales et des 

éruptions cutanées [98]. L’infection active induit la mise en place d’une réponse immunitaire 
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adaptative spécifique associée à la production dans le sang de lymphocytes cytotoxiques 

(LT CD8) ainsi que d’anticorps reconnaissant des épitopes du VIH-1. Cette stimulation 

immunitaire est corrélée à une forte diminution de la charge virale plasmatique et à une ré-

augmentation du nombre de LT CD4 circulants. 

 

 

Figure 9 : les différentes phases cliniques de l'infection par le VIH-1. 

 

La seconde phase dans l’évolution de l’infection au VIH-1 est la plus longue, il s’agit d’une 

phase asymptotique d’infection chronique. Elle peut varier de quelques mois à plusieurs 

dizaines d’années en fonctions des individus. Lors de cette période l’infection virale et le 

système immunitaire sont en quelque sorte à l’équilibre. La réponse immunitaire spécifique 

permet de maintenir la charge virale à un niveau faible en renouvelant la production 

constante de LT CD4 ce qui compense le déficit crée par la mort des LT infectés. Malgré le 

fait que cette phase soit asymptotique, le virus est capable de se répliquer et la transmission 

virale est possible.  

Même si la charge virale plasmatique est stabilisée lors de l’infection chronique, le VIH-1 

continu de se répliquer dans les organes lymphoïdes et épuise le système immunitaire de 

l’hôte ce qui conduit à un déclin progressif du nombre de LT CD4 circulants. Cela mène à la 

dernière phase de l’infection au VIH-1, lorsque le nombre de LT CD4 circulants passe en 

dessous du seuil de 200 cellules/ml de sang, le stade SIDA est déclaré. 
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La phase SIDA déclarée est donc caractérisée par un déclin du système immunitaire dans 

son ensemble, à la diminution drastique du nombre de LT CD4 mais également de LT CD8 

et d’anticorps anti-VIH. Cela entraine une augmentation exponentielle et rapide de la virémie. 

Les patients au stade SIDA étant immunodéficients, leur organisme n’est plus en mesure de 

se défendre contre l’invasion de divers pathogènes et meurent généralement des suites de 

maladies opportunistes.  

 

3. Les thérapies ART 

a) Historique et évolution des traitements anti VIH 

 

L’émergence des premiers cas de SIDA avérés correspond à l’apparition de la biologie 

moléculaire moderne qui permit, par le biais de nouvelles approches mécanistiques, 

d’accélérer le développement de composés antirétroviraux. Ainsi quatre ans après la 

découverte du VIH comme agent pathogène du SIDA, la première molécule ayant une 

activité antirétrovirale est approuvée par la FDA (food and drugs administration). L’AZT 

(Zidovudine) est un inhibiteur de l’étape de reverse transcription médiée par l’enzyme virale 

RT [99,100]. A partir de 1987, les patients infectés par le VIH-1 sont donc traités par 

monothérapie d’AZT. Durant le début des années 90 d’autres antirétroviraux sont également 

approuvés par la FDA comme la didanosine (Videx) ou la stavudine (Zerit). L’ensemble de 

ces molécules font partie de la classe des NRTIs (nucleoside analogue reverse transcriptase 

inhibitors). Cependant l’utilisation à long terme de monothérapies se révèle inefficace et 

démontre la nécessité de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques [101]. 

Les traitements combinant deux antirétroviraux sont utilisés à partir de 1992 et remplace la 

monothérapie deux ans plus tard. A partir de 1995 de nouvelles classes d’antirétroviraux font 

leur apparition sur le marché biopharmaceutique. Tel que l’inhibiteur de protéase saquinavir 

(Fortovase/Invirase), synthétisé suite à la caractérisation structurelle de l’enzyme virale PR 

par cristallographie, et la nevirapine (Viramune) première molécule de la classe des NNRTIs 

(non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors). Les thérapies utilisant ces nouvelles 

classes de composés permettent une diminution exponentielle de la virémie chez les 

patients infectés [102,103]. 

L’ère moderne de la trithérapie antirétrovirale débute en 1997 via l’utilisation d’un traitement 

combinant deux NRTIs avec un inhibiteur de protéase ou un NNRTI. Ce traitement permet la 

diminution de la mortalité associée à l’infection ainsi que de la charge virale en dessous du 
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seuil cliniquement détectable [104]. La thérapie basée sur la triple combinaison 

d’antirétroviraux est depuis nommée HAART (Highly active antiretroviral therapy).  

La gamme d’antirétroviraux a continué à se développer en ciblant d’autres étapes de la 

réplication du VIH-1. Ainsi deux nouvelles classes ciblant l’entrée du virus furent accepté par 

la FDA, avec en 2003 l’enfuvirtide /T-20 un inhibiteur de fusion [105], puis en 2007 le 

Maraviroc un antagoniste du corécepteur CCR5.  

Enfin des molécules ciblant la dernière enzyme virale IN furent développées. Le Raltégravir 

fut le premier de la classe des INSTIs (integrase strand transfert inhibitors) à être accepté 

par la FDA en 2007 [106]. Suivirent à partir de 2013, le Dolutegravir et l’Elvitegravir faisant 

partie de la même classe d’inhibiteur d’IN [107]. 

Malgré le fait qu’il existe aujourd’hui des traitements antiretroviraux (ART) très efficaces, des 

résistances contre l’ensemble des classes d‘antirétroviraux actuellement sur le marché ont 

été mises en évidence chez les patients traités. La recherche de nouveaux agents 

thérapeutiques est toujours prioritaire.  

Depuis 2010 de nouveaux inhibiteurs de l’IN avec un mécanisme d’action innovant sont en 

développement dans différentes entreprises biopharmaceutiques. Ces molécules font partie 

d’une nouvelle classe d’antirétroviraux comme inhibiteurs de l’interaction entre l’intégrase 

virale et son principal cofacteur cellulaire la protéine LEDGF/p75. 

 

b) Déclin de la virémie sous thérapie ART 

 

Depuis 2010 aux Etats-Unis et en Europe, la thérapie ART est initiée chez les patients ayant 

un nombre de LT CD4 inférieur à 350 cellules/mm3 et une virémie entre 105-104 copies 

d’ARN viral/ml de sang. La physiopathologie de l’infection VIH-1 est alors caractérisée par un 

déclin multiphasique de la charge virale plasmatique (figure 10).  

La première phase du déclin de la virémie apparait rapidement suite à la prise du traitement. 

Elle est associée à l’élimination des LT CD4 infectées. En effet les LT CD4 actives sont les 

cibles préférentielles du VIH-1. Ces cellules sont très sensibles aux effets cytopathiques liés 

à l’infection et ont un temps de demi-vie court (1 jour). Ainsi la thérapie ART permettant 

l’inhibition drastique de la réplication virale, les LT CD4 préalablement infectées meurent et 

le renouvellement naturel induit par le système immunitaire permet de restaurer un « pool » 

de cellules LT CD4 actives non infectées. 
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Figure 10 : Déclin de la virémie sous traitement ART [108]. 

 

La seconde phase est plus lente mais permet d’atteindre un seuil de charge virale dans le 

sang cliniquement non détectable (< 20-50 copies d’ARN viral/ml de sang). La diminution de 

la virémie dans cette seconde phase correspond à l’élimination de cellules de la lignée 

myéloïde macrophages et cellules dendritiques. Cette phase est plus progressive que la 

précédente car ces cellules sont moins sensibles à la cytotoxicité induite par le VIH-1 et ont 

une demi-vie plus longue (plusieurs semaines). 

Au regard de l’efficacité des traitements ART résultant en une reconstitution significative du 

système immunitaire, des études portant sur la demi-vie des cellules infectées avaient prédit 

l’éradication du VIH-1 après plusieurs années de trithérapies [109]. Malheureusement même 

après de nombreuses années sous thérapie, dès deux semaines après l’arrêt du traitement 

l’ARN viral redevient détectable dans le sang des patients [110].  

En effet même si la charge virale n’est plus détectable, la réplication du VIH-1 n’est pas 

complétement supprimée par le traitement. Une des évidences de cette persistance est 

l’observation de rebonds de virémie chez les patients sous ART [111]. La durée, l’amplitude 

et l’origine de ces épisodes transitoires de pics de la charge virale ne sont pas encore bien 
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caractérisés [112,113,114]. Cependant les rebonds de virémie sous traitement ART 

démontrent l’existence de réservoirs viraux empêchant l’éradication du VIH-1. 

Le VIH-1 cause une infection chronique pour laquelle aucun traitement curatif n’est 

disponible pour le moment. Les patients infectés suivent un traitement ART à vie et la 

tolérance aux antirétroviraux, les interactions médicamenteuses et l’accessibilité aux 

traitements peuvent compromettre l’efficacité de la thérapie. 

 

c) La thérapie préventive 

 

La transmission dite verticale correspond à la transmission du virus de la mère à l’enfant au 

cours de la grossesse, de l’accouchement ou de l’allaitement. Depuis le début de la 

pandémie ce phénomène est au cœur de la recherche de thérapies antirétrovirale 

préventives. En 1994, il a été démontré que le traitement des femmes enceintes infectées 

avec de l’AZT permettait de prévenir la transmission verticale du VIH-1 [115].  

La transmission verticale étant liée à la charge virale plasmatique, lorsque les femmes 

enceintes sont traitées par des thérapies ART le risque de transmission périnatale est 

inférieur à 2 % [116]. Selon le rapport annuel de l’UNAIDS l’utilisation de thérapies ART 

adaptées pour la mère et le fœtus, a permis de diminuer de près de 70% les cas de 

transmission mère enfant l’an dernier. 

En 2011, l’utilisation des thérapies ART chez des couples dits serodiscordants, c’est-à-dire 

avec seulement l’un des deux partenaires infecté, a montré une efficacité de prévention de 

l’infection chez les personnes saines [117]. 

Jusqu’à très récemment aucun antirétroviral n’avait encore été caractérisé comme préventif, 

c’est désormais chose faite. En effet le tenofovir disoproxil fumarate (Truvada) produit par 

Gilead, faisant partie de la classe des NRTIs, vient d’être accepté par la commission 

européenne comme premier traitement antirétroviral préventif ciblant exclusivement des 

personnes à haut risque de contamination. Cela fait suite aux études ayant démontré 

l’efficacité du Truvada dans des tests de prophylaxies en préexposition au VIH-1 [118]. 
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B - Les différentes classes actuelles d’antirétroviraux  

 

Les traitements actuels ART sont constitués de la combinaison de plusieurs antirétroviraux 

ciblant différentes étapes clés du cycle de la réplication du VIH-1. A ce jour, six classes 

d’antirétroviraux ont été approuvées par la FDA (figure 11) et d’autres sont en cours d’essais 

cliniques. Depuis quelques mois des médicaments combinant directement plusieurs classes 

d’inhibiteurs ont également été mises sur le marché biopharmaceutique. 

 

 

Figure 11 : Les étapes du cycle de réplication du VIH-1 ciblées par les différentes classes 

d'antirétroviraux.  

Les classes d’antirétroviraux actuellement acceptées par la FDA sont référencées en vert, les facteurs 

de restriction cellulaires en rose et les protéines virales contrecarrant leur activité en bleu [119]. 

 

1. Les inhibiteurs d’entrée 

 

L’entrée virale, la première étape du cycle réplicatif du VIH-1, est la cible de plusieurs 

classes d’antirétroviraux dont seulement deux ont été acceptées par la FDA à ce jour : les 

antagonistes du corécepteur et les inhibiteurs de fusion membranaire. 

Les molécules antagonistes du corécepteur viral CCR5 sont parmi les composés les plus 

récents développés. Il s’agit de petites molécules capables de se fixer dans une poche 
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hydrophobe de la région transmembranaire en hélices du CCR5 [120]. Son site de fixation 

diffère de la partie extracellulaire de la protéine engagée dans l’interaction avec la protéine 

d’enveloppe virale gp120. Cependant la fixation de cette molécule induit un changement 

conformationnel du corécepteur empêchant sa reconnaissance par la boucle V3 de la gp120. 

Ces molécules sont donc considérées comme les premiers inhibiteurs allostériques [121]. 

L’activité antirétroviral de ces molécules a été reconnue car leur utilisation inhibe 

efficacement la réplication du VIH-1 chez l’Homme [122] et l’utilisation du composé 

Maraviroc (MVC) fut approuvé dans le traitement thérapeutique. La cible de ces inhibiteurs 

étant cellulaire, une résistance inférieure à ce qui est observé pour les autres classes 

d’antirétroviraux était espérée. Cependant l’utilisation de MVC lors du traitement de patients 

infectés induit la mise en place de mécanismes de résistance encore mal compris à ce jour. 

Sachant que la disposition et la reconnaissance des corécepteurs CXCR4 ou CCR5 à la 

surface des lymphocytes et des monocytes/macrophages sont les déterminants majeurs du 

tropisme viral, il a été proposé que la résistance à ce traitement soit associée à un 

changement du tropisme viral en CXCR4. Néanmoins des études ont suggéré que ce 

changement avait lieu uniquement lorsque le virus possède déjà un tropisme X4 avant 

l’initiation du traitement MVC [123]. Une autre cause de résistance pourrait être 

l’augmentation de l’affinité du virus pour le corécepteur CCR5. La susceptibilité aux 

antagonistes CCR5 semble variée en fonction du type cellulaire, de l’état d’activation des 

cellules infectées ainsi que du nombre de cycles réplicatifs du virus [121]. De plus la 

détection de résistance au MVC par les tests utilisés actuellement est difficile, ce qui rend 

l’utilisation d’antagonistes du CCR5 plus compliquée que d’autres classes d’antirétroviraux. 

La seconde classe ciblant l’entrée virale sont des inhibiteurs de fusion. Ce sont des peptides 

avec une conformation en hélice alpha homologues du domaine N-term de la protéine 

d’enveloppe gp41. La fixation de la molécule empêche la conformation fonctionnelle en une 

structure à six hélices de la g4p1 et inhibe ainsi le processus de fusion des membranes 

cellulaire et virale. L’enfuvirtide (T-20) dont l’efficacité d’inhibition de la réplication du VIH-1 a 

été démontrée [124], est la seule molécule de cette classe d’antirétroviraux utilisée 

actuellement. La plupart des mutations de résistance au T-20 sont localisées dans la région 

N-term de la gp41, à laquelle se fixe la molécule. Ces mutations entrainent une diminution de 

l’efficacité de formation de la structure en six hélices de la gp41 corrélée à une diminution de 

la réplication du virus. De plus ces mutations ne confèrent pas de résistance croisée à 

d’autres classes d’inhibiteurs d’entrée mais rendent le virus plus sensible aux anticorps 

neutralisants car elles allongent le temps d’exposition du peptide de fusion dans le milieu 

extracellulaire [125]. Des études ont également montré qu’il existe dans différents isolats du 

VIH-1, une grande variabilité de susceptibilité au T-20 corrélée à la conservation de 
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séquences différentes de son site de liaison, comme par exemple dans la région codant pour 

la boucle V3 de la gp120 [126]. Ces résultats suggèrent que l’interaction entre la gp120 

virale et son corécepteur cellulaire joue un rôle dans la susceptibilité du virus aux inhibiteurs 

peptidiques de fusion. 

D’autres classes d’antirétroviraux ciblant l’entrée virale sont actuellement en cours de 

développement ou d’essais cliniques, comme les inhibiteurs d’attachement. Par exemple le 

Fostemsavir se fixe sur la glycoprotéine d’enveloppe gp120 ce qui induit un changement de 

sa conformation et la perte de sa capacité d’interaction avec le récepteur CD4 [127]. 

 

2. Les inhibiteurs de la transcription inverse 

 

Les inhibiteurs de la transcription inverse sont les premiers antirétroviraux à avoir été 

référencés. Ils représentent plus de la moitié des composés actuellement sur le marché 

biopharmaceutique et sont regroupés en deux classes distinctes : les NRTIs 

(nucleoside/nucleotide reverse transcriptase inhibitors) et les NNRTIs (non-nucleoside 

reverse transcriptase inhibitors). Leur mécanisme d’action est différent mais leur activité 

rétrovirale est similaire. Ils inhibent l’activité de polymérisation de l’enzyme virale RT ce qui 

bloque le cycle viral et empêche la production de l’ADN viral double brin fonctionnel. 

Les NRTIs nucléosidiques sont des prodrogues, c’est-à-dire que leur activité antivirale 

nécessite en amont leur phosphorylation par des kinases cellulaires. Les NRTIs 

nucléotidiques possédent déjà cette phosphorylation ce qui leur confère une demi-vie plus 

longue. Les NRTIs sont des analogues des désoxyribonucléotides cellulaires (dNTPs) 

servant de substrat à la RT et nécessaire pour la polymérisation de l’ADN viral. A l’inverse 

des bases nucléiques cellulaires, les NRTIs ne possèdent pas de groupe hydroxyle en 3’. 

L’incorporation de NRTI dans la séquence en cours de synthèse empêche donc la formation 

de ponts entre le NRTI et un nouvel nucléotide ce qui stoppe la polymérisation de l’ADN. La 

terminaison de chaîne induite par les NRTIs peut intervenir pendant l’activité polymérase de 

l’ADN ARN ou ADN dépendante de la RT et peut donc empêcher la synthèse du brin d’ADN 

(-) ou du brin (+) du génome viral [99,128]. L’apparition de résistance aux NRTIs est médiée 

par deux phénomènes : l’excision du NRTI de la chaîne naissante grâce à une 

pyrophosphorolyse ATP-dépendante ou par la discrimination d’incorporation par la RT du 

NRTI en faveur de désoxyribonucléotides cellulaires [129]. Les mutations de résistance aux 

NRTIs sur la RT ont ainsi pu être classées en deux groupes : les TAMs (thymidine analog 

mutations) qui promeuvent la pyrophosphorolyse et les NAMs (nucleoside/nucleotide 
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associated mutations). La plupart des mutations de résistance aux NRTIs induisent une 

diminution de l’efficacité de la réplication virale mais cette perte peut être compensée par le 

virus par l’accumulation de mutations secondaires de résistance. 

Les NNRTIs se fixent dans une poche hydrophobe à proximité du site actif de la RT. Cette 

fixation induit un changement conformationnel de l’enzyme au niveau du site d’interaction 

avec son substrat et diminue l’activité catalytique de la RT [130]. Le site de liaison des 

NNRTIs est constitué de l’association de résidus hydrophobes et hydrophiles sur les deux 

sous-unités (p51 et p66) de la RT. Celui-ci se forme uniquement en présence des NNRTIs 

[131] et les mutations conférant une résistance à ces antirétroviraux se situent 

essentiellement dans cette région [132]. A l’inverse de ce qui est observé pour les autres 

classes d’antirétroviraux, la mutation d’un seul nucléotide peut conférer un haut niveau de 

résistance aux NNRTIs et seulement une faible diminution de la capacité réplicative de ce 

virus [133]. Le faible impact sur la réplication contribue à la transmission et à la stabilisation 

de virus résistants aux NNRTIs dans la population. 

  

3. Les inhibiteurs de l’intégrase 

 

Pour le moment une seule classe d’antirétroviraux ciblant l’IN a été approuvée par la FDA, il 

s’agit des INSTIs (intégrase strand transfert inhibitors). Ces molécules se fixent sur le site 

actif de l’enzyme viral et induisent ainsi une inhibition de l’activité catalytique de l’IN. 

L’intégrase étant au centre de mon projet de recherche, les inhibiteurs d’IN utilisés 

actuellement en thérapie ART ainsi que ceux en cours de développement seront décrits plus 

en détail dans la partie III-C de mon manuscrit. 

 

4. Les inhibiteurs de protéase  

 

Les inhibiteurs de protéase (PIs) font partie des antirétroviraux les plus efficaces développés 

à ce jour, néanmoins leur utilisation nécessite souvent l’administration d’agents stimulant 

nommé PKE (pharmacokinetic enhancer) pour augmenter leur efficacité [134]. Les PIs 

actuellement approuvés par la FDA se fixent au niveau du site actif de la PR et empêchent 

ainsi le clivage des différents précurseurs protéiques présents dans la particule virale 

immature, ce qui la rend non infectieuse. 
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La protéase virale PR étant une protéine de petite taille (11 kDa) essentielle à la réplication 

du VIH-1, il a été initialement supposé que les mutations de résistance aux inhibiteurs ciblant 

cette enzyme seraient rares. Malheureusement, il existe un fort polymorphisme dans la 

séquence PR (concernant 49 de ses 99 codons) et plus de 20 mutations aux PIs ont été 

référencées [135]. L’émergence de résistance aux PIs requière l’accumulation de mutations 

primaires et de compensation pour rétablir l’efficacité réplicative [136]. Les mutations 

primaires se situent essentiellement à proximité du site actif de la PR où se fixe à la fois 

l’inhibiteur et le substrat de l’enzyme. Des mutations additionnelles au niveau des sites de 

clivage ciblés sur les précurseurs par la PR sont également observées. Ainsi le clivage de 

sites mutants est plus efficace pour la PR elle-même mutée ce qui compense la perte de 

l’efficacité de réplication associée à la première mutation de la PR [121]. Comme les PIs ont 

une structure similaire, l’apparition de mutations conférant une résistance simultanée à 

plusieurs molécules de cette classe d’inhibiteur a pu être observée. 

La co-cristallographie de la PR en présence de ses différents substrats a permis de 

déterminer une structure commune au niveau des sites de clivage ciblés par la PR [137]. Les 

PIs étant en contact avec à la fois la PR et cette structure commune sur les différents 

substrats. Des inhibiteurs synthétisés pour interagir plus spécifiquement avec cette structure 

conservée sur les sites de clivage des précurseurs polypeptidiques pourraient être plus 

efficaces notamment sur les virus résistants aux PIs actuels [138]. Une nouvelle classe 

d’inhibiteurs, les inhibiteurs de maturation dérivés du Bevirimat [139], est actuellement en 

développement préclinique et clinique (Ira Dicker). Leur mécanisme d’action est de se lier au 

niveau des sites de clivage reconnus par le PR sur le précurseur Gag et d’empêcher ainsi la 

maturation de ce précurseur Gag, étape indispensable aux particules virales pour acquérir 

leur capacité d’infectivité. 

 

C - Les limites des traitements actuels 

1. La variabilité génétique 

 

La pandémie de SIDA a été principalement engendré par l’infection par les VIH-1 du groupe 

M. La diversité actuelle au sein de ce groupe est le résultat d’évolutions subséquentes et de 

la propagation dans les différentes populations humaines. Sur la base d’analyses 

phylogénétiques, le groupe M du VIH-1 a été subdivisé en 9 sous types (A-D, F-H, J, K). Le 

sous type C est prédominant dans la pandémie car il représente plus de la moitié des 

infections au VIH-1 [140]. L’ampleur mondiale de l’épidémie a engendré une grande 



49 
 

variabilité génétique au sein de ces différents sous-types. De plus des virus mosaïques 

CRFs (circulating recombinant forms) apparus suite à l’infection d’une même population par 

de multiples sous-types ont été mis en évidence [141]. 

Cette variabilité génétique virale représente donc une barrière à l’éradication et au 

développement d’outils de dépistage de l’infection par le VIH-1. Il existe notamment une forte 

divergence dans les séquences des gènes gag et env des différents sous-types. En effet 20 

à 30% de différences sont observées dans le gène env, ne facilitant pas la production 

d’anticorps reconnaissant des épitopes d’enveloppe virale. La variabilité au niveau de la 

boucle V3 de la gp120, responsable de la reconnaissance du corécepteur cellulaire, est 

actuellement un des obstacles majeurs à l’élaboration de vaccins préventifs à large spectre. 

 

2. Les mutations de résistance 

 

A l’heure actuelle une diminution de la virémie sous un seuil cliniquement détectable est 

observable chez les patients traités. Cependant ces thérapies sont limitées par l’émergence 

et la transmission de virus résistants ou multi résistants aux différentes classes 

d’antirétroviraux actuellement sur le marché [142]. Afin de restreindre ce phénomène, les 

traitements ART sont pris à vie et combinent plusieurs molécules ciblant différentes étapes 

du cycle réplicatif du VIH-1. 

Chez un individu non traité, il y a en moyenne 104 à 106 virus VIH-1 par ml de sang. 

L’enzyme virale RT catalysant l’étape de transcription inverse commet des erreurs et peut 

ainsi introduire en moyenne une mutation tous les 104 nucléotides en cours de synthèse. 

Sachant que le génome du VIH-1 fait est composé d’environ 104 nucléotides, une voire 

plusieurs mutations / cycle de réplication peuvent donc être générées [121]. Cette grande 

diversité génétique confère aux différents variants du VIH-1 une sensibilité réduite à une ou 

deux classes d’antirétroviraux souvent préexistante à la mise en place de la thérapie [143]. 

Des virus transmissibles et porteurs de résistance ont été observés, à la fois chez des 

patients en échec thérapeutique mais aussi chez des patients pas encore traités, pour 

chacune des classes d’antirétroviraux actuellement commercialisées. Les tests de résistance 

sont donc préconisés avant la prescription d’ART ou avant la modification d’un traitement 

déjà en place chez des patients en échec thérapeutique. 

Le succès des thérapies ART est donc dû, au moins partiellement, à la combinaison de 

différents composés. Cela permet de diminuer la probabilité de sélectionner un clone viral 



50 
 

porteur de mutations multiples lui conférant une résistance à l’ensemble des molécules 

utilisées. L’évolution perpétuelle du VIH-1 lui confère donc une forte capacité d’échappement 

aux traitements actuels, y compris aux molécules les plus récentes et efficaces. C’est 

pourquoi le développement de nouvelles classes d’antirétroviraux est toujours nécessaire. 

 

3. Les réservoirs viraux 

 

L’existence de réservoirs viraux, pouvant être un type cellulaire ou un site anatomique dans 

lesquels le VIH-1 est capable de se répliquer malgré la prise de traitement, représente 

également un obstacle à l’éradication de l’infection. 

Les rebonds de virémie peuvent être associés à des réservoirs dits anatomiques. Il s’agit de 

certains organes, comme le cerveau et les testicules, où la réplication du virus persiste suite 

au manque d’accessibilité des différents antirétroviraux à ces compartiments [144,145].  

Il a été montré que le cerveau représente également un réservoir cellulaire car il contient des 

cellules microgliales, macrophages résidents du système nerveux central, pouvant être 

infectées par le VIH-1 de manière latente [146]. 

Les réservoirs cellulaires peuvent être de persistance, lorsque les cellules infectées ont une 

demi-vie longue et sont moins sensibles aux effets cytopathiques associés à l’infection par le 

VIH-1. Les réservoirs cellulaires de latence sont quant à eux caractérisés par un état 

d’infection non productif mais réversible après réactivation. 

La majorité des LT CD4 dans l’organisme sont dans un état quiescent cependant la mise en 

place de la latence virale dans ces cellules est un événement rare (1/106). La latence est 

qualifiée de pré-intégrative lorsqu’elle concerne des LT CD4 naïfs infectés dans un état 

quiescent, et de post-intégrative quand l’infection se déroule sur des LT CD4 activés qui 

retournent ensuite dans un état de quiescence afin de devenir mémoires [147]. Lors de la 

prise de traitement ART à long terme, les LT CD4 mémoires infectés de manière latente 

représentent le réservoir de latence viral majeur. Ces cellules ont une demi-vie longue (44 

mois) durant laquelle la réactivation peut avoir lieu et permettre la production de nouvelles 

particules virales [148]. La compréhension des mécanismes du maintien et de la réactivation 

de la latence, tel que l’environnement chromatinien et l’implication de facteurs cellulaires, est 

donc essentielle à l’éradication future de l’infection par le VIH-1. 
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III - Interaction IN-LEDGF : cible des INLAIs 

A - L’intégrase du VIH-1 

1. Les étapes de l’intégration 

 

L’intégration est l’étape clé du cycle réplicatif du VIH-1 durant laquelle le génome viral, 

préalablement rétrotranscrit en ADN double brin linéaire, est introduit de manière 

permanente dans le génome de l’hôte. Cette dernière étape de celles dites précoces est 

divisée en trois réactions enzymatiques successives. Les deux premières réactions sont 

catalysées par l’enzyme virale intégrase (IN) : le 3’ processing et le transfert de brin [149]. La 

dernière étape de réparation de l’ADN dépendant de la machinerie cellulaire n’est pas 

encore clairement élucidée. L’ensemble des réactions comprises dans l’étape d’intégration 

est schématisé dans la figure 12. 

 

 

Figure 12 : Différentes réactions enzymatiques de l'intégration du génome viral VIH-1. 

Les réactions catalysées par l’enzyme virale IN sont marquées d’une flèche bleue, celles par des 

enzymes cellulaires d’une flèche rouge. L’ovale gris représente un tétramère d’IN. Les points rouges 

symbolisent les ions Mg2+ au niveau du site actif [150]. 
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A ce stade de la réplication du VIH-1, le génome viral sous forme d’ADN double brin vient 

d’être rétrotranscrit et fait partie du complexe PIC (pre integration complex). Lors de 

l’infection virale, chaque particule virale formera un seul PIC par cellule, ce faible niveau de 

représentation est un frein pour la caractérisation de ce complexe.  

Malgré le fait que de l’ADN viral non intégré sous forme circulaire soit quantifiable durant 

l’infection [151], ces formes circulaires sont environ dix fois moins nombreuses que l’ADN 

viral linéaire dans les cellules infectées. Il a été démontré que l’ADN viral linéaire présent 

dans le PIC correspond à la matrice directe pour l’intégration [152].  

L’IN procède en partie comme les protéines de la famille des transposases à ADN avec une 

activité de transestérification phosphodiester [153] sans formation d’intermédiaires covalents 

de complexe IN-ADN. 

 

a) La réaction 3’ processing et l’auto-intégration 

 

La réaction de 3’ processing permet la maturation des extrémités LTR de l’ADN viral. Elle est 

médiée par un complexe nommé intasome composé de deux dimères d’IN associés aux 

séquences LTR de l’ADN viral linéaire double brin [154]. L’IN hydrolyse la liaison 

phosphodiester au niveau des LTR entrainant l’excision d’un dinucléotide GT en 5’ et la 

libération de groupements hydroxyle en 3’ (3’OH) sur chacun des brins de manière 

synchrone. Cette activité endonucléase de l’IN est strictement spécifique du dinucléotide CA 

qui précède le site de clivage. La mutation de ces deux nucléotides abolit totalement la 

réaction.  

La réaction 3’ processing est la seule étape de l’intégration se déroulant dans le cytoplasme, 

elle est donc séparée de manière spatiale et temporelle de l’étape suivante de transfert de 

brin. L’isolement et le confinement de l’ARN viral mature au sein du PIC augmente la 

probabilité de créer des produits viraux d’auto-intégration détectables dans les cellules 

infectées [155]. Les formes non intégrées d’ADN viral issues de l’auto-intégration 

proviennent de l’insertion d’une extrémité 3’OH libre au sein de l’ADN viral lui-même 

résultant en la formation de cercles d’ADN tronqués ou réarrangés. Il a été démontré que les 

DNases du complexe cellulaire SET sont capables d’inhiber le processus d’auto-intégration 

lors de l’infection au VIH-1 [156]. 

 



53 
 

b) Le ciblage de l’ADN génomique et la réaction de transfert 

de brin 

 

Après avoir franchi la membrane nucléaire, l’intasome comprenant désormais un ADN viral 

maturé, avec des extrémités 3’OH libres, forme un nouveau complexe nommé TCC (target 

capture complex) ayant la capacité de se lier au génome de l’hôte [150]. 

L’environnement chromatinien et la localisation génomique dans lesquels le génome viral est 

intégré sont déterminants pour le devenir de la réplication virale. En effet l’intégration dans 

des régions transcriptionnellement actives permet une expression virale efficace. Au 

contraire la mise sous silence transcriptionnelle du génome viral peut aboutir à 

l’établissement de réservoirs de latence [157,158]. Bien que l’interaction entre l’IN et les 

extrémités du génome viral soit structure et séquence spécifique, l’IN seule ne possède 

qu’une très faible sélectivité des sites d’intégration sur le génome de l’hôte. L’alignement de 

séquences des sites d’intégration a tout de même révélé l’existence de séquences 

palindromiques consensus spécifiques de différents rétrovirus. Cependant ces séquences 

consensus ne sont retrouvées qu’à un faible taux et concernent uniquement les paires de 

bases environnantes du site d’intégration [159,160]. Avec l’apparition du séquençage haut 

débit des sites d’intégration, il a été démontré que les différents rétrovirus possèdent des 

spécificités distinctes de ciblage des sites d’intégration également variables en fonction du 

type cellulaire [161]. Le VIH-1 cible préférentiellement des régions transcriptionnellement 

actives dans des gènes riches en introns grâce à l’interaction de l’IN avec différents facteurs 

cellulaires tels que LEDGF/p75 qui fait l’objet d’une partie plus détaillée dans la suite de mon 

manuscrit. Au sein du complexe PIC, la protéine virale CA est capable d’interagir avec 

différentes protéines de la famille des nucléoporines ainsi qu’avec le facteur de 

polyadénylation CPSF6 (cleavage and polyadenylation specific factor 6) [150]. La déplétion 

de ces protéines induisant une diminution de l’intégration du génome viral dans des régions 

transcriptionnellement actives, l’interaction de la protéine CA avec CPSF6 semble également 

jouer un rôle dans la détermination de sites d’intégration du VIH-1 [162]. Enfin il a été 

suggéré que le complexe PIC pénétrant dans le noyau via les pores nucléaires, l’intégration 

se fait préférentiellement dans l’ADN cellulaire se trouvant à proximité de ces pores, en 

périphérie nucléaire, qui se trouvent être des régions contenant des gènes fortement 

exprimés [163]. 

La réaction suivante du processus d’intégration, dite de transfert de brin, est une réaction de 

trans-estérification permettant l’insertion de l’ADN viral au sens strict [164]. Cette étape se 

déroulant simultanément sur les deux brins maturés de l’ADN viral est coordonnée par le site 

catalytique de l’IN et nécessite la présence d’ions divalents tels que le magnésium. L’IN 
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contenue dans le TCC utilise les extrémités 3’OH libres de l’ADN viral comme agent 

nucléophile afin de cliver le génome cellulaire de manière non spécifique. Cette coupure 

entraine la libération d’extrémités cellulaires 5’-PO4 et leur jonction simultanée par liaison 

phosphodiester avec les brins opposés maturés de l’ADN viral. Le clivage de l’ADN cellulaire 

étant réalisé avec un décalage de cinq paires de bases sur chacun des deux brins cela induit 

la formation d’un gap entre l’ADN de l’hôte et l’ADN viral une fois intégré. 

Le complexe post catalytique ainsi formé de multimères d’IN interagissant avec les génomes 

viraux et cellulaires liés est nommé STC (strand transfer complex) (figure 12).  

 

c) La réparation de l’ADN et la production de formes non 

intégrées 

 

Il a été démontré que les protéines recombinantes d’IN sont capables de réaliser les 

réactions de 3’ processing et de transfert de brin in vitro de manière robuste [165]. 

Cependant la réparation de l’ADN n’est pas observable dans ces tests d’intégration in vitro 

ce qui suggère que cette réaction fait intervenir des mécanismes cellulaires. 

Contrairement aux transposases, la dissociation de l’IN et de son substrat ADN nécessite 

donc une action extérieure médiée par la machinerie cellulaire. Le désassemblage du 

complexe STC permet l’élimination de l’extrémité virale AC non appariée et la réparation du 

gap formé lors du transfert de brin.  

Il a été démontré que l’IN du VIH-1 est sensible à l’ubiquitination et que sa dégradation est 

dépendante de la voie du protéasome [166]. Une interaction entre l’IN et les protéines 

cellulaires ubiquitines ligases E3 et RAD18 impliquées dans la réparation de gaps de l’ADN 

a été démontrée [167]. Néanmoins l’extinction de la protéine RAD18 n’induit pas de 

diminution de la réplication du virus [168]. Il a depuis été mis en évidence que la sous unité 

de la préfoldine chaperonne VBP1 (von Hippel-Lindau binding protein 1) et la ligase 

Cul2/VHL (cullin2-based von Hippel-Lindau ubiquitin ligase) sont impliquées dans la 

dégradation de l’IN par la voie cellulaire du protésome essentielle à la réplication du VIH-1 

[169]. 

La première étape de la réaction de réparation de l’ADN, correspondant au désassemblage 

du complexe thermodynamiquement stable STC et à la dégradation de l’IN, favoriserait 

l’accès aux sites de réparation sur l’ADN pour la machinerie cellulaire. Afin de compléter le 

processus d’intégration les activités de polymérase du gap de l’ADN, d’endonucléase du 

dinucléotide AC non apparié, et de ligase sont alors nécessaires.  
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Les premières études étaient des approches biochimiques ayant pour but de tester in vitro 

les différents enzymes cellulaires candidates pouvant être impliquées dans le processus de 

réparation de l’ADN. Ainsi ils ont pu mettre en évidence que l’enzyme polymérase β de 

l’ADN, l’endonucléase FEN1 et la ligase I intervenant dans la voie de réparation par excision 

de bases BER (base excision repair) semblent jouer un rôle dans la réparation de gap de 

l’ADN viral intégré in vitro [170]. Des études cellulaires ont pu mettre en lumière l’implication 

de la voie BER dans la réparation de l’ADN liée à l’intégration de lentivirus [171], cependant 

il semblerait que ce ne soit pas le seul mécanisme mis en jeu. D’autres études ont montré 

que l’altération de la voie de réparation des cassures double brin NHEJ (nonhomologous 

end-joining) affectait la réplication du VIH-1 et la survie des cellules infectées [172]. Le rôle 

de la voie NHEJ dans la réparation de l’ADN suite à l’intégration et à plus grande échelle son 

rôle dans l’infection sont controversés [173]. Il a également été proposé que la voie de 

recombinaison homologue (HR) puisse intervenir dans la réparation de l’ADN viral 

néanmoins cela reste encore soumis à discussion car certaines protéines de la voie NR 

montrent une activité inhibitrice sur l’intégration. C’est le cas de la protéine hRad51 qui est 

capable d’interagir avec l’IN afin de diminuer son activité catalytique in vitro [174] et de 

dissocier le complexe liant l’IN à l’ADN par la formation de nucléofilaments [175]. Il existe 

donc un lien entre la protéine hRad51 et l’intégration cependant elle possède de multiples 

effets, opposés, sur la régulation de cette étape clé du cycle réplicatif du VIH-1 [176].  

Une autre alternative proposée était que la réparation soit médiée directement par les 

protéines virales RT et IN. Dans ce modèle, l’activité polymérase de la RT permet de 

combler le gap d’ADN et les réactions d’endonucléase et de ligase sont réalisées par l’IN 

[177]. Cependant les études menées in vitro montrent que la RT permet la réparation du gap 

mais avec une très faible fidélité et que l’addition de l’IN ne permet pas de terminer le 

processus d’intégration [170]. Ces données vont dans le sens de la thèse selon laquelle la 

dernière étape d’intégration de réparation de l’ADN après insertion du génome viral 

nécessite la machinerie cellulaire. 

Le produit final de l’étape d’intégration est caractérisé par la présence de l’ADN viral intégré 

dans le génome viral, dès lors appelé provirus. Il est colinéaire à l’ADN cellulaire et est 

encadré de la duplication de séquences génomiques courtes. La taille de ces séquences 

dupliquées varie en fonction du type de rétrovirus. Pour les lentivirus dont le VIH-1 ces 

séquences ont une taille de cinq paires de bases. 

Bien que l’intégration du génome viral au sein de celui de l’hôte soit une étape majeure 

essentielle à la réplication des rétrovirus ce processus semble être un évènement rare car la 

quantification des différentes formes d’ADN viral dans les cellules infectées montre un ratio 
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d’environ 1/10 entre les formes d’ADN viral intégré et l’ADN viral total [178]. Ainsi lors de la 

réplication du VIH-1, différentes formes d’ADN viral non intégrées sont quantifiables dans le 

noyau de cellules infectées. Plusieurs études portant sur ces formes d’ADN ont pu mettre en 

évidence que l’ADN non intégré possède un rôle dans le cycle viral en servant de matrice 

pour l’expression des gènes codant pour les protéines précoces [179]. Les ADN circulaires 

non intégrés étant très stables ils pourraient jouer un rôle en tant que réservoir d’ADN viral 

lors de l’établissement de la latence pré-intégrative. 

 

 

 

Figure 13 : Les différentes formes d'ADN viral non intégrées.  

L’ADN viral double brin sert de matrice pour la formation de structures non intégrées supplémentaires 

au provirus, telles que les formes d’auto-intégration, les formes 1-LTR et 2-LTR issues d’évènements 

de recombinaison et des mécanismes cellulaires de réparation de l’ADN [179]. 
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Les formes circulaires d’ADN non intégrées les plus abondantes sont les cercles à 1-LTR. 

Elles sont essentiellement retrouvées dans le noyau des cellules infectées (90%) cependant 

une petite portion d’entre elles sont également localisées dans le cytoplasme (10%). Il a été 

démontré que la formation des cercles 1-LTR fait intervenir plusieurs mécanismes. Les 

formes 1-LTR présentes dans le noyau résultent de la recombinaison homologue entre deux 

extrémités LTR d’un même ADN viral linéaire maturé nécessitant des mécanismes de 

réparation cellulaire [180] (figure 13). Les formes 1-LTR cytoplasmiques apparaissent quant-

à-elles lors du second saut de brin de la transcription inverse [181]. 

Les formes circulaires 2-LTR beaucoup moins abondantes, sont exclusivement produites 

dans le noyau via la liaison des extrémités LTR maturé d’un même ADN viral par la 

machinerie NHEJ [182] (figure 13). Elles constituent un support d’information génétique viral 

pouvant jouer un rôle dans lors de la latence [183]. 

 

2. Les autres activités impliquant l’IN 

 

L’IN est capable de catalyser les réactions de 3’ processing et de transfert de brin au cours 

de l’intégration de l’ADN viral dans le génome de l’hôte. In vitro une troisième activité 

catalytique de l’IN a pu être mise en évidence. Il s’agit d’une réaction dite de désintégration 

qui consiste à la réaction inverse du transfert de brin [177]. Contrairement aux réactions de 

3’ processing et de transfert de brin, la désintégration ne nécessite que le core catalytique de 

l’IN. Malgré le fait qu’aucune preuve de ce processus n’ait été montrée dans des tests in 

vivo, cette activité de l’IN est utilisée dans des études fonctionnelles de l’activité catalytique 

de l’enzyme [184]. 

L’IN possède également une activité de clivage in vitro des formes 2-LTR au niveau de 

séquences palindromiques situées à la jonction des sites LTR-LTR [185,186]. Cette activité 

d’endonucléase est réalisée de manière symétrique sur les deux brins d’ADN des formes 2-

LTR et cible les régions présentes en 3’ du motif CA de la réaction 3’ processing. Cependant 

l’apparition d’extrémités correspondant à ce processus n’a pas encore été mis en évidence 

in vivo. 

Plusieurs classes de mutants de l’IN ont été rapportées. Les mutations de classe I 

correspondent à une substitution au niveau du site actif de l’enzyme [187] et sont associées 

à l’accumulation de formes 2-LTR. Les mutants de l’IN de classe II ont des effets 

phénotypiques différents. Ils possèdent un défaut dans leur réplication pouvant intervenir à 

différentes étapes du cycle mais conservent au moins partiellement une activité enzymatique 
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de l’IN in vitro. La majorité de ces mutations induisent une diminution de la transcription 

inverse mais elles peuvent également perturber l’assemblage des virions [150]. Les effets de 

pléiotropie de ces mutants de l’IN sont des indicateurs du fait que l’IN peut jouer un rôle 

important lors de la réplication du VIH-1 indépendamment de l’étape d’intégration. Il a 

notamment été démontré que l’IN peut moduler l’efficacité de transcription inverse en 

interagissant avec la RT [188]. De plus une activité de l’IN lors de la maturation protéique 

des virions ainsi qu’au niveau de l’interaction avec l’ARN viral empaqueté a été rapportée 

suite à études portant sur les inhibiteurs allostériques de l’interaction IN-LEDGF décrits plus 

loin. 

 

3. La structure protéique de l’IN 

 

 

Figure 14 : les différents domaines fonctionnels de l'IN du VIH-1. 

L’IN contient trois domaines structurels conservés chez tous les rétrovirus reliés par des régions 

flexibles plus variables. Le domaine NTD (en bleu) avec un motif HHCC fixant le zinc, le domaine 

CCD (en vert) contenant la triade catalytique DDE (marquée ici en rouge) et le domaine CTD (en 

jaune) arborant une structure de type SH3. Adaptée à partir de [189,190]. 
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L’intégrase du VIH-1 est une protéine de 32 kDa composée de 288 acides aminés codée par 

le gène pol. Elle est libérée dans les particules virales lors de la maturation de la région C-

term du précurseur polypeptidique Pr160gag-pol par la protéase virale. Il s’agit d’une protéine 

très conservée entre les différentes espèces de rétrovirus. L’IN du VIH-1 est constituée de 

trois domaines distincts : le domaine N-terminal (NTD), le core catalytique (CCD) et le 

domaine C-terminal (CTD) représentés dans la figure 14. 

La structure de ces trois domaines indépendants et isolés a été caractérisée sur l’IN de 

plusieurs rétrovirus par cristallographie aux rayons X ainsi que spectroscopie à résonance 

magnétiques [150]. Cependant à ce jour aucune structure en trois dimensions de l’intégrase 

entière n’a pu être résolue. 

 

a) Le domaine NTD 

 

Le domaine N-terminal (NTD) est composé des résidus de 1 à 49 de l’IN. Le NTD possède 

une conformation constituée de trois hélices a stabilisées par la fixation d’une molécule de 

zinc (Zn2+) au cœur de sa structure. Ce domaine contient un motif conservé chez les 

rétrovirus et les transposons de type HHCC (composé des acides aminés His12, His16, Cys40 

et Cys43) permettant la fixation de l’ion métallique Zn2+ [191]. Souvent assimilé à un domaine 

en doigt de zinc, le NTD possède une structure plus proche d’un domaine hélice-tour-hélice 

de liaison à l’ADN [192]. La liaison de Zn2+ sur ce motif HHCC favorise l’oligomérisation de 

l’IN en dimères ou en tétramères [193].  

En plus de sa capacité à induire la multimérisation fonctionnelle de l’IN, le domaine NTD a 

été décrit comme jouant un rôle dans la fixation de l’IN à l’ADN [194]. En outre, certaines 

études ont suggéré l’implication du domaine NTD dans l’étape de transcription inverse car 

l’altération par mutagénèse dirigée de cette structure est corrélée à une diminution de la 

quantité d’ADN viral rétrotranscrit [195]. 

Pour d’autres Retroviridae, les spumavirus, les ε- et γ-retrovirus, la protéine IN arbore un 

motif supplémentaire en amont du NTD. Il s’agit d’une région constitué d’environ 40 acides 

aminés nommé domaine d’extension au NTD (NED) [154,196]. 
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b) Le domaine CCD 

 

Le domaine contenant le core catalytique (CCD) correspondant aux résidus 50 à 212 de l’IN 

contient le site actif de l’enzyme DDE composé des acides aminés carboxyliques invariants 

Asp64, Asp116 et Glu152 [197]. Cette triade catalytique permettant la fixation de deux 

cations divalents Mg2+ ou Mn2+ formant des liaisons avec l’ADN est strictement requise pour 

l’activité enzymatique de l’IN [198]. La cristallographie du domaine CCD a révélé une 

structure proche de celle de la famille des nucléotidyltransférases tel que l’enzyme 

bactérienne et virale RNase H, les transposases ou encore la recombinase RAG1 [199,200]. 

Il semblerait que l’un des cations, de Mg2+ ou de Mn2+, est chélaté par l’IN alors que le 

second doit être stabilisé par la fixation de l’ADN [201]. L’ion métallique Mg2+ étant plus 

abondant, les réactions d’intégration catalysées en présence de Mg2+ sont considérées 

comme pertinentes et les plus physiologiquement représentatives. La présence d’ion Mg2+ 

rend l’IN plus sensible aux variations de séquence aux extrémités de l’ADN substrat et 

permet ainsi une réaction d’intégration plus spécifique [202]. 

D’autres résidus sont impliqués dans l’activité catalytique de l’IN. En effet il a été montré 

qu’une région très flexible dite boucle catalytique, formée des acides aminés 140 à 149 de 

l’IN, permet l’orientation de la triade DDE. Des études ont mis en évidence que la 

rigidification de la boucle catalytique ne modifie pas l’interaction IN-ADN cependant cela 

provoque une diminution importante de l’étape d’intégration catalysée par l’IN [203]. 

Le domaine CCD joue donc un rôle crucial dans l’activité catalytique de l’IN mais il a 

également été démontré que son interaction avec l’ADN lui permet notamment de 

reconnaitre les extrémités LTR maturées de l’ADN viral [204]. De plus le domaine CCD seul 

peut catalyser la réaction de désintégration bien que ce phénomène n’a pas été observé 

dans des expérimentations in vivo avec la protéine IN entière [150]. 

Les séquences flexibles reliant le CCD au CTD ne sont pas conservées et leur longueur 

varie en fonction des rétrovirus.  

 

c) Le domaine CTD 

 

Le domaine C-terminal (CTD) composé des résidus 213 à 288 est le moins conservé des 

trois domaines de l’IN. Le CTD possède une structure en feuillets β dont le repliement est 

analogue aux domaines SH3 (Scr homology 3) impliqué dans les interactions protéine-
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protéine [205]. Le domaine CTD est structurellement proche des domaines liant la 

chromatine de la famille des protéines Tudor.  

Le CTD permet la fixation de l’ADN viral ou cellulaire indépendamment de sa séquence ou 

de la présence d’ions métallique, il s’agit donc d’un phénomène non spécifique [206]. Il 

semblerait également qu’il soit impliqué dans l’oligomérisation fonctionnelle de l’IN [207]. En 

effet il a été démontré que les domaines NTD et CTD jouent un rôle dans l’étape 

d’intégration car ils forment des liaisons avec le substrat ADN et sont également cruciaux 

pour l’assemblage et la stabilisation des différents intermédiaires IN-ADN de l’intasome 

[208]. 

 

4. La multimérisation fonctionnelle de l’IN 

 

Il est intéressant de noter que plus de 250 copies d’IN sont empaquetées dans une seule 

particule virale VIH-1 contenant uniquement deux copies d’ARN [209]. L’IN est donc en large 

excès par rapport à son substrat ADN viral qui ne nécessite que deux sites catalytiques pour 

être intégré dans le génome de l’hôte. 

In vitro, une protéine recombinante IN est capable d’induire les réactions de 3’ processing et 

de transfert de brin sur un ADN matrice, cela suggère que l’enzyme virale possède des 

mécanismes spécifiques de distinction de l’ADN viral ou cellulaire. Des expérimentations de 

mutagénèse montrent que des mutations de l’IN peuvent moduler indépendamment l’une ou 

l’autre de ses activités catalytiques ou l’affinité avec l’un ou l’autre de ces types d’ADN. Il 

semblerait donc que l’IN possède au minimum deux sites ou structures distincts impliqués 

dans ces mécanismes [210]. 

En solution la proportion de différentes formes d’IN est à l’équilibre. La protéine est retrouvée 

sous forme de monomère, dimère, tétramères et de structures de plus haut point moléculaire 

pouvant correspondre à des octamères ou des agrégats [211]. Cet équilibre est variable en 

fonction de différents facteurs dont la présence d’ADN ou la concentration de l’enzyme 

[212,213]. 

L’insolubilité et la flexibilité de séquences liant les trois domaines fonctionnels de la protéine 

IN du VIH-1 sont un frein pour la résolution de sa structure tridimensionnelle globale par 

cristallographie. Cependant la conformation des domaines seuls ou couplés deux à deux a 

pu être révélée [199,214]. Les premières études en cristallographie de la structure de l’IN ont 

permis de capturer une majorité de domaine CCD sous forme de dimères. Cependant des 
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études biochimiques ont rapidement mis en évidence que la multimérisation de l’IN en 

tétramère est essentielle pour l’intégration de l’ARN viral [215,216].  

La cristallisation de l’IN du spumavirus PFV-1 (Prototype Foamy virus), beaucoup plus 

soluble, sous sa forme libre ainsi que complexé avec l’ADN cible au sein de l’intasome fut 

une avancée majeure dans la caractérisation de la structure de l’intasome du VIH-1 

[154,208] (figure 15). En effet cette structure est corrélée avec les résultats biochimiques 

précédant faisant l’hypothèse que l’association aux extrémités LTR de l’ADN viral nécessite 

un tétramère d’IN. 

 

 

Figure 15 : Structure du complexe IN-ADN du PFV. 

(A) Structure et schéma de l’intasome du PFV. Les monomères internes d’IN sont représentés en vert 

et bleu et une partie de monomères externes en jaune. Les sites actifs en rouge, ainsi que l’ADN viral 

représenté en double hélice sont également référencés. (B) Structure du complexe TCC (target 

capture complex) ayant la capacité de fixé l’ADN cellulaire cible représenté ici en double hélice 

violette. Adaptée à partir de [150,208]. 
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Le terme intasome définit l’interaction entre l’IN et l’ADN viral et regroupe plusieurs états 

structuraux intermédiaires décrits précédemment allant jusqu’au produit d’intégration final de 

la liaison ADN viral et cellulaire associé au tétramère d’IN [217]. 

L’intasome PFV contient un tétramère d’IN qui possède une architecture en dimère de 

dimères. Chaque dimère se compose de deux sous unités d’IN interne et externe 

structurellement et fonctionnellement distinctes. Les monomères internes permettent 

l’ensemble des interactions avec l’ADN viral et cellulaire via leur site catalytique et 

interagissent entre elles par leur domaines NTD et CCD respectifs. Les domaines CTD font 

le pont entre ces différentes régions et permettent la stabilité du complexe en maintenant les 

CCD espacés (figure 15A).  

La structure des monomères d’IN externes n’est pas entièrement résolue car seuls les 

domaines CCD ont pu être caractérisés. Toutefois les domaines NTD et CTD des sous 

unités externes ne semblent pas indispensables à la formation de l’intasome du PFV ainsi 

qu’à la réalisation de la réaction de transfert de brin [218]. 

Les extrémités LTR de l’ADN viral vont se ficher à l’interface des dimères d’IN et subire la 

réaction de 3’ processing. Les trois domaines NTD, CCD et CTD de chaque monomère 

interne sont impliqués dans cette interaction et confèrent ainsi la spécificité de 

reconnaissance de l’IN avec l’ADN viral [154]. En théorie un tel complexe protéine-ADN ne 

peut se former que lorsque les sites de reconnaissance correspondant aux extrémités 3’OH 

libres de l’ADN viral sont visibles. Une fois la réparation de l’ADN intégré réalisée, ce 

processus semble être fondamentalement irréversible. 

L’intasome ainsi formé est capable d’induire les réactions de 3’ processing et de transfert de 

brin [219]. Le clivage du dinucléotide GT libère une zone d’interaction au centre du tétramère 

d’IN, entre les deux monomères internes, qui devient alors accessible pour l’ADN cellulaire. 

Ainsi l’ADN cellulaire se lie au centre du site d’intégration en adoptant une conformation 

courbée (figure 15B). La capacité de l’ADN à former cette structure coudée contribue à la 

sélection des sites d’intégration. Les séquences nucléotidiques rigides riches en purine et 

pyrimidine ne seront donc pas des régions ciblées par l’IN pour l’intégration dans le génome 

de l’hôte. L’énergie de déformation de l’ADN est compensée par l’interaction avec les 

domaines CTD et CCD internes de l’intasome de PFV. 

Des études récentes montrent que l’intasome du PFV cible préférentiellement des régions 

dans la chromatine in vitro [220]. De plus la caractérisation de la structure TCC (target 

capture complex) du PFV contenant l’intasome et le nucléosome a permis de mettre en 

évidence que l’ADN nucléosidique engagé dans l’intasome est efficacement extrait des 
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octamères d’histones afin d’adopter la conformation courbée nécessaire à cette interaction 

[221]. 

La synapse formée par les domaines CTD des sous unités internes d’IN confère la rigidité du 

complexe et contribue à la zone d’attachement de l’ADN cellulaire cible. La séparation des 

domaines CCD d’environ 50 Å via la synapse CTD est essentielle au fonctionnement de 

l’intasome du PFV.  

De manière intéressante la longueur de la région faisant le lien entre les domaines CCD et 

CTD n’est pas conservée entre les différents rétrovirus. Elle varie de 50 à 60 acides aminés 

pour les spumavirus et les ε- et γ-retrovirus jusqu’à 10 résidus pour les α- et β-retrovirus, 

alors que les lentivirus possèdent un phénotype intermédiaire. 

Le modelage de la structure de l’IN du VIH-1 suggère que les lentivirus possèdent un liaison 

CCD-CTD suffisamment longue pour permettre la formation d’un tétramère homologue à 

l’intasome du PFV [222]. 

Au contraire, l’élucidation récente de la structure des intasomes de l’ α-retrovirus RSV (Rous 

Sarcoma Virus) et du β-retrovirus MMTV (Mouse Mammary Tumor Virus) a permis de mettre 

en évidence une structure en octomères d’IN [223,224]. Il semblerait que l’IN de ces virus 

compense la petite taille de leur liaison CTD-CCD par l’ajout de deux dimères 

supplémentaires afin de maintenir une structure d’intasome proche de celle du PFV. 

 

5. Les protéines impliquées dans le PIC et dans l’intégration 

a) Les cofacteurs viraux 

 

Le complexe de pré intégration PIC est un complexe nucléoprotéique composé de l’intasome 

mais également de différentes protéines de nature cellulaire et virale. Il a été démontré que 

le PIC contient les protéines virales de structure matrice (MA) et nucléocapside (NC), la 

protéine accessoire Vpr, ainsi que l’enzyme virale transcriptase inverse (RT). L’implication et 

le rôle de la capside (CA) dans le PIC est encore un sujet soumis à controverse. 

Comme décrit précédemment le rôle des protéines de structure dans ce complexe semble 

principalement être associé à l’import nucléaire du PIC afin que l’ADN viral puisse être 

intégré dans le génome cellulaire. 
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L’interaction IN-RT semble jouer un rôle dans l’étape de transcription inverse car la mutation 

indépendante de chacun des trois domaines de l’IN induit un défaut de transcription inverse 

[225,226,227]. Cependant le rôle de cette interaction n’est pas encore clairement défini car 

des études contradictoires montrent que la RT inhibe l’activité catalytique de l’IN [228] ou 

que l’IN inhibe l’activité de la RT [229] alors que d’autres montrent que la RT est capable de 

stimuler la réaction de transfert de brin in vitro médiée par l’IN [230] et que l’IN augmente 

l’initiation de la transcription inverse [227]. 

La NC est un cofacteur de l’intégration in vitro [231] et il a été rapporté que des mutants de la 

NC entrainaient une inhibition au niveau des étapes de transcription inverse et d’intégration 

dans des cellules infectées [20]. 

 

b) Les cofacteurs cellulaires 

 

Le VIH-1 est capable de tirer avantage de la machinerie cellulaire afin de réaliser différentes 

étapes de son cycle de réplication y compris pour l’intégration. En effet, bien que la protéine 

IN recombinante purifiée est nécessaire et suffisante pour induire les réactions de 3’ 

processing et de transfert de brin in vitro, l’implication de partenaires viraux et cellulaires est 

essentielle pour l’intégration du provirus dans des cellules infectées.  

Contrairement à ce qui est observé avec l’IN recombinante seule, le complexe PIC purifié 

permet l’insertion des extrémités de l’ADN viral de manière concertée dans le génome de 

l’hôte en diminuant le phénomène d’auto-intégration [232]. 

Des tests in vitro de l’activité catalytique du PIC [233,234], de crible en double hybride chez 

la levure [235,236] et de co-immunoprécipitation [211,237] ont été réalisés afin d’identifier les 

cofacteurs cellulaires de l’intégration rétrovirale.  

Le principal cofacteur de la protéine virale IN est la protéine cellulaire LEDGF/p75 (Lens 

Epithelium-Derived Growth Factor) liée à la chromatine. Cette interaction IN-LEDGF étant la 

cible des inhibiteurs de l’intégrase en cours de développement sur lesquels sont basés mes 

travaux de thèse, la protéine LEDGF ainsi que son interaction avec l’IN seront détaillés dans 

la partie suivante de mon manuscrit. 

Plusieurs autres cofacteurs putatifs de l’intégration ont pu être mis en évidence dont les 

protéines cellulaires HMGA1 et BAF identifiées comme interagissant avec l’ADN viral. En ce 

qui concerne les cofacteurs de l’IN, d’autres protéines ont été identifiées comme capables 

d’interagir de manière directe avec l’IN comme INI1, VBP1 et TNPO3 mais avec une affinité 
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beaucoup plus faible que ce qui est observé pour l’interaction IN-LEDGF. Cependant le rôle 

de ces cofacteurs dans l’intégration et leur mécanisme d’action restent encore mal définis.  

HMGA1 (high mobility group protein 1A) est une protéine associée à la chromatine identifiée 

comme premier cofacteur cellulaire du PIC [233]. Il s’agit d’une protéine non-histone liant 

l’ADN dans des régions riches en AT, biologiquement impliquée dans l’activation de la 

transcription et dans la structure de la chromatine [238]. Les membres de la famille des 

HMGA possèdent la capacité de fixation à la fois aux protéines et à l’ADN. Dans un contexte 

infectieux, malgré le fait que HMGA1 n’interagisse pas de manière directe avec l’IN [239] 

cette protéine cellulaire stimule l’intégration in vitro [231]. Le rôle de HMGA1 dans 

l’intégration n’a pas été entièrement caractérisé mails il semblerait qu’elle agisse en 

interagissant et en stabilisant les deux extrémités maturées de l’ADN viral dans l’intasome 

[240]. Les sites potentiels de liaison avec HMGA1 ont été identifiés sur le LTR 5’ viral et 

correspondent aux sites de fixation de l’activateur transcriptionnel AP-1 (activating protein-1) 

[241]. Des études suggèrent que la liaison du cofacteur HMGA1 à l’ADN viral joue un rôle 

dans l’activation transcriptionnelle de l’ADN viral en augmentant la fixation d’un autre 

activateur de transcription ATF-3 associé au recrutement du complexe du remodelage de la 

chromatine hSWI/SNF [242,243]. 

Comme son nom l’indique, la protéine cellulaire BAF (barrier-to-autointegration factor) a été 

à l’origine identifiée comme un composant du PIC du rétrovirus MoMLV (Moloney murine 

leukemia virus) jouant un rôle dans la diminution du phénomène d’auto-intégration [234]. 

Plus tard, des expériences de co-immunoprécipitation ont mis en évidence cette activité 

dans l’intégration du VIH-1 [237]. BAF est une protéine cellulaire liant l’ADN très conservée 

qui possède un rôle physiologique structural nucléaire. Sa capacité de fixation à la fois à 

l’ADN mais aussi aux protéines nucléaires comme LAP-2α (lamina-associated polypeptide) 

suggère que BAF puisse faire le lien entre la membrane interne et la lamina nucléaires 

[244,245]. Bien que la stimulation de l’intégration in vitro par BAF ait été démontrée, 

l’implication potentielle du complexe LAP-2α/BAF/ADN viral dans la réplication du VIH-1 

reste à définir. Le rôle de la protéine BAF dans la prévention de l’auto-intégration pourrait 

être corrélé à sa capacité à maintenir l’ADN viral maturé de façon compacte. Au vue de son 

aptitude à lier l’ADN, BAF pourrait également jouer un rôle dans l’association de l’ADN viral 

et cellulaire [246]. D’autres études ont mis en évidence la présence de dimères de BAF 

incorporés dans les virions VIH-1. De plus BAF semble capable de se lier à la MA sur le 

précurseur polypeptidique dans les particules virales [247]. 

INI1, (intégrase interactor 1) a été le premier partenaire cellulaire d’interaction de l’IN à être 

découvert par Kalpana & coll par crible double hybride dans le laboratoire de Steve Goff 
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[235]. La protéine INI1, homologue de SNF5 chez la levure, fait partie du complexe humain 

de réparation de la chromatine hSWI/SNF [248]. INI1 est capable de stimuler l’intégration in 

vitro mais ce phénomène n’a pas été observé à proprement dit in vivo. Au contraire, 

certaines études montrent que INI1 inhibe les étapes précoces de la réplication du VIH-1 

[249]. Cependant au sein du complexe hSWI/SNF l’action d’INI1 est vraisemblablement 

modulée par l’accessibilité aux sites d’interaction sur l’ADN cellulaire et peut ainsi induire une 

inhibition ou une stimulation de l’intégration [250,251]. Ce complexe est également impliqué 

dans le ciblage dans des régions de chromatine remodelée de l’intégration [251]. D’autres 

fonctions d’INI1 sur la réplication du VIH-1 ont été proposées, comme l’implication d’INI1 

dans l’acheminement et/ou le passage nucléaire du PIC suite au recrutement cytoplasmique 

d’INI1 précocement après l’infection. De plus INI1 présent dans les virions semble capable 

d’interagir avec la protéine IN dans le précurseur polypeptidique ce qui suppose un rôle 

supplémentaire d’INI1 dans les étapes tardives de l’infection [252]. 

Une autre protéine virale nommée VBP1 (von Hippel–Lindau binding protein 1) qui est une 

sous unité du complexe prefoldin chaperone a été identifiée par Mousnier et al. comme 

capable d’interagir avec l’IN VIH-1 [169]. Dans un contexte infectieux, VBP1 fait le lien entre 

l’IN et l’ubiquitine ligase cellulaire cullin2 (Cul2)-based von Hippel-Lindau (VHL). VBP1 et 

Cul2 sont requises pour une réplication du VIH-1 optimale et semblent jouer un rôle dans 

une étape entre l'intégration et la transcription des gènes viraux. VBP1 et Cul2 sont 

nécessaires à la polyubiquitylation efficace de l’IN entrainant ainsi sa dégradation par la 

protéasome. VBP1 semble également jouer un rôle dans un étape du cycle de réplication 

postérieure à l’intégration, au niveau de la transcription du génome viral. 

Un crible double hybride a permis d’identifier la transportin-SR2 (TRN-SR2, TNPO3) comme 

un partenaire d’interaction caryophile de l’IN [253]. TRN-SR1 and TNPO3 permettent le 

transport entre le noyau et le cytoplasme des protéines SR (serine/arginine-rich proteins) qui 

jouent un rôle dans la régulation de l’épissage de l’ARNm [254,255]. TRN-SR1 and TNPO3 

sont codés par un seul même gène (tnpo3) et leur expression dépend d’un épissage 

alternatif. Dans la plupart des lignées cellulaires analysées seul la protéine TNPO3 est 

exprimée alors que l’isoforme TRN-SR1 est indétectable [256]. Dans un contexte infectieux, 

TNPO3 semble jouer un rôle dans l’import nucléaire du PIC et également faciliter l’infection 

par le VIH-1. Les différents lentivirus possèdent des niveaux différents de dépendance au 

facteur cellulaire TNPO3 [257] et l’étape du cycle de la réplication du VIH-1 dans laquelle 

TNPO3 joue un rôle prédominent est encore un sujet très débattu. Par exemple, il a été 

suggéré que TNPO3 est impliqué dans une étape en amont de l’import nucléaire [258] ou 

lors de l’intégration et des étapes tardives de la réplication [83,85,259]. Une étude récente a 

permis de mettre en évidence que l’interaction entre la protéine cellulaire CPSF6 et la CA 
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semble être un mécanisme alternatif de ciblage de l’intégration dans des régions 

transcriptionnellement actives [162]. Sachant que TNPO3 interagit directement avec CPSF6 

et l’importe ou la maintient dans le noyau, ce mécanisme pourrait explique pourquoi CA, 

CPSF6 et TNPO3 semblent influencer le ciblage de l’intégration. 

D’autres protéines cellulaires ont été identifiées comme capable d’interagir avec l’IN mais 

des expérimentations supplémentaires sont nécessaires afin de confirmer d’une part si cette 

interaction est directe et d’autre part leur rôle sur la réplication du VIH-1. En effet, ces 

interactions avec l’IN pourraient être indirecte et médiées par exemple par le complexe PIC, 

d’autres protéines virales ou cellulaires ou encore par l’ARN viral. C’est le cas de la protéine 

nucléaire EED (embryonic ectoderm development protein) de la famille des protéines PcG 

(Polycomb group). Ces protéines sont impliquées dans la répression transcriptionnelle des 

gènes cellulaires via la désacétylation des histones. EED étant capable d’interagir avec 

l’histone désacétylase et le facteur de transcription YY1, son interaction avec l’IN pourrait 

avoir un rôle dans le ciblage de l’integration dans des régions actives du génome de l’hôte 

[260]. Une interaction entre l’IN et la protéine chaperonne HSP60 (heat shock protein 60) a 

également été mise en évidence [261]. HSP60 forme un complexe avec HSP10 permettant 

le repliement fonctionnel de manière ATP-dépendante des protéines « misfolded ». Cette 

interaction pourrait donc avoir un rôle dans la stabilisation de l’IN. Enfin une interaction de 

l’IN avec la protéine acétyltransferase p300 a également été rapportée [262]. 

Physiologiquement p300 interagit avec les histones acétylées et régule la conformation de la 

chromatine cellulaire, cette interaction IN-p300 pourrait donc moduler l’étape d’intégration du 

VIH-1.  

 

B - La protéine cellulaire LEDGF/p75 

1. La structure et le rôle physiologique de LEDGF 

 

L’interaction de LEDGF avec IN a été découverte indépendamment dans le laboratoire de 

Richard Benarous à l’Institut Cochin par crible double-hybride en collaboration avec la 

société Hybrigenics [263], presque simultanément par Peter Cherepanov par co-

immunoprécipitation dans le laboratoire de Zeger Debyser [211] et un peu plus tard par 

Pamela Silver et Alan Engelman [264]. La protéine LEDGF (Lens Epithelium Derived Growth 

Factor) est une protéine ubiquiste très conservée liée à la chromatine [265]. Bien que la 

protéine LEDGF codée par le gène cellulaire PSIP1 fut initialement décrite comme un 

coactivateur transcriptionnel [266,267], ses fonctions physiologiques restent encore à ce jour 
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mal caractérisées. Malgré le fait que dans un premier temps un rôle extracellulaire de 

LEDGF dans le développement de l’épithélium fut proposé, ces résultats n’ont pas été 

corroborés par la suite. Néanmoins le terme inapproprié de LEDGF est toujours couramment 

utilisé par décrire cette protéine. Identifiée comme le principal cofacteur de l’IN du VIH-1, la 

majorité des études portant sur la protéine cellulaire LEDGF ciblent son interaction avec l’IN 

et son rôle dans un contexte infectieux.  

LEDGF appartient à la famille des hepatoma-derived growth factor (HDGF)-related proteins 

(HRP). Chez les mammifères, cinq membres de la famille des HRP ont été identifiés : HDGF, 

HRP1, HRP2, HRP3, HRP4 et LEDGF. La famille protéique HRP est caractérisée par la 

présence d’un domaine spécifique et conservé dans leur séquence N-terminale. Il s’agit d’un 

domaine PWWP, nommé ainsi car il possède un motif Pro-Trp-Trp-Pro (figure 16).  

 

 

Figure 16 : Organisation structurelle des protéines HRP dont LEDGF/p75.  

Les protéines HRP sont caractérisées par un domaine PWWP dans leur région N-terminal. HRP2 et 

LEDGF/p75 possède également un domaine IBD permettant notamment la fixation à l’IN du VIH-1 

absent sur LEDGF/p52. Les domaines CR (charged regions) et les « AT-hook-like » sont impliqués 

avec PWWP interviennent dans la fixation et la modulation de l’ADN chromatinien [189]. 
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La protéine LEDGF/p75 composée de 530 acides aminés contient deux domaines 

structuraux [268]. En N-terminal, son domaine PWWP est constitué des résidus 1-92, alors 

que ses acides aminés 347-429 forment un second domaine nommé IBD (intégrase binding 

domain). Les régions flexibles de LEDGF/p75 possèdent également un signal de localisation 

nucléaire (NLS) dépendant des importines α/β ainsi que deux motifs « AT-hook-like ». Il a été 

démontré que tout comme le domaine PWWP, ces différents motifs sont impliqués dans la 

liaison à l’ADN [269,270,271]. La structure schématique des différents domaines et motifs de 

LEDGF/p75 est représentée dans la figure 16. 

Le domaine PWWP appartient à la famille Tudor des domaines liant la chromatine. Il 

possède la capacité de se lier aux marques épigénétiques H3K36me3 (trimethylated Lys36 

of the histone 3) des nucléosomes fortement enrichies dans les régions 

transcriptionnellement actives du génome [272]. En effet ces marques H3K36me3 sont 

associées au mécanisme d’élongation de la transcription. Le domaine PWWP confère donc 

aux protéines HRP, dont LEDGF, la capacité de se lier à la chromatine. 

Le domaine IBD a été identifié comme étant la structure minimale d’interaction de 

LEDGF/p75 avec l’IN des lentivirus [236,268]. Une forme alternative d’épissage LEDGF/p52 

ne possédant pas ce domaine IBD est incapable d’interagir avec l’IN et n’affecte donc pas 

l’étape d’intégration [236,273]. Ainsi dans la suite de mon manuscrit nous nous intéresserons 

uniquement à la protéine LEDGF/p75 capable d’interagir avec l’IN du VIH-1 désormais 

nommée LEDGF par souci de simplicité. 

Le domaine IBD est un domaine d’interaction protéine-protéine et permet ainsi la liaison de 

LEDGF avec de nombreuses protéines cellulaires ayant des fonctions diverses. Parmi ces 

protéines, plusieurs ont été identifiées comme par exemple le facteur de transcription JPO2 

[274,275] et le complexe d’histone méthyltransferase Menin (MLL) impliqué dans la 

régulation transcriptionnelle et l’oncogenèse [276], ainsi que l’activateur Cdc7 de la kinase 

de phase S [277]. En fonction de l’organisation de ses domaines, sa localisation nucléaire et 

les caractéristiques de ses partenaires cellulaires, LEDGF semble jouer un rôle dans la 

régulation de l’expression des gènes et/ou une fonction de protéine adaptatrice l’ancrage de 

ses différentes partenaires sur la chromatine. 

Sur l’ensemble de la famille HRP, la protéine HRP2 est l’analogue le plus proche de LEDGF. 

La protéine HRP2 possédant également le domaine C-terminal IBD, peut dans certaines 

conditions interagir avec l’IN du VIH-1 et stimuler son activité catalytique de transfert de brin 

in vitro. Néanmoins cette interaction présente une affinité beaucoup plus faible que 

l’interaction IN-LEDGF [268]. En présence de LEDGF, la protéine HRP2 ne joue pas de rôle 

avec l’IN sur la réplication du VIH-1, au contraire en absence de LEDGF, comme dans des 
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cellules KO n’exprimant plus la protéine (LEDGF-/-), HRP2 peut dans une faible mesure 

supplémenter l’absence de LEDGF [278,279]. 

 

2. Le rôle de LEDGF lors de l’infection VIH-1 

 

Dans un contexte infectieux, le rôle de LEDGF est d’assurer l’ancrage de l’intégrase sur la 

chromatine au niveau de sites transcriptionnellement actifs [236,280]. En effet la déplétion du 

cofacteur LEDGF abolit la capacité de l’IN à se lier à la chromatine. LEDGF qui interagit avec 

une forte affinité avec les intégrases de différents lentivirus joue donc un rôle majeur dans le 

ciblage des sites d’intégration du VIH-1 dans le génome des cellules infectées [88] et sur la 

réplication du VIH-1 [236,281,282]. L’activité de LEDGF sur l’activité catalytique de l’IN fut 

démontrée dans un premier temps in vitro [211]. 

Dans des cellules KO LEDGF-/-, l’infection par le VIH-1 est fortement diminuée en 

comparaison à des cellules sauvages. Il a été démontré que ce défaut de réplication du VIH-

1 en absence de LEDGF est dû à une inhibition de l’étape d’intégration [281,283,284]. Le 

phénotype sauvage de l’infection pouvant être restauré par la réexpression de la protéine 

LEDGF entière ou seulement de son domaine IBD fusionné à une domaine de fixation à la 

chromatine [285]. Cela démontre la spécificité de l’action de LEDGF, via son interaction avec 

l’IN, dans l’augmentation de l’infectivité du VIH-1. 

Le modèle couramment utilisé pour décrire l’action de LEDGF lors de la réplication du VIH-1 

est représenté figure 17. Le complexe PIC décrit précédemment contient l’intasome 

constitué de l’ADN viral double brin maturé et de l’IN virale. La protéine LEDGF interagit 

avec l’IN via son domaine C-terminal IBD. LEDGF permet l’ancrage du PIC dans des régions 

transcriptionnellement actives via son domaine N-terminal PWWP [286]. Ainsi LEDGF joue 

un rôle clé dans l’étape d’intégration car elle permet son ciblage dans des régions de 

transcription active de la chromatine de l’hôte qui représente une étape nécessaire à la 

réplication efficace du provirus. 

Des études récentes portant sur la distribution des sites d’intégration dans des cellules 

n’exprimant plus les protéines LEDGF et/ou CPSF6 ont permis de mettre en évidence que 

l’interaction entre la protéine virale CA et la protéine cellulaire CPSF6 semble dirigée le PIC 

vers des régions actives contenues dans l’euchromatine alors que l’interaction IN-LEDGF 

détermine la position effective des sites d’intégration du VIH-1 [162]. 
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Figure 17 : Interaction en l'IN et LEDGF lors de l'étape d'intégration du VIH-1. 

La protéine LEDGF agit comme un agent de liaison à la chromatine permettant l’ancrage du complexe 

PIC dans des régions transcriptionnellement actives via son interaction directe avec la protéine virale 

IN contenue dans ce complexe [286]. 

 

De plus in a été montré que l’extinction de l’expression de la protéine LEDGF favorise la 

dégradation de l’IN par la machinerie cellulaire du protéasome [273,287]. LEDGF pouvant 

interagir avec l’ensemble des IN de lentivirus, il a été montré que le PIC du FIV (feline 

immunodeficiency virus) peut être immunoprécipité par des anticorps reconnaissant LEDGF 

[288], cependant aucun résultat n’a permis de mettre en évidence l’implication de la protéine 

LEDGF dans la protection et l’import nucléaire du PIC du VIH-1. 

Enfin dans le laboratoire de Stéphane Emiliani, Gerard et al. ont pu montrer que la protéine 

LEDGF/p75 pouvait également jouer un rôle dans l’établissement de la latence, 

indépendamment de son interaction avec l’IN. Dans les étapes post-intégratives du cycle de 

réplication du VIH-1, LEDGF permet le recrutement des protéines cellulaires Iws1 et SPT6 

sur les régions LTR du provirus ce qui empêche l’expression du génome viral intégré [158]. 

Ainsi la mise sous silence du provirus coordonnée par LEDGF pourrait être associée à 

l’établissement et au maintien de réservoirs viraux de latence. 
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3. La structure de l’interface entre IN-LEDGF 

 

La liaison de la protéine LEDGF augmente à la fois l’activité [211,289,290] et la solubilité 

[280] de l’IN du VIH-1. Ainsi la formation d’un complexe de haut poids moléculaire 

comprenant IN-LEDGF et 21 paires de bases de la région U5 du LTR de l’ADN viral a pu 

être résolue [290]. 

La structure en solution du domaine IBD de LEDGF déterminée en NMR (nuclear magnetic 

resonance) montre une conformation compacte formées de quatre hélices α reliées par des 

domaines connecteurs en forme d’épingle exposant des chaines hydrophobes [291]. Du 

point de vue viral, le domaine CCD de l’IN est le site majeur d’interaction avec LEDGF, mais 

le domaine NTD de l’IN présente un site d’interaction additionnel qui confère une plus grande 

affinité à cette interaction [273]. La structure de l’interface entre l’IN et LEDGF révélée par 

cristallographie a permis de déterminer les résidus de chaque partenaire impliqués dans 

l’interaction [289,292].  

 

Figure 18 : interface entre IBD LEDGF et CCD IN.  

Structure de l’interaction entre un dimère de domaines CCD de l’IN (vert et bleu) et du domaine IBD 

de LEDGF (rose). Certains résidus de chaque partenaire impliqués dans cette interaction sont 

indiqués. La triade catalytique DDE de l’IN est représentée en jaune et diffère du site de liaison à 

LEDGF. Adaptée de [293,294]. 
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L’interaction IN-LEDGF est définit comme une structure de stœchiométrie 1:2 c’est à dire 

qu’elle est définit par l’association d’une protéine de LEDGF à deux monomères d’IN. Le 

premier site d’interaction décrit contient deux boucles en épingle dans l’élongation de la 

structure en hélice du domaine IBD de LEDGF en contact avec l’interface d’un dimère CCD 

de l’IN sur un site différent de la triade catalytique DDE (figure 18).  

Plus spécifiquement, le résidu Ile365 du domaine IBD LEDGF est en contact avec la poche 

hydrophobe d’IN formée des résidus Leu102, Ala128, Ala129, Trp132 du premier monomère 

CCD IN et des résidus Thr174 et Met178 du second monomère. Sur le domaine IBD LEDGF 

l’acide aminé Ile365 établie une liaison hydrogène avec le résidu Gln168 du domaine CCD 

IN. Alors que le résidu Asp366 de LEDGF forme deux liaisons hydrogènes avec les résidus 

Glu170 et His171 de l’IN [292]. La seconde boucle de l’IBD LEDGF contient les acides 

aminés Phe406 et Val408 qui interagissent avec les résidus Ala128 et Trp131 de l’interface 

du dimère CCD IN. 

L’importance de ces différents résidus dans l’interaction IN-LEDGF a été vérifiée par des 

expérimentations de mutagénèse des deux partenaires. Par exemple, la mutation des 

résidus Ala128, Ala129, Trp131, Trp132, Gln168, Glu170 et Thr174 sur l’IN abolit sa 

capacité d’interaction avec LEDGF [189,236,291,292]. De la même manière, la substitution 

sur IBD LEDGF des résidus aminés Ile365, Asp366, Phe406 et Val408 diminue ou empêche 

l’interaction avec l’IN. 

De manière intéressante, la mutation sur l’IN des résidus Val165, Arg166, Leu172 et Lys173 

qui ne sont pas en liaison directe avec les résidus IBD LEDGF, affecte cependant la 

conformation du connecteur des hélices α4/5 ce qui perturbe la surface d’interaction IBD 

LEDGF-CCD IN [292].  

Bien que le domaine CCD IN soit essentiel pour permettre l’interaction avec LEDGF, le 

domaine NTD est requis pour une liaison de haute affinité. En effet une mutation H12N dans 

ce domaine NTD, perturbant sa structure, empêche également l’interaction de LEDGF avec 

l’IN ainsi que le ciblage de l’intégration dans des régions transcriptionnellement actives [273]. 

Les résidus impliqués dans l’interaction IBD LEDF-NTD IN ont pu être identifiés grâce à la 

résolution de la structure de cette interface avec l’IN VIH-2 [289]. Dans ce contexte, les 

résidus Lys401, Lys402, Arg404 et Arg405 de l’IBD LEDGF sont opposés aux acides aminés 

Glu6, Glu10 et Glu13 sur le domaine NTD IN. 

Bien que les complexes d’IN avec la protéine LEDGF entière ou seulement son domaine IBD 

soient considérablement plus solubles que les formes libres d’IN [286] la structure 

fonctionnelle complète IN-LEDGF-ADN n’a pas encore été résolue. Néanmoins Michel et 
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collaborateurs [290] ont montré que les complexes IN entière-LEDGF sont constitués d’un 

tétramère d’IN interagissant avec deux molécules de LEDGF, le complexe ainsi formé est 

d’une taille d’environ 250 kDa. Par ailleurs à l’aide d’expérience de cryo electron microscopy, 

Michel et al. ont pu élucider une structure trois dimensions à 10-14 Å de résolution D’autres 

études ont permis de mettre en évidence que la liaison de LEDGF induit la tétramerisation 

de l’IN in vitro [293,295] et que le cofacteur peut partiellement restaurer un défaut de 

multimérisation d’IN mutée dans son interface CCD-NTD [293]. De plus l’utilisation d’un 

peptide dérivé des boucles de l’IBD LEDGF est également capable d’induire la 

tétramérisation de l’IN in vitro [296]. Ces résultats suggèrent que la formation de l’interface 

entre IBD LEDGF-CCD IN pourrait augmenter la stabilisation du tétramère d’IN via la 

modification allostérique de l’interface CCD-NTD. En effet plusieurs études ont permis de 

mettre en évidence que malgré la nature hautement dynamique des sous-unités de 

l’intégrase, la fixation du cofacteur LEDGF stabilise fortement ces interactions et promeut la 

tétramérisation de l’IN lié à l’ADN viral in vitro [295,297]. Les interactions entre l’IN, l’ADN 

viral et LEDGF correspondant à la stabilisation du complexe sont représentées dans la figure 

19. 

 

 

Figure 19 : Modélisation des interactions entre IN, ADN viral et LEDGF.  

Le tétramère d’IN formé de dimères de dimère (bleu, orange, violet, vert) lie l’ADN viral via ses sous 

unités internes. Le domaine IBD de LEDGF (gris) permet la stabilisation de ce complexe. Les sphères 

rouges représentent les pharmacophores utilisés dans cette expérimentation de FRET [297].  
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C - Les inhibiteurs de l’intégrase 

 

Son rôle essentiel dans la réplication virale du VIH-1 et l’absence de fonctions équivalentes 

dans les cellules humaines font de l’intégrase une cible de choix dans le développement de 

traitements antirétroviraux. 

 

1. Les inhibiteurs catalytiques de l’IN (INSTIs) 

a) Le mécanisme d’action des INSTIs 

 

La première classe de molécules capables d’inhiber la réplication du VIH-1 par le blocage de 

l’IN a été reportée en 2000 [298]. C’est une expérimentation de criblage au niveau des 

complexes préassemblés d’IN et d’ADN viral qui a permis l’identification de ces composés 

[299]. Puis une optimisation empirique du pharmacophore originel appartenant aux dikéto-

acides a permis la découverte du composé MK0518 plus connu aujourd’hui sous le nom de 

raltegravir (RAL) [300,301]. Le RAL est la première molécule de la classe des INSTIs 

(intégrase strand transfer inhibitors) approuvée dans le traitement du SIDA en 2007 [106]. 

Depuis deux INSTIs supplémentaires sont également utilisés dans les thérapies ART : 

l’elvitegravir (EVG) et le dolutegravir (DTG) [107,302,303]. La structure chimique de ces trois 

composés de la classe des INSTIs est représentée dans la figure 20. 

 

 

Figure 20 : structures chimiques des INSTIs RAL, EVG et DTG.  

Les différentes INSTIs approuvées par la FDA dans les traitements ART ainsi que les sociétés 

biopharmaceutiques les produisant sont indiqués [304]. 
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Les INSTIs actuellement utilisés en thérapie montrent une bonne tolérance et de faibles 

effets secondaires chez les patients traités. En plus de leur faible toxicité les traitements 

contenant des INSTIs sont très efficaces pour supprimer la réplication du VIH-1 in vivo, leur 

utilisation est donc désormais recommandée pour l’initiation de la thérapie chez l’adulte 

[304]. 

Conformément à la méthode initiale utilisée pour leur identification, les INSTIs se fixent sur le 

site actif de l’IN mais uniquement lorsque l’enzyme est complexée à son substrat c’est-à-dire 

les extrémités LTR de l’ADN viral. Ainsi les INSTIs entrent en compétition pour la fixation sur 

l’intasome avec l’ADN cellulaire cible [154]. 

La liaison des INSTIs sur l’intasome est décrite comme forte, avec une demi-vie de 

dissociation longue allant de plusieurs heures pour le RAL et EVG jusqu’à plusieurs jours 

pour le DTG [305]. Cette caractéristique est très importante car elle confère aux INSTIs la 

capacité de bloquer un complexe ayant une longue durée de vie tel que le PIC. Ainsi les 

INSTIs sont très efficaces car elles restent associées à l’intasome durant l’import nucléaire, 

l’acheminement vers les séquences d’ADN génomique cibles de l’intégration et jusqu’à la 

dégradation du complexe PIC par la machinerie cellulaire. 

Les inhibiteurs catalytiques de l’intégrase INSTIs possèdent un effet antirétroviral sur la 

réaction de transfert de brin médiée par l’IN via deux mécanismes d’action. En effet 

l’ensemble des INSTIs est caractérisé par la présence de deux structures essentielles : un 

pharmacophore liant le métal permettant de séquestrer le site actif des ions métalliques ainsi 

qu’un groupe hydrophobe interagissant à la fois avec l’IN et l’ADN viral [306]. Ainsi les 

INSTIs sont les seuls antirétroviraux utilisés en thérapie ART qui interagissent à ce jour avec 

deux éléments essentiels pour le virus, l’IN et l’ADN viral, son substrat pour l’étape 

d’intégration. 

Le core de chélation des ions métalliques Mg2+ ou Mn2+des INSTIs est généralement formé 

d’une triade d’atomes d’oxygène attachés par des liaisons rigides. Le domaine d’interaction 

avec l’intasome est une chaîne latérale aromatique appartenant souvent au groupe des 

halobenzyles. Le reste de la structure des INSTIs est plus variable en fonction des molécules 

et leur confère plus ou moins d’efficacité. 

Les résidus contenus dans le site actif et ceux aux environs des sites de fixation des INSTIs 

étant fortement conservés dans la séquence IN ces molécules possèdent un large spectre 

d’activité contre divers rétrovirus [307,308,309,310]. La cristallisation de la structure de 

l’intasome du PFV a permis de corroborer les mécanismes biochimiques de ces INSTIs et a 
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fourni un modèle structurel pour la compréhension de leur activité antirétrovirale 

[107,154,311].  

Il a ainsi pu être mis en évidence que la triade d’hétéroatomes permettant la chélation des 

ions métalliques se fixe sur le site actif de l’IN afin de mimer les interactions impliquées dans 

les réactions de 3’ processing et de transfert de brin. L’atome d’oxygène central occupe un 

site normalement dédié à une liaison phosphodiester avec l’ADN viral ou cellulaire. L’atome 

le plus éloigné du site aromatique mime simultanément l’attaque d’une molécule d’eau lors 

du 3’ processing et la liaison phosphodiester avec l’ADN cible. Enfin le troisième atome 

d’oxygène remplace l’attaque par le 3’OH libre de l’ADN viral lors du transfert de brin [219]. 

La chaîne aromatique des INSTIs encombre la position normalement occupée par l’extrémité 

maturée de l’ADN viral contenant les résidus Pro145 et Gln146 de l’IN du VIH-1 [150]. Les 

INSTIs semblent capables de créer des interactions avec le résidu Tyr212 de l’IN PFV, 

correspondant au Tyr143 de l’IN VIH-1. Il s’agit de liaison hydrogène pour le RAL et de 

liaisons van der Waals pour les EVG et DTG [219]. 

Fondamentalement, la capacité des INSTIs à engager rapidement les ions métalliques sur 

l’intasome et à déplacer l’ADN viral du site actif de l’IN rend la seconde réaction d’intégration, 

le transfert de brin, irréalisable et bloque ainsi la réplication virale. 

Les INSTIs inhibent efficacement la réaction de transfert de brin de l’intégration, cependant il 

a été démontré qu’à de très fortes concentrations ces molécules ont également un effet 

beaucoup plus faible sur la réaction 3’ processing, qui est l’étape antérieure au transfert de 

brin permettant la maturation des extrémités de l’ADN viral [298]. Le défaut d’activité des 

INSTIs sur cette réaction peut être expliqué par la grande perte énergétique associée au 

désengagement de la liaison phosphodiester de l’ADN viral avec les ions Mg2+ sur le site 

actif de l’intasome. 

 

b) Les mutations de résistance aux INSTIs 

 

La relevance clinique de résistance aux antirétroviraux peut être interprétée via des 

algorithmes génotypiques et peut être informative en amont de la prescription d’un traitement 

adapté pour des patients porteurs de virus mutants. Cependant l’arrêt du traitement peut 

résulter à la réversion de populations virales résistantes capables de se répliquer 

efficacement lors de la ré-initiation du traitement [312,313]. Ainsi l’efficacité de traitements 

futurs peut être altérée par l’apparition de mutations de résistance lors de l’échec d’une 

thérapie de première intention. Cela est dû au fait que la pression de sélection associé au 
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traitement induit simultanément l’émergence et l’archivage rapide des virus résistants aux 

antirétroviraux [314]. Lors de la réplication active ayant lieu pendant les phases chroniques 

de l’infection les réservoirs viraux de latence à long terme peuvent être alimentés par ces 

virus résistants pouvant ensuite être réactivés. 

Le traitement optimal basé sur l’utilisation du RAL préconise de le combiner avec deux 

inhibiteurs de la RT. Plusieurs mutations de résistance ont été identifiées dans les isolats 

viraux de patients en échec thérapeutique de première intention. Ces mutations sont 

localisées essentiellement sur IN : L74L/M, V151I, N155H, Y143R et S230R. Mais dans ce 

contexte thérapeutique, des mutations de résistance sont également observée sur la RT : 

M184M/I/V et K65K/R. La grande majorité des virus résistants révélés lors de cette étude 

sont doublement insensibilisés aux inhibiteurs de RT et d’IN. La combinaison des mutations 

N155H IN avec M184M/I/V RT est la plus fréquemment répertoriée [315]. Des études 

similaires montrent également que ce traitement basé sur le RAL de patients naïfs en échec 

thérapeutique induit l’apparition de mutations conférant fréquemment une résistance à 

plusieurs types d’inhibiteurs de RT et d’IN. Cependant certains virus observent une 

résistance seulement pour l’une ou l’autre de ces classes d’antirétroviraux. Ainsi de 

nouvelles mutations de résistance sur l’IN sont décrites : G140S, Q148H/R, E92Q, T97A, 

[316,317]. Lorsque le RAL est associé à un inhibiteur de PR darunavir (DRV), seule la 

mutation de résistance N155H IN est observée [318]. L’archivage rapide de virus porteurs de 

mutation de résistance au RAL dans les réservoirs de latence a également été mis en 

évidence [319]. 

L’ensemble des études menées sur le sujet a permis d’identifier trois voies génétiques 

majeures induisant un échec thérapeutique chez des patients naïfs associé à la résistance 

au RAL. Il s’agit des substitutions des résidus Y143R/C/H, N155H et Q148H/R de l’IN [320]. 

Souvent ces substitutions primaires sont associées avec des niveaux moyens de résistance, 

leurs effets sont largement amplifiés lors de la présence additionnelle de substitutions dites 

secondaires. La résistance aux INSTIs étant associée à la modification de régions proches 

du site actif, ces substitutions secondaires sont compensatoires car elles permettent de 

restaurer la capacité réplicative du virus. C’est le cas des doubles substitutions Y143R/T97A, 

N155H/E92Q et Q148H/G140S sur l’IN [321]. 

L’EVG utilisé dans le traitement ART depuis 2012 possédant un problème de biodisponibilité 

il nécessite d’être combiné avec un inhibiteur de cytochromes hépatiques tel le Cobicistat. 

Ces inhibiteurs qui augmentent la durée de vie des médicaments sont en fait des inhibiteurs 

d’enzymes de « détoxification », qui dégradent les molécules chimiques exogènes comme 

les médicaments. Un autre inhibiteur de ce type, le Ritonavir, est fréquemment associé aux 
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anti-protéases. L’inconvénient de ce type d’inhibiteur est leur toxicité. l’EVG, ayant l’avantage 

de pouvoir être administré en un seul comprimé, est également associé à deux inhibiteurs de 

RT. Néanmoins l’échec thérapeutique suivant l’administration de ce médicament à des 

patients naïfs est lui aussi corrélé à l’apparition de mutations de résistance contre EVG et les 

inhibiteurs de RT. Des études cliniques ont permis de mettre en évidence les mutations de 

résistance : T66I, E92Q, T97A, Q148R et N155H sur l’IN et M184I/V sur la RT [322]. Sur 

l’ensemble des études, un « overlap » considérable est observé sur les mutations de 

résistance sur l’IN après un échec thérapeutique suite au traitement basé sur le RAL et 

l’EVG. Ces observations sont en corrélation le mode d’action identique de l’ensemble de la 

classe des INSTIs qui ciblent toutes le site actif de l’IN, séquence indispensable à la 

réplication du VIH-1 et très conservée au sein des rétrovirus. L’existence de ces résistances 

dites croisées empêche l’utilisation séquentielle des INSTIs dans les thérapies ART.  

 

 

Figure 21 : Localisation sur le domaine CCD IN des résidus impliqués dans la résistance aux 

inhibiteurs catalytiques RAL et EVG.  

La structure d’un dimère de CCD IN comprenant la triade catalytique DDE (rouge) et les ions 

métalliques (violet) est représentée. Les résidus dont la mutation entraine une résistance aux INSTIs, 

RAL (bleu) et EVG (vert) sont également indiqués [323]. 
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La plupart des substitutions conférant une résistance croisée au RAL et à l’EVG sont 

caractérisées par les mutations primaires (E138, Y143, Q148) et secondaires (G140, Q146 

et S147) (figure 21). L’ensemble de ces mutations sont localisées dans le domaine CCD de 

l’IN, à proximité du site actif, sur des sites impliqués dans l’étape d’intégration. Comme par 

exemple niveau de la boucle composée des résidus 140 à 149 décrite comme importante 

pour la fixation de l’ADN et pour la flexibilité nécessaire à l’activité catalytique de l’IN [323]. 

Enfin le DTG est le dernier composé de la classe des INSTIs à avoir été approuvé dans le 

traitement ART. Il possède l’avantage de ne pas nécessiter de booster tel que le Cobicistat 

car il se maintient durablement dans l’organisme. Tout comme les autres INSTIs, il est 

préconisé de l’utiliser en combinaison de deux inhibiteurs de RT. Cette molécule de seconde 

génération se différencie des deux autres INSTIs car aucune émergence de mutation de 

résistance au DTG n’a été rapportée suite à l’utilisation de traitement basé sur DTG chez des 

patients naïfs [324,325]. 

Une étude sur la mise en place d’une thérapie de seconde ligne basée sur le DTG chez des 

patients ayant subi un premier échec thérapeutique sans traitement avec des INSTIS montre 

que celle-ci est plus efficace en seconde intention que les thérapies incluant le RAL ou l’EVG 

[326].  

Contrairement au RAL et EVG, le traitement combinant le DTG à deux NRTIs n’induit pas de 

résistance additionnelle à ces inhibiteurs de RT au cours de l’apparition d’un échec 

thérapeutique [327]. Néanmoins un très faible nombre de patients sous DTG développent 

une mutation correspondant à la substitution R263K sur l’IN. Cette mutation présentée 

comme une mutation de résistance au DTG n’induit pourtant in vitro aucune résistance au 

DTG décelable (Le Rouzic communication personnelle). Des études sur plusieurs lignées 

dont des cellules primaires humaines ont rapporté que la mutation R263K IN induit une 

diminution de l’affinité de l’IN pour l’ADN perturbant ainsi l’étape d’intégration. Cette mutation 

a également été corrélée à une diminution de la capacité réplicative et de l’infectivité du VIH-

1 [328,329]. Pour l’instant aucune mutation secondaire compensatoire, nécessaire pour 

restaurer le défaut de réplication virale induit par la première, n’a été identifiée avec R263K. 

Ces observations pourraient expliquer le fait que cette mutation, en partie délétère pour le 

virus, soit associée à un faible niveau de résistance. 

Cependant suite à un échec thérapeutique associé aux traitements basés sur RAL ou EVG, 

la préexistence de mutations de résistance confère une résistance croisée pour l’ensemble 

des INSTIs, y compris le DTG [330,331,332]. Par exemple la combinaison de substitutions 

Q148H/R et G140S/A sur l’IN du VIH-1 confère au virus mutant une perte de la susceptibilité 

croisée au RAL, EVG et DTG [333,334]. Ainsi le DTG reste à ce jour un bon candidat dans 
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l’utilisation de traitements de première ou de seconde intention, cependant il n’est pas 

efficace pour des patients étant en échec thérapeutique suite à un premier traitement 

comprenant une molécule de la classe des INSTIs. 

 

2. Les inhibiteurs allostériques de l’interaction IN-LEDGF (INLAIs) 

a) Une nouvelle classe d’antirétroviraux ciblant l’IN 

 

L’émergence de virus résistants ou multirésisants chez des patients en échec thérapeutique 

contre l’ensemble des classes d’antirétroviraux actuellement sur le marché 

biopharmaceutique démontre la nécessité de développer de nouvelles molécules avec un 

mécanisme d’action innovant. 

Afin de pallier aux résistances aux inhibiteurs INSTIs actuellement utilisés dans les thérapies 

ART pour cibler l’enzyme virale IN, depuis quelques années plusieurs équipes dont celle de 

Mutabilis (antérieurement Cellvir) travaillent sur le développement d’une nouvelle classe 

d’anti-intégrase inhibant des interactions protéine-protéine. Ces inhibiteurs ne ciblent plus le 

site actif de l’IN mais son interaction avec son cofacteur cellulaire LEDGF/p75.  

En effet, compte tenu du rôle majeur de LEDGF/p75 dans l’intégration et la réplication du 

VIH-1, il y a un fort potentiel thérapeutique dans l’inhibition de cette interaction. Cependant 

l’identification d’un inhibiteur d’interface protéine-protéine à visée thérapeutique représente 

encore aujourd’hui un énorme défi. La taille des surfaces de contact allant de 1 500 à 3 000 

Å pour une interface protéine-protéine contre 300 à 1 000 Å pour l’interface d’un site 

enzymatique catalytique avec une petite molécule inhibitrice, ou encore l’environnement de 

l’interface sont des contraintes majeures pour le développement de petites molécules 

pharmacologiques ciblant des interactions protéine-protéine [335].  

La résolution de la structure de l’interface CCD-CCD de l’IN du PFV [154] amorça le criblage 

de nouvelles molécules se liant à cette interface. Cela permit l’identification des composés 

3,4-dihydroxyphenyltriphenylarsonium bromide capables d’inhiber les réactions 3’ processing 

et de transfert de brin in vitro à des concentrations de l’ordre du micromolaire [336]. Des 

études complémentaires mirent en évidence que ces molécules possèdent également la 

capacité d’empêcher l’interaction de l’IN avec son substrat ADN viral et modifient l’échange 

dynamique des sous unités d’IN [337]. Ces études ont permis d’établir une corrélation entre 

la fixation de petites molécules sur l’interface CCD-CCD de l’IN et une inhibition allostérique 

de son activité catalytique. 
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L’identification de l’interaction IN-LEDGF comme cible thérapeutique potentielle débuta suite 

à des études portant sur des peptides dérivés du domaine IBD de LEDGF/p75. Ces peptides 

possédant les résidus Ile365 et Asp366, nécessaires à l’interaction avec l’IN, empêchent la 

fixation de LEDGF sur l’IN et induisent une multimérisation de l’IN en absence de l’ADN viral 

[296,338]. Ces résultats ont permis de fixer les bases mécanistiques des petites molécules 

inhibitrices de l’interaction IN-LEDGF développées par la suite. 

De ce fait, l’élucidation de la structure de l’interface entre IBD LEDGF-CCD IN a été une 

étape décisive dans l’élaboration de ce nouveau type d’inhibiteurs [292]. L’interface formée 

par la dimérisation de l’IN créant une poche hydrophobe dans laquelle les liaisons 

hydrogènes avec LEDGF peuvent avoir lieu, cette région est idéale pour le design de petites 

molécules.  

Deux approches différentes ont permis la découverte de petites molécules dérivées d’acides 

acétiques base quinoléine se fixant efficacement sur le site de liaison à LEDGF sur un 

dimère d’IN. Les laboratoires Boehringer Ingelheim Pharmaceuticals ont utilisés un criblage 

à haut débit de molécules antagonistes de l’activité 3’ processing in vitro afin de sélectionner 

les acides acétiques tBPQAs (tert-butoxy-(4-phenyl-quinolin-3-yl)-acetic acids) [339]. Une 

seconde approche basé sur le criblage virtuel de la structure tridimensionnelle cible in silico 

menée par l’équipe de Zeger Debyser a permis l’identification d’un type de molécules très 

voisines (2-(tert-butoxy)-2- substituted acetic acid derivatives) nommés LEDGINs pour 

LEDGF/p75-IN inhibitors [340,341]. 

Au départ il avait été suggéré que ces molécules avaient des mécanismes d’action différents 

car à l’inverse des tBPQAs, les LEDGINs ne semblaient pas affecter la réaction de 3’ 

processing in vitro [340]. Cependant une étude complémentaire a permis de mettre en 

évidence que des inhibiteurs représentatifs de ces deux groupes de molécules inhibent à la 

fois l’interaction avec LEDGF et faiblement les réactions 3’ processing et de transfert de brin 

avec des concentrations similaires de l’ordre du micromolaire, bien plus élevées que celles 

des INSTIs pour l’inhibition du transfert de brin [342]. Ces observations supportent la notion 

que ces deux types de molécules découvertes indépendamment sont capables d’inhiber la 

réplication du VIH-1 avec un mécanisme d’action identique.  

Cette interaction IN-LEDGF est devenue une cible majeure pour les grandes entreprises 

pharmaceutiques engagées dans le développement de nouvelle classe d’antirétroviraux. 

Boehringer Ingelheim fut la première engagée dans le domaine des inhibiteurs d’IN-LEDGF 

avec le dépôt de plusieurs brevets ensuite licenciés à Gilead qui poursuit les recherches 

associées à ces antirétroviraux. D’autres sociétés sont également à l’origine tel que GSK, 

BMS et Shionogi de nombreux brevets dans le domaine. La société biopharmaceutique 
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Mutabilis, avec laquelle j’ai réalisé ma thèse en partenariat, a également déposé plusieurs 

brevets dans ce domaine.  

La cristallographie de la structure du dimère CCD IN en présence de ces composés révèle 

que leur fixation sur l’IN a lieu dans la poche de liaison à LEDGF, une région distincte du site 

actif de l’enzyme. Plusieurs acronymes ont été proposés pour décrire ces molécules et leur 

nomenclature diffère en fonction des laboratoires, elles sont nommées LEDGINs [340], 

NCINIs pour Non-Catalytic IN Inhibitors [339,343] ou encore ALLINI pour Allosteric Integrase 

Inhibitors [279,342,344]. Aucun consensus sur leur nom n’ayant encore été définit, et dans 

un souci de clarté, nous avons choisi de les regrouper sous l’acronyme d’INLAI pour IN-

LEDGF Allosteric Inhibitors dans la suite de mon manuscrit. Cet acronyme a l’avantage de 

rappeler les deux mécanismes d’action de ces inhibiteurs : inhibition de l’interaction IN-

LEDGF et l’inhibition allostérique de l’IN. 

 

b) Le mécanisme d’action des INLAIs 

 

Les INLAIs possèdent deux caractéristiques structurelles essentielles à leur activité. Un 

pharmacophore composé d’un groupement carboxylique capable de mimer le résidu Asp366 

de LEDGF et ainsi de créer des liaisons hydrogènes avec les acides aminés Glu170 et 

His171 de l’IN [339,340,342,344]. Ainsi qu’une chaîne aromatique qui mime l’interaction avec 

le résidu Ile365 de LEDGF (figure 22). 

 

 

Figure 22 : Structure chimique des INLAIs BI-D, LEDGIN6 et LEDGIN7.  

Différents types d’inhibiteurs de l’interaction IN-LEDGF sont représentés : tBPQAs (BI-D) et LEDGINs 

(LEDGIN6 et LEDGIN7). Les groupements mimant les résidus Asp366 et Ile365 de LEDGF impliqués 

dans l’interaction avec l’IN sont indiqués respectivement en rouge et en bleu [150]. 



85 
 

D’autres caractéristiques de fixation sur le dimère CCD IN des INLAIs dans la poche 

d’interaction avec LEDGF ont été référencées. Le groupement methoxy ou tert-butoxy reliant 

l’acide carboxylique au site aromatique quinoléine (respectivement en rouge et bleu sur la 

figure 22) est retrouvé à proximité des résidus Tyr99, Gln95 et Thr174 de l’IN. Le core 

quinoléine lui-même se situe proche des résidus Ala128, Thr124 et Thr125 de l’IN 

constituant l’une des faces de la poche de liaison à LEDGF. Enfin le groupement aromatique 

fonctionnel attaché à ce core quinoléine établit un contact avec les deux monomères 

internes de l’IN, il se retrouve à l’interface entre les résidus Leu102, Ala128, Ala129 et 

Trp131 de la chaîne B et des résidus Thr174, Gln168, Ala169 et Met178 de la chaîne A de 

l’IN [339,342]. Les zones de contact entre le dimère CCD IN et LEDGF ou BI-D, un inhibiteur 

de la classe des INLAI, sont représentées sur la figure 23. 

 

 

Figure 23 : Comparaison de la liaison du domaine IBD LEDGF ou des INLAIs sur un dimère 

CCD IN.  

Les domaines CCD-CCD IN (vert et violet) sont représentés en présence (A) des résidus du domaine 

IBD LEDGF impliqués dans l’interaction avec l’IN ou en présence (B) du BI-D. Modifiée à partir de 

[337] 

 

La fixation des INLAIs sur le site d’interaction entre le domaine IBD de LEDGF sur l’interface 

du dimère CCD IN induit l’inhibition de cette interaction mais également une diminution des 

réactions de 3’ processing et de transfert de brin médiées par l’IN in vitro 

[339,340,341,342,345]. Cette région étant géographique divergente du site actif de l’enzyme, 
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les INLAIs possèdant la capacité d’inhiber l’activité catalytique de l’IN indépendamment du 

site de fixation du cofacteur LEDGF sont donc définis comme allostériques. 

Il a été démontré que les INLAIs sont capables de se lier à l’interface du dimère CCD-CCD 

IN, sur le site d’interaction avec LEDGF, possèdent une activité supplémentaire conduisant à 

la formation de multimères d’IN [346,347,348]. A partir de ces observations le postulat selon 

lequel les INLAIs pourraient avoir un effet sur la dynamique d’organisation des sous unités 

d’IN fut proposé [342]. Ainsi il a pu être mis en évidence que les INLAIs induisent 

l’augmentation de la multimérisation anormale de l’IN en absence d’ADN viral ce qui entraîne 

l’inhibition de la formation de complexe IN-ADN viral intasome in vitro [339,341,342]. Je ne 

connais aucune manip la dessus ou de résultat probant. 

L’ensemble de ces résultats ont permis de mettre en évidence que les INLAIs possèdent un 

mécanisme d’action allostérique multiple car leur fixation sur l’IN permet l’inhibition de 

l’interaction IN-LEDGF ainsi que de l’activité catalytique de l’IN mais également 

l’augmentation de la multimérisation non fonctionnelle de l’IN. 

 

c) L’action des INLAIs au cours du cycle réplication du VIH-1 

 

Aujourd’hui les INLAIs les plus efficaces sont capables d’inhiber la réplication du VIH-1 avec 

une EC50 (concentration nécessaire pour induire 50% d’efficacité) comprise entre 10-100 

nanomolaire [339,345,349]. 

Lorsque j’ai débuté mes travaux de thèse, le mécanisme d’action des INLAIs sur la 

réplication du VIH-1 n’était pas encore élucidé. Avec d’autres laboratoires, nos travaux 

publiés en 2013 [350], décrits dans la partie résultats de mon manuscrit, ont participé 

activement à l'élucidation de ce mécanisme d'action unique de ces inhibiteurs.  

Comme cela sera discuté dans la suite de mon manuscrit, avec d’autres laboratoires comme 

celui de Balakrishnan, nos travaux ont permis de mettre en évidence que les INLAIs 

initialement développées dans le but d’inhiber l’étape d’intégration possèdent également de 

manière inattendue une seconde activité antirétrovirale, plus forte, sur les étapes tardives de 

la réplication du VIH-1 [343,350]. Ces observations ont ensuite été corroborées avec d’autres 

molécules de la classe des INLAIs [323,331]. 

Contrairement aux mutants de l’IN de classe I bloquant spécifiquement l’étape d’intégration, 

les mutants de l’IN de classe II entrainent des perturbations pléiotropiques sur la réplication 

du VIH-1. Il a notamment été montré qu’un virus porteur de la substitution IN Q168A proche 
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du site de liaison de LEDGF sur l’IN, possède une activité catalytique de l’IN équivalente au 

virus sauvage, cependant il présente un défaut au niveau des étapes de transcription 

inverse, d’assemblage et de bourgeonnement [236,351]. Comme la majorité des mutations 

de l’IN, y compris celles identifiées sur le site de liaison à LEDGF, induit un phénotype viral 

de type classe II il a donc été suggéré que l’effet des INLAIs sur les étapes tardives de la 

réplication du VIH-1 puisse être comparable au phénotype viral pléiotrophique des mutants 

de l’IN de classe II [292,351]. 

Le défaut le plus couramment observé avec les mutations de l’IN de classe II concerne 

l’étape de transcription inverse [187]. Dans les cellules cibles, la présence d’INLAIs lors des 

étapes précoces de la réplication n’influence pas négativement l’étape de transcription 

inverse [344]. Au contraire lorsque les INLAIs sont ajoutées dans les cellules productrices, 

les virions néosynthétisés présentent un défaut de transcription inverse lorsqu’ils sont utilisés 

pour infecter de nouvelles cellules cibles en absence d’antirétroviraux [343,344,352].  

Des études de microscopie électronique des virions produits en présence d’INLAIs ont 

permis de mettre en évidence une structure virale définie comme eccentrique. Le matériel 

ribonucléoprotéique du virus dense aux électrons « eccentrique » est situé hors du core 

défini par la capside virale conique, alors que dans les virus normaux ce matériel 

ribonucléoprotéique est situé à l’intérieur du cône capsidique au centre du virion [91]. Le core 

formé des protéines virales de capside (CA) des virions matures contient le complexe RNP 

(ribonuléoprotéine) composé de l’ARN viral et de protéines de nucléocapside (NC). Les 

virions eccentriques possèdent donc une structure différente et particulière avec le matériel 

dense aux électrons correspondant au complexe RNP situé à l’extérieur du core au niveau 

de la membrane virale (figure 24A). De tels virions eccentriques sont également observés 

lorsque l’IN comporte une mutation de classe II [225,353]. 

Les virions produits en présence d’un inhibiteur de protéase (ritonavir) empêchant la 

maturation protéique au sein de la particule virale présentent une structure immature 

complètement différente de celle induite par les INLAIs. L’utilisation de l’INSTI (RAL) ne 

modifie pas la morphologie des virions qui sont donc correctement maturés. Au contraire la 

production de particules virales en présence de l’INLAI (CX05045) induit la synthèse de 

virions majoritairement eccentriques (figure 24B) [352]. Une étude similaire a montré que 

90% des particules virales produites en présence du BI-D arborent une structure eccentrique 

[344]. L’effet des INLAIs sur la maturation des virions a été observé par plusieurs 

laboratoires [343,354]. 

Malgré le fait que les particules virales produites en présence d’INLAIs possèdent un défaut 

d’infectivité associé au blocage de la transcription inverse dans de nouvelles cellules cibles, 
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il a été montré que la maturation protéique, l’empaquetage et la dimérisation de l’ARN viral, 

la présence d’ARNt ne sont pas modifiés dans des virions synthétisés en présence d’INLAIs 

[355]. De plus l’activité endogène de la RT in vitro de ces virions n’est pas inhibée par un tel 

traitement [343,355]. 

 

Figure 24 : structure des virions produits en présence de différentes classes d'antirétroviraux. 

Images en microscopie électronique des particules virales (A) immatures, matures et eccentriques et 

(B) produites en présence de différentes classes d’antirétroviraux : INLAI (CX05045), INSTI 

(raltegravir RAL) et PI (ritonavir). Les virions contrôle sont produits en présence de DMSO. Adaptée 

de [344,352] 



89 
 

La présence d’ARNv ayant été montrée comme nécessaire pour la formation de structure 

comprenant des complexes RNP eccentriques, il a été suggéré que l’IN possède une 

fonction supplémentaire lui conférant la capacité d’orchestrer de manière directe ou indirecte 

l’encapsidation de l’ARN viral dans le core viral [354].  

Conformément aux résultats obtenus in vitro avec une protéine IN recombinante 

[195,339,341] il a été montré que les INLAIs sont capables d’augmenter la multimérisation 

de l’IN à l’intérieur des virions [343,344,352]. Bien que la forme d’oligomérisation 

fonctionnelle de l’IN au sein du virion ne soit pas encore connue, les INLAIs induisent une 

multimerisation aberrante de l’IN qui semble affecter la maturation normale des particules. 

En effet l’apparition d’agrégats d’IN pourrait empêcher certaines interactions IN-protéine ou 

l’interaction IN-ARN viral génomique jouant un rôle dans la morphogénèse virale.  

La capacité des INLAIs d’induire une oligomérisation non fonctionnelle de l’IN leur permet 

donc d’inhiber efficacement les étapes tardives de la réplication du VIH-1. Néanmoins 

l’activité de ces molécules sur les étapes précoces, au niveau de l’intégration, est beaucoup 

moins efficace.  

Les travaux développés par Mutabilis dans la publication Le Rouzic et al. présentée dans ma 

partie résultats portent également sur l’élucidation du double mécanisme d’action des 

INLAIs, plus faible sur les étapes précoces de la réplication. Ils ont été les premiers à 

proposer un modèle de compétition de LEDGF avec les INLAIs lors de l’étape d’intégration 

[350]. D’autres études réalisées dans des cellules n’exprimant plus LEDGF montrent une 

forte augmentation de l’activité des INLAIs et suggèrent également que la présence du 

cofacteur pourrait entrer en compétition avec les INLAIs pour la fixation sur le dimère CCD 

IN [279,344,345,356]. Au contraire la déplétion ou la surexpression de LEDGF n’influence 

pas l’activité des INLAIs sur les étapes tardives de la réplication [343,344,345,357]. Etant 

donné que LEDGF est une protéine cellulaire liée à la chromatine de manière constitutive 

[273], sa présence dans le noyau pourrait être une des causes de l’atténuation de l’effet 

antirétroviral des INLAIs lors des étapes précoces de la réplication du VIH-1. 

Une étude récente a mis en évidence que la fixation sur le dimère CCD IN de LEDGF ou de 

l’INLAI BI-D induit un modèle différent d’oligomérisation de l’IN. LEDGF stabilise l’IN sous 

forme de tétramère via une interaction additionnelle avec le domaine NTD IN, alors que le 

BI-D augmente l’interaction CTD-CTD IN conduisant à une multimérisation aberrante. De 

plus LEDGF ayant une meilleure affinité que les INLAIs pour son site de fixation sur l’IN, le 

cofacteur cellulaire peut agir comme un compétiteur du BI-D en empêchant ou en inversant 

l’oligomérisation anormale de l’IN induite par ces antirétroviraux [358]. Ainsi ces résultats 
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pourraient expliquer la diminution de l’activité antirétrovirale des INLAIs lors de l’intégration 

se déroulant dans le noyau, donc en présence du compétiteur LEDGF. 

 

d) Les perspectives thérapeutiques 

 

Les INLAIs sont une nouvelle classe d’antirétroviraux ciblant l’intégrase ayant un mécanisme 

d’action multimodal inédit permettant l’inhibition à la fois des étapes précoces et tardives de 

la réplication du VIH-1. De manière surprenante, leur activité antirétrovirale la plus efficace 

modifie une étape post-intégration impliquée dans la morphogénèse virale et induit la 

production de virions eccentriques non infectieux. Certaines de ces molécules sont 

récemment entrées en études cliniques. 

Malheureusement des expérimentations ex vivo de passages du virus en série sous pression 

de sélection en présence d’INLAIs montrent l’apparition de mutations de résistance à ce 

nouveau genre d’antirétroviraux [339,340,341,345,359]. La majorité de ces mutations de 

résistance aux INLAIs regroupe les résidus Y99H, L102F, A128T, H171T, T174I de l’IN. Ces 

acides aminés avaient été identifiés comme participant au site de liaison des INLAIs sur la 

structure du dimère CCD-CCD IN ce qui confirme ce modèle d’interaction (figure 23). 

La mutation A128T de l’IN confère une résistance à la majorité des INLAIs référencés à ce 

jour, son effet sur l’activité de ces inhibiteurs a donc fait l’objet de plusieurs études. Elle 

n’affecte pas la formation des liaisons hydrogènes des INLAIs sur l’IN mimant la fixation de 

LEDGF néanmoins elle altère le positionnement de l’inhibiteur sur le dimère CCD IN. Par 

conséquence la mutation A128T n’induit qu’une modification minime de l’inhibition de 

l’interaction IN-LEDGF cependant elle empêche efficacement l’oligomérisation non 

fonctionnelle de l’IN [360]. La caractérisation de la mutation de résistance A128T a été un 

des outils utilisés pour mettre en évidence que l’activité inhibitrice des INLAIs sur les étapes 

tardives de la réplication du VIH-1 est associée à la multimérisation non fonctionnelle de l’IN. 

En fait les virus porteurs de cette mutation A128T, ne modifiant que la capacité des INLAIs à 

induire une oligomérisation de l’IN, ne sont plus sensibles à l’activité antirétrovirale des 

INLAIs [345,352]. 

Malgré le fait que les INLAIs possèdent une faible barrière génétique, les mutations de 

résistance apparaissent leur site de fixation sur l’IN correspondant à la poche de liaison 

naturelle de son cofacteur cellulaire LEDGF. Celui-ci étant différent du site actif de l’enzyme 

ciblé par les inhibiteurs catalytiques de l’IN, les INLAIs possèdent une activité antirétrovirale 

lors de l’infection par des virus porteurs de mutations aux INSTIs [340,341,359]. De plus il a 
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été démontré que la combinaison de ces deux types d’inhibiteurs ciblant l’intégrase n’induit 

pas d’effet antagoniste mais permet une activité antirétrovirale additive sur la réplication du 

VIH-1 [341,359]. 

Contrairement aux protéines virales présentant une grande variabilité du fait de l’apparition 

de mutations lors de la réplication, les cofacteurs cellulaires du virus possèdent une forte 

stabilité. Ainsi l’utilisation d’inhibiteurs d’interaction protéine-protéine tel que les INLAIs 

pourrait être une alternative lors de l’émergence de virus résistants aux INSTIs en 

augmentant la barrière génétique des mutations virales. Néanmoins la caractérisation du 

mécanisme d’action de ces antirétroviraux ainsi qu’une grande spécificité afin de ne pas 

modifier les fonctions cellulaires associées à ces cofacteurs sont nécessaires en vue d’une 

potentielle application thérapeutique. 

Au vue de l’efficacité de la capacité des INLAIs d’induire une multimérisation de l’IN dans les 

virions, supérieure à son activité d’inhibition de l’interaction IN-LEDGF, de nouvelles 

molécules bases pyridine MINIs (multimeric IN inhibitors) exploitant exclusivement cette 

multimérisation non fonctionnelle de l’IN sont actuellement en cours de développement [345]. 
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IV - Un modèle simien pour l’étude du VIH-1 

A - Le virus de l’immunodéficience simienne (SIV) 

1. La zoonose : transmission du singe à l’Homme 

 

Depuis que le VIH-1 a été découvert, les raisons de son émergence, sa propagation 

épidémique et sa pathogénicité unique ont été un sujet de recherche important. 

La majorité des pathologies infectieuses émergentes ont une origine de zoonose et plus de 

70% d’entre elles proviennent du monde sauvage. Plusieurs virus de primates non humains 

comme le SIV (simian immunodeficiency virus) et le STLV (T-cell lymphotrophic virus) ont 

passé la barrière d’espèces et cette transmission inter-espèce a conduit à aux épidémies 

associées aux virus VIH et HTLV chez l’Homme. Les causes les plus plausibles de cette 

transmission inter-espèce entre les primates non humains et l’Homme serait l’exposition aux 

virus simiens lors de la chasse et la préparation de gibiers et donc au sang et tissus 

contaminés. Les morsures d’animaux domestiques pourraient également être une source de 

transmission par exposition au sang contaminé [361,362]. 

Rapidement après l’identification du VIH comme agent causant du SIDA en 1983, le premier 

lentivirus simien SIVmac fut isolé l’année suivante à partir de macaques rhésus captifs 

(Macaca mulatta) ayant des symptômes similaires à ceux observés chez l’Homme suite au 

SIDA [363,364]. Comme le SIVmac induit une pathologie chez les macaques rhésus 

similaire au SIDA humain, une origine simienne du VIH a été suspectée.  

La diversité génétique des lentivirus de primates non humains est complexe et inclus des 

exemples de coévolution entre le virus et l’hôte, de transmission inter-espèce ainsi que de 

recombinaison entre différentes lignées SIV. De manière surprenante les virus SIV sont dans 

la majorité des cas non pathogènes dans leurs hôtes naturels [365]. Ce qui est la preuve que 

l’émergence du SIDA chez l’Homme et les macaques est la conséquence d’infections inter-

espèces avec des lentivirus provenant d’autres espèces de primates. En effet beaucoup de 

primates non humains sont en réalité infectés conjointement par plusieurs lignées différentes 

de SIV. Il a notamment été montré que le SIVmac n’est pas naturellement pathogène pour 

les primates d’Asie macaques mais qu’il a été généré par l’inoculation de sang de primates 

africains sooty mangabeys naturellement infectés [366,367]. Ce qui permis rapidement de 

mettre en évidence que les macaques n’étaient pas les hôtes naturels du SIV mais que 

celui-ci dérivait du virus SIVsmm de sooty mangabey, espèce naturellement infectée par ce 

virus [366,368]. 
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Des études phylogénétiques ont montré que les virus SIVcpz (chimpanzés) et SIVgor 

(gorilles) sont les plus proches du VIH-1. Alors que le VIH-2 est plus proche du virus de 

sooty mangabey. Ces observations suggèrent que ces espèces de primates non humains 

sont respectivement à l’origine du VIH-1 et VIH-2. Ces études montrent que les virus SIV de 

chimpanzés et gorilles ont subi au moins 4 événements indépendants de saut de barrière 

d’espèce pour donner les groupes M, N, O et P du VIH-1 chez l’Homme [361,365]. Les 

différents groupes du VIH-2 quant à eux sont le résultat d’au moins 9 transmissions 

distinctes de SIVsmm. 

L’ensemble des événements de transmission inter-espèce ayant abouti à l’émergence des 

virus VIH-1 et VIH-2 chez l’Homme est représenté dans la figure 25. 

 

 

Figure 25 : Origines des virus VIH-1 et VIH-2.  

Les singes de l’ancien mode sont naturellement infectés par plus de 40 lentivirus différents appelés 

virus de l’immunodéficience simienne (SIV). Plusieurs de ces SIV ont franchi la barrière d’espèce et 

sont à l’origine de nouveaux pathogènes humains VIH-1 et VIH-2. Ces évènements de transmission 

inter-espèce sont indiqués en rouge [365]. 
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2. Origines et réservoirs simiens du VIH 

 

La première souche de SIVcpz a été identifiée au Gabon [369]. Des études ont ensuite été 

mené sur des chimpanzés captifs provenant de différents régions du monde et ont montré un 

fort degré de diversité génétique entre les différentes souches de SIVcpz et les différentes 

sous espèces de chimpanzés [370]. Le SIVcpz a été retrouvé sur des sites différents mais 

essentiellement dans une zone entre le Cameroun et la Tanzanie. Seulement 2 des 4 sous 

espèces de chimpanzés sont infectées par le SIVcpz. L’absence du SIVcpz dans toutes les 

sous espèces de chimpanzés montre que ces primates ont acquis le virus plus récemment, 

c'est-à-dire après la divergence en plusieurs sous espèces. Le SIVcpz représente donc une 

mosaïque complexe car il a été généré de la recombinaison de deux lignées SIVs infectant 

les singes [371]. 

Il est maintenant bien établi que toutes les souches SIVcpz d’origine naturelle sont de 

lignées spécifiques de deux sous espèces de centre Afrique : SIVcpzPtt (chimpanzés Pan 

troglodytes troglodytes) et SIVcpzPts (chimpanzés Pan troglodytes schweinfurtii). Les virus 

de ces deux lignées sont assez divergents, différents de 30-50% dans leurs séquences 

protéiques Gag, Pol, Env [372] mais sont les plus proches des souches VIH-1. Grâce à des 

études phylogéographiques, les réservoirs des ancêtres des virus VIH-1 des groupes M et N 

ont pu être identifiés dans une communauté de chimpanzés au Cameroun [373,374,375]. 

Bien que les deux sous espèces de chimpanzés Ptt et Pts sont des réservoirs, seule la 

souche de virus SIVcpzPtt a été transmise à l’Homme. 

Le SIVgor semble être apparu par infection inter-espèce à partir de chimpanzés 

sympatriques. Des études phylogénétiques ont confirmées cette conclusion indiquant de la 

SIVgor résulte d’une unique transmission inter-espèce entre chimpanzé et gorille [376]. Le 

SIVgor apparaît comme moins commun chez les gorilles que le SIVcpz chez les chimpanzés 

[377]. Ainsi en comparaison avec le SIVcpz, le SIV gor est moins répandu et possède une 

prévalence moins importante cependant les gorilles ont également transmis leurs SIV à 

l’Homme. En 2006, une infection SIV a été décrite pour la première fois chez des Gorilles 

(gorilla gorilla gorilla) au sud du Cameroun [378]. Le groupe monophylétique SIVgor est plus 

proche des groupes P et O du VIH-1 [377,378]. Les souches présentent dans une population 

de gorilles du sud du Cameroun ont été identifiées comme porteuses d’un virus proche du 

VIH-1 de type P. Une étude récente a permis de mettre en évidence que le groupe O est 

apparu quant à lui suite une transmission inter-espèce de gorilles des plaines de l’Ouest 

[379]. 
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Le VIH-2 est plus proche du SIVsmm qui infecte les sooty mangabey en Afrique de l’Est. Au 

moins 9 événements de transmission inter-espèce ont été observés, à l’origine des 9 sous 

types. Aujourd’hui la prévalence du VIH-2 est en diminution et le VIH-1 devient prédominant 

en Afrique de l’Est-ce qui s’explique beaucoup car le VIH-2 est moins transmissible et moins 

pathogénique [380]. Une double infection VIH-1/VIH-2 est souvent observée dans les zones 

géographiques où les deux virus ont co-circulé mais aujourd’hui il n’y a pas de recombinant 

VIH-1/2 référencé. 

 

3. La répartition des différents groupes du VIH-1 

 

Les quatre groupes VIH-1 proviennent des chimpanzés et Gorilles d’Afrique centrale de l’Est 

et la diversité génétique initiale du VIH-1 est associée à différentes introductions de SIVs 

chez l’Homme. Seul le VIH-1 du groupe M est répandu sur l’ensemble de la planète. Les 

autres groupes sont moins prévalents. Les aires géographiques des groupes O, N et P du 

VIH-1 correspondent aux zones où leurs SIV ancestraux ont été identifiés [381]. Tous les 

virus VIH-1 de ces groupes sont capables de causer une déplétion de lymphocytes T CD4+ 

et le SIDA, bien que leur distribution mondiale est très différente. La diversité initiale du VIH-

1 est associée aux différents événements de transmission inter-espèce. La diversité actuelle 

au sein du groupe M est le résultat d’évolutions subséquentes et de la propagation dans les 

populations humaines.  

Il a été démontré par biopsies que le VIH-1 de groupe M été déjà présent au Kinshasa 

(république démocratique du Congo) 20 ans avant les premiers cas de SIDA aux Etats-Unis. 

Des analyses moléculaires ont montré que le groupe M du VIH-1 a commencé à diverger 

dans la population humaine au début du vingtième siècle vers 1908 (intervalle confidentiel 

1884-1924) [382]. La République démocratique du Congo est considérée comme l’épicentre 

d’où la diversification initiale des souches du VIH-1 de groupe M a eu lieu et d’où les 

différents variants M du VIH-1 ont commencé à se répandre dans le reste de l’Afrique puis 

sur les autres continents [140]. Sur la base d’analyses phylogénétiques, le groupe M du VIH-

1 a été subdivisé en 9 sous types (A-D, F-H, J, K). Le sous type C est prédominant dans 

l’épidémie globale actuelle, il représente plus de la moitié des infections au VIH-1. 

Des analyses moléculaires ont daté l’émergence des groupes M et O au début du 20ème 

siècle [383,384]. En revanche les groupes N et P semblent avoir émergés plus récemment 

mais les données de séquences de ces groupes rares sont encore trop limitées pour en tirer 

des conclusions définitives. 
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Suite à l’augmentation de la mobilité et de la migration humaine, de nouveaux variants de 

VIH-1 ont été introduit et se sont mélangées interchangées avec les souches préexistantes 

dans différentes parties du monde. La géographie des différentes souches de VIH-1 est donc 

un phénomène dynamique. 

 

B - Immunopatogénicité de l’infection SIV 

1. Histoire naturelle de l’infection SIV 

 

Les chimpanzés sont connus pour se battre et tuer d’autres animaux, y compris des singes 

ce qui suggère qu’ils auraient pu acquérir le SIV dans ce contexte de prédation. Les 

analyses épidémiologiques liées à l’infection ont révélé que la propagation du SIVcpz 

provient à l’origine d’une transmission sexuelle avec une probabilité de transmission similaire 

à celle du VIH-1 chez l’Homme [385,386]. En effet le SIVcpz apparaît aussi comme 

transmissible de la mère à l’enfant et dans de rares cas par agression [387]. La migration 

des femelles infectées constitue une route majeure de la transmission de virus entre les 

communautés [386]. 

Initialement le SIVcpz semblait être inoffensif pour son hôte naturel. En effet aucun des 

primates captifs naturellement infectés par le SIVcpz ne souffraient d’immunodéficience. 

Bien que rétrospectivement ces études ont été menées sur un seul chimpanzé infecté [388]. 

En plus de cela, les sooty mangabeys ne montraient pas de signe de maladies malgré une 

grande charge virale détectée dans le sang et les tissus lymphatiques [389]. Ce qui permit 

de faire l’hypothèse que les SIVs étaient non pathogènes. Depuis de nombreuses études ont 

été menées en Tanzanie afin d’étudier des chimpanzés naturellement infectés dans leur 

milieu naturel. Les femelles infectées sont également moins fertiles et ont un plus fort taux 

de mortalité infantile. Des études post mortem ont mis en évidence une déplétion importante 

de cellules CD4+ chez certains animaux infectés [365]. Ces résultats montrent que 

contrairement à ce qui était suggéré dans les premières études sur le sujet, le SIVcpz peut 

être pathologique pour ses hôtes naturels. Il semblerait donc que le SIVcpz ait un impact 

négatif sur la santé, la reproduction et sur la durée de vie des chimpanzés porteurs du virus 

à l’état sauvage. 

Il n’a pas encore été déterminé si le SIVgor est pathogénique pour son hôte, car l’histoire 

naturelle de l’infection de ces animaux en milieu sauvage n’a pas encore pu être étudiée. Le 
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mode de transmission par lequel les gorilles ont été infectés par le SIVgor reste encore un 

mystère car ce sont des herbivores, ils ne chassent donc pas d’animaux. 

La pathogénicité des infections VIH-1 et VIH-2 se distingue des infections SIV non 

pathogéniques par un haut niveau d’activation immune chronique qui est un fort prédicateur 

de la progression de la maladie. Il a donc été suggéré que les lentivirus de primates ont 

induit un milieu inflammatoire pour augmenter leur capacité à se répliquer et accumuler des 

mutations nécessaires pour leur adaptation [390]. Si tel est le cas, le SIDA pourrait être une 

conséquence directe/inévitable de la transmission inter-espèce du SIV. 

 

2. Un modèle adapté pour l’infection VIH chez l’Homme 

 

Les modèles d’infection par SIV ou SHIV (Simiain/Human immunodeficiency virus) de 

primates non humains représentent le modèle animal le plus biologiquement relevant et le 

plus largement utilisé pour étudier l’infection par le VIH et le SIDA dans son ensemble. Il 

existe deux types d’infection SIV/SHIV basiques : l’infection pathogène, non naturelle car 

expérimentale, des hôtes macaques asiatiques et l’infection non pathogène des hôtes 

naturels africains comme les sooty mangabeys et les singes verts d’Afrique. 

L’infection expérimentale de macaques par le SIV résulte en une pathologie caractérisée par 

un haut niveau de réplication virale, la déplétion progressive de cellules T CD4+, l’activation 

immunitaire chronique et l’établissement d’immunodéficience mucosale et systémique. 

L’ensemble de ces symptômes ressemblent de très près à ceux observés lors du 

développement du SIDA chez l’Homme [391]. Pour cette raison, l’infection pathogène de 

macaques par le SIV a été utilisée comme modèle dans de nombreuses études de la 

transmission, la pathogénicité, la prévention et la thérapie de l’infection VIH, ce qui a eu une 

très grande influence dans l’avancée de ces divers domaines. 

En revanche, l’infection SIV dans les hôtes naturels est généralement non pathogène malgré 

une réplication virale robuste. Les résultats de ces expérimentations montrent que ce type 

d’infection aboutit à une conservation des fonctions associées au système immunitaire, sans 

activation chronique de l’inflammation avec une durée de vie similaire à celle des macaques 

non infectés [389,392]. Au cours de ces dernières années, de nombreuses études ont porté 

sur les facteurs associés à la nature bénigne de l’infection SIV naturelle comme par exemple 

l’absence d’activation chronique de l’inflammation, la diminution du nombre de cellules CD4 

mémoires infectées ainsi que la conservation ou la régénération du système immunitaire. 



99 
 

Les principaux mécanismes immunitaires induits au cours de l’infection VIH-1 ou dans des 

modèles d’infection SIV pathogène ou non pathogène sont synthétisés dans la figure 26.  

 

 

Figure 26 : Comparaison des événements associés à l'infection SIV naturelle ou à l'infection 

expérimentale pathogène SIV similaire à celle du VIH.  

Les différences de réponse immunitaire de l’hôte sont responsables de l’issue de l’infection. Une 

réponse « équilibrée » permet de stopper la majorité des facteurs engendrant des conséquences 

néfastes pour l’hôte (côté gauche). A l’inverse, lorsque les réponses immunitaires sont excessives la 

résultante de l’infection est pathogène pour son hôte (côté droit). Les événements bénéfiques (vert) 

ou néfastes (rouge) pour l’organisme de l’hôte sont indiqués [393]. 

 

Il est important de noter que les chimpanzés font exception à la règle selon laquelle les 

infections SIV naturelles sont non pathogènes pout leur hôte car l’infection SIV des 

chimpanzés peut évoluer vers un stade SIDA. Cependant l’infection naturelle des 

chimpanzés est encore peu étudiée et il semblerait que l’évolution de la maladie vers le 

stade SIDA chez ces hôtes naturels soit relativement moins fréquente que ce qui est observé 

chez les macaques ou chez l’Homme [387]. 
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La réponse immunitaire de l’hôte peut être divisée en deux grands modes de défense: la 

réponse innée qui orchestre les cellules appartenant au second type de réponse plus 

spécifique nommée adaptative. Ces mécanismes sont interdépendantes et leurs actions sont 

coordonnées spatialement et temporellement afin d’induire une réponse optimale face à un 

pathogène donné. Lors de l’infection VIH-1 les réponses immunes et adaptatives de l’hôte 

sont perturbées. La mise sous traitement ART permet la restauration du système 

immunitaire mais à des degrés variables selon les individus notamment en fonction du stade 

d’infection auquel les individus infectés sont traités. Dû au fait que les patients traités sont 

rarement diagnostiqués au cours de la phase aigüe de l’infection, c’est-à-dire au moment où 

l’inflammation et la réponse immunitaire innée se mettent en place, peu d’informations sont 

disponibles à ce jour sur l’impact des ART sur la réponse immunitaire innée. Dans ce 

contexte, l’étude des infections SIV de primates non humains représente également un 

modèle de choix pour l’analyse des premières étapes de l’infection [394].  

L’infection expérimentale SIV de macaques, induisant le même spectre de troubles 

immunitaires que ceux observés chez l’Homme suite à l’infection VIH-1, est un modèle qui 

permit d’accroître considérablement les connaissances sur la réponse immunitaire associée 

à l’infection VIH, en présence ou non de traitement ART, notamment sur la mise en place de 

réservoirs viraux ainsi que sur l’inflammation chronique induite dans les tissus gastro-

intestinaux ou lymphoïdes [395,396,397,398]. 

La différence majeure entre les individus pour lesquels l’infection progresse ou non au stage 

SIDA est l’activation de l’inflammation de longue durée. L’inflammation est initiée par les 

cellules sensitives du virus qui part la suite activent les cellules de la réponse immunitaire 

adaptative contribuant au maintien d’une inflammation chronique. Le phénomène 

d’inflammation est abolit lors de la fin de l’infection aigue dans les hôtes naturels du SIV 

permettant ainsi le maintien de l’intégrité des tissus lymphoïdes secondaires qui sont 

progressivement altérés lors d’une infection VIH. La préservation de l’architecture de ces 

tissus pourrait participer à une meilleure orchestration de la réponse immunitaire mise en 

place dans les hôtes naturels du SIV lors d’une infection [394]. Des études sur les hôtes 

naturels du SIV ont donc permis de mettre en évidence que le contrôle précoce de l’infection 

est crucial pour stopper rapidement l’inflammation liée à l’infection. En effet certains patients 

traités précocement avec la thérapie ART semble pouvoir contrôler la réplication virale après 

l’arrêt du traitement [399]. 
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C - Un modèle d’étude des inhibiteurs d’intégrase 

1. Généralités SIV 

 

L’ensemble des rétrovirus contiennent les gènes viraux gag, pol et env. Parmi les lentivirus, 

le VIH et le SIV sont particuliers car leur génome contient le plus grand nombre de gènes 

codant pour des protéines régulatrices et auxiliaires : tat, rev, Vif, Nef, Vpu, Vpr ou vpx. 

Une analyse de la structure du génome viral du VIH-1 et du SIV a permis de mettre en 

évidence que malgré le fait que seulement 50% de similitudes est observé entre les 

séquences nucléotides des génomes VIH-1 et SIV, la structure gag-pro-pol est conservée 

ainsi que les éléments essentiels de polyadénylation, d’épissage de l’ADN viral où 

permettant la fixation du régulateur rev [400]. Ces observations semblent montrer que les 

séquences fonctionnelles du génome viral sont conservées entre les virus VIH-1 et SIV. 

D’autres études ont également montré des similitudes reconnaissables au niveau protéique 

entre les virus VIH et SIV notamment de la protéine régulatrice tat et des protéines 

auxiliaires Nef et Vif, ainsi qu’au niveau de leurs protéines d’enveloppe. De plus il a été mis 

en évidence que l’infection SIV est également capable de produire des virions maturés après 

leur bourgeonnement tout comme le VIH [401]. Leur capacité antigénique a également été 

décrite comme comparable. 

Le virus de l’immunodéficience simienne (SIV) a donc été reporté comme génétiquement, 

morphologiquement et antigéniquement similaire au VIH. Grâce à l’ensemble de ces 

caractéristiques, le virus SIVmac représente donc modèle très utile d’étude de l’infection VIH 

y compris au niveau moléculaire. 

 

2. La comparaison des IN VIH-1 et SIV 

 

Les IN du VIH-2 et du SIV possèdent la même architecture que celle du VIH-1. C’est-à-dire 

qu’elles sont également composées des trois domaines distincts : le N-terminal NTD, le 

domaine central CCD contenant le site actif D64, D116, E152, et le C-terminal CTD. 

Les séquences codant pour l’intégrase sont très conservées au sein des lentivirus de 

primates. L’IN du VIH-1 NL4-3 possède ~ 57% d’identité de séquence aussi bien avec l’IN du 

VIH-2 Rod que celle du SIVmac 239 (figure 27A). Le domaine le plus conservé entre les IN 

VIH-1 et SIV est le CCD avec 60% d’identité de séquence. Les domaines NTD et CTD sont 

un peu moins conservés, avec respectivement 56 et 52% d’identité de séquence. 
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En corrélation avec les analyses phylogénétiques, l’IN du VIH-2 Rod est plus proche de celle 

du SIVmac 239 avec 84% d’identité de séquence (figure 27B). Tout comme pour le VIH-1, la 

région la plus conservée entre les IN du SIV et du VIH-2 est le domaine CCD avec 91% 

d’identité de séquence. 

 

 

Figure 27 : Alignement de séquences de l’IN VIH-1, VIH-2 et SIV.  

(A) Alignement multiple des séquences entre l’IN du VIH-1 NL4-3, du VIH-2 rod et du SIVmac 239. (B) 

Comparaison de la composition en acides aminés des IN VIH-2 rod et SIVmac 239. Les acides 

animés communs à toutes les IN sont indiqués en rouge. Lorsqu’il y a des variabilités, les résidus 

identiques à la séquence consensus sont indiqués en bleu, ceux qui différent en noir. 

 

Actuellement, seule une partie de la protéine IN SIV a été cristallisée. Il s’agit des domaines 

CCD et CTD constitués des résidus 50 à 293 [402]. La structure partielle obtenue contenant 

quatre domaines CCD et un domaine CTD IN forme une unité asymétrique. Les domaines 

CCD peuvent être regroupés en dimères de dimère et chaque paire de dimère présente une 

interface similaire à ce qui est observé pour IN VIH-1. L’unique interaction entre les 

monomères internes d’IN se fait par liaison van der Walls au niveau de la boucle 190. Le 

segment composé des résidus 114-121 est à la même position que ce qui est observé pour 

la structure IN VIH-1. La boucle flexible composée des résidus 141-151 située à proximité du 

A

B

A

B
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site actif n’est pas entièrement définit néanmoins l'emplacement de l’acide aminé E152 de la 

triade catalytique n’est pas ambiguë. Les résidus 210-218 faisant le lien avec le domaine 

CTD ont pu être tracés par l’extension du CCD et l’architecture en trois dimensions du CTD 

est similaire au CTD VIH-1. La structure trois dimensions partielle de l’IN SIV est présentée 

dans la figure 28. 

 

Figure 28 : Structure partielle de l'IN SIV.  

La structure cristallisée contient quatre domaines CCD IN SIV regroupés sous forme de dimère de 

dimères. Les quatre sous unités sont représentées en rose et jaune pour le premier dimère (A-B) et 

bleu et violet pour le second (C-D). Seul un domaine CTD a pu être étendu à partir de la structure du 

monomère A, représenté en vert [402].  

 

Les résidus de ces deux domaines prétendument impliqués dans la liaison de l’ADN sur IN 

VIH-1 sont localisés sur la même face de la molécule SIV. Ils comprennent Asp64, Asp116, 

Glu152 et Lys159 du domaine CCD et Arg231, Leu234, Arg262, Arg263 et Lys264 du 

domaine CTD. Un modèle de liaison à l'ADN est suggéré via l’interaction de la boucle 

composée des résidus 228-236 du domaine CTD et la boucle flexible 141-151 du domaine 

CCD. 
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3. Etude de l’effet des inhibiteurs d’IN sur l’infection SIV 

 

Une étude réalisée par Hassounah et al a utilisé le modèle SIVmac 239 afin d’étudier l’effet 

des mutations de résistance aux INSTIs [403]. En comparant les séquences des IN VIH-1 et 

SIV ils ont pu mettre en évidence que les résidus dont la mutation entraine une résistance 

aux INSTIs RAL et EVG sont conservés dans le CCD IN SIV. Ils ont alors introduit 

différentes mutations connues pour induire une résistance aux INSTIs (G118R, Y143R, 

Q148R, N155H et R263K) dans le gène codant pour l’IN SIV. Par le biais d’expérimentations 

d’infection avec ces différents virus mutants SIV en présence d’INSTIs, ils ont pu mettre en 

évidence que les mutations de résistance aux INSTIs lorsqu’elles sont introduites dans le 

SIV résultent en un phénotype similaire. Ainsi ces résultats suggèrent que le VIH et le SIV 

utilisent des profils similaires de voie de résistance et que le SIVmac 239 pourrait être un 

bon modèle de primate non humain pour l’étude des résistances aux INSTIs. Le même 

laboratoire a confirmé ces résultats dans des cellules primaires PBMCs de macaques rhésus 

avec un panel plus important de mutations de résistance aux INSTIs [404]. L’ensemble de 

ces observations confirme que les mutations associées à la résistance aux INSTIs pour le 

VIH-1 montrent des profils similaires d’infection pour le SIV. 

L’efficacité des INSTIs sur l’IN VIH-1 et SIV a également été démontré dans des 

expérimentations d’infection de macaques rhésus par un virus chimérique SHIV [405]. 

Lorsque le traitement basé sur l’utilisation d’INSTI est initié avant la déplétion des cellules 

CD4+ cela entraine la diminution de la virémie, le maintien du pool de CD4+ et l’apparition 

d’une réponse immunitaire spécifique. Ces résultats basés sur un modèle simien ont permis 

de mettre en évidence l’activité antirétrovirale des INSTIs in vivo. 

La protéine cellulaire LEDGF étant très conservée chez les primates, seule une substitution 

diffère entre la séquence de LEDGF humaine et simienne, et l’interaction entre IN SIV et 

LEDGF ayant déjà été démontrée [280], l’utilisation d’un modèle SIVmac pour l’étude du 

spectre d’activité des INLAIs peut être envisagé. Cependant il faut prendre en compte que 

même si le domaine CCD est le plus conservé entre IN VIH-1 et le SIV, il subsiste des 

différences, y compris dans le site de fixation à LEDGF, comme les résidus A128M, A129V, 

E170N et H171S. La mutation A128T sur l’IN du VIH-1 confère une résistance à la majorité 

des INLAIs répertoriés à ce jour et certaines études préliminaires ont déjà montré que la 

différence de séquence sur ce résidu clé, notamment M128 sur IN SIV, semble également 

induire ce phénomène de résistance pour d’autres lentivirus [340,345,352]. D’autres 

modifications d’acides aminés impliqués indirectement dans la poche hydrophobe pourraient 

également modifier l’environnement de l’interface d’interaction IN-LEDGF.  
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V - Système immunitaire et VIH-1 

A - Le tropisme du VIH-1 

1. Les modes de transmission 

 

Le virus VIH-1 possède plusieurs voies d’entrée dans l’organisme de son hôte.  

La transmission la plus courante a lieu par voie sexuelle, ainsi le VIH-1 franchit la barrière 

épithéliale en s’infiltrant dans des brèches ou des sites d’inflammation afin de pénétrer dans 

les muqueuses génitales et/ou rectales dans lesquelles sont retrouvées certaines des 

cellules cibles du VIH-1 : les cellules de Langerhans et les cellules dendritiques permettant 

une fois infectées la dissémination du virus dans l’organisme à plus large échelle [406].  

Le VIH-1 peut également se transmettre par voie sanguine notamment lors d’un contact avec 

du matériel invasif contaminé comme par exemple chez les toxicomanes ou le personnel 

hospitalier. Au cours des premières années de l’épidémie des cas de transmission lors de 

transfusions sanguines ont aussi été référencées cependant la mise en place d’un dépistage 

pour chaque don de sang a permis d’abolir cette voie d’accès. 

La transmission materno-fœtale est la source de plus de 90% des infections identifiées chez 

les enfants et peut entrainer l’apparition de graves malformations congénitales allant même 

jusqu’au décès du fœtus. Plusieurs facteurs de risque semblent influencer ce type de 

transmission comme la quantité de charge virale, le type d’infection ou l’infection 

concomitante avec d’autres pathogènes. La transmission de la mère à l’enfant peut se 

dérouler in utero, au cours de la naissance ou post-natale lors de l’allaitement. Au cours de 

la grossesse l’amincissement et l’apparition de lésions dans la barrière placentaire facilite les 

échanges cellulaires dans la circulation sanguine du fœtus. Les virions VIH-1 pourraient être 

capables d’infecter les cellules trophoblastiques formant la barrière placentaire ou la 

traverser directement par transcytose [407]. Lors de l’accouchement la pratique de 

césariennes diminue considérablement le risque de contact avec les sécrétions vaginales et 

le sang contaminé de la mère. Enfin l’allaitement peut induire la transmission de cellules 

infectées dans les voies intestinales ou les amygdales du nourrisson. 
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2. Les cellules du système immunitaire 

 

Une fois dans l’organisme, le virus franchit la barrière épithéliale et peut entrer en contact 

avec les lymphocytes CD4+ et les cellules de Langerhans. Des abrasions à la surface 

mucosale permettent la rencontre directe au niveau de l’épithélium basal et du stroma du 

VIH-1 avec ses cellules cibles : les lymphocytes T, les cellules dendritiques et les 

macrophages [408] (figure 29). 

 

Figure 29 : Dissémination du VIH-1 et infection des cellules du système immunitaire.  

Lors de la transmission sexuelle le VIH atteint la surface mucosale où il est capturé par les cellules 

dendritiques (DC) immatures. Les DC immatures migrent dans les tissus lymphoïdes où elles sont 

différenciées en DC matures et peuvent présenter les antigènes viraux aux lymphocytes T permettant 

ainsi la dissémination du virus. Le VIH-1 peut également infecter de manière directe des lymphocytes 

T CD4+ et des macrophages [409]. 
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a) Les cellules dendritiques 

 

Lors d’une infection, les cellules dendritiques (DC) jouent un rôle essentiel dans la mise en 

place d’une réponse immunitaire adaptative. Dans les muqueuses les DC immatures 

circulent en continu afin de reconnaitre et d’internaliser les pathogènes traversant la barrière 

épithéliale. L’internalisation du pathogène initie la maturation des DC qui migrent alors vers 

les tissus lymphoïdes tels que les ganglions lymphatiques. Ces tissus étant fortement 

enrichis en lymphocytes T CD4+ (LT4), les DC matures peuvent alors induire l’activation des 

LT4 via la présentation d’antigènes viraux préalablement digérés. 

Etant donné leur localisation dans les muqueuses orales et vaginales ainsi que dans les 

tissus lymphoïdes, il a été proposé que les DC soient parmi les premières à entrer en contact 

avec le VIH-1 lors de transmission sexuelle. Il a également été suggéré que les DC jouent un 

rôle important au niveau des tissus lymphoïdes dans la propagation du VIH-1 aux LT4 qui 

sont la principale source de réplication et de dissémination du VIH-1 [409]. 

En ce qui concerne l’infection par le VIH-1, deux voies d’entrée des virions dans les DC ont 

été décrites. Les DC présentent dans le stroma expriment à leur surface la molécule DC-

SIGN (DC-specific intercellular adhesion molecule 3 (ICAM3)-grabbing non-integrin). La 

molécule DC-SIGN interagit avec la protéine d’enveloppe gp120 permettant l’internalisation 

de plusieurs virions VIH-1 au sein de vésicules d’endocytose qui seront ensuite phagocytés 

[410,411]. Les DC sont également sensibles à l’infection « naturelle » car elles expriment à 

leur surface le récepteur CD4 et le corécepteur CCR5 du VIH-1 [412,413].  

Il est important de noter qu’un sous-type particulier de DC nommé cellules de Langerhans, 

semblent également sensibles à l’infection par le VIH-1. Ces cellules présentent dans les 

muqueuses possèdent à leur surface le récepteur CD4 et les corécepteurs CCR5 et CXCR4 

du VIH-1 [414] ainsi que la protéine cellulaire langerine qui semble impliquée dans la capture 

de virions afin de protéger les cellules de Langerhans de l’infection [415]. Cependant ces 

observations sont encore controversées. 

L’infection par le VIH-1 des DC interfère avec leur capacité de présentation d’antigènes ce 

qui contribue à l’évasion virale face au système immunitaire de l’hôte. En effet les DC 

provenant d’individus porteurs du VIH-1 sont nettement moins efficaces pour stimuler 

l’activation des lymphocytes T en comparaison avec des DC de donneurs sains [416]. 

Cependant l’impact de l’infection par le VIH-1 des DC sur leur capacité d’activation de 

réponses T spécifiques n’est pas encore clairement définit. Il a notamment été montré que 

les DC matures de patients infectés ne permettent pas la stimulation de réponse cellulaire de 
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type T induisant la synthèse de la cytokine IL-10 impliquée dans une réponse 

immunosuppressive [417]. Au contraire, certaines études ont mis en évidence que les DC de 

patients infectés peuvent induire efficacement une réponse associée aux lymphocytes T 

CD8+ cytotoxiques [418]. Ce qui suggère que la modulation induite par le VIH-1 des 

molécules de présentation des antigènes sur les DC n’empêche pas nécessairement leur 

capacité d’activation de la réponse cytotoxique. 

La transmission du VIH-1 entre les DC infectées et les LT4 passe par différentes voies. Un 

mécanisme de trans-infection implique les jonctions cellules-cellules formant la synapse dite 

infectieuse médiée par les molécules DC-SIGN. Une seconde voie de trans-infection est 

corrélée à la libération d’exosomes associés au VIH-1. La voie de cis-infection est associée 

à la libération de particules virales fonctionnelles suite à la réplication du virus dans les DC. 

L’ensemble de ces mécanismes coexistent in vitro et semblent impliquer les corécepteurs 

CCR5 et CXCR4 du VIH-1 [409]. 

 

b) Les lymphocytes T  

 

Succinctement, l’infection par un pathogène induit tout d’abord l’activation de la réponse 

immunitaire dite innée. Il s’agit d’une réponse rapide à l’infection faisant intervenir de 

nombreux facteurs cellulaires induisant notamment le phénomène d’inflammation. Les DC 

jouent essentiellement un rôle clé dans l’établissent de la réponse adaptative plus lente mais 

spécifique. La maturation des DC, stimulée par les cytokines IL-4 et GM-CSF, confère à ces 

cellules leur capacité de présentation d’antigène. L’activation des LT4 par les DC contribue 

par la suite à l’élaboration de réponse T de type Th1 ou Th2 via la sécrétion de cytokines IL-

12 et IFN-γ ou IL-4 respectivement. Les lymphocytes Th1 sécrètent à leur tour un panel de 

cytokines et de chimiokines dont IL-2, IL-3, IL-12, IFN- γ, TNF-α, GM-CSF… permettant 

entre autre l’activation des lymphocytes T CD8+ cytotoxiques permettant la lyse des cellules 

infectées et l’activation des lymphocytes B associés à la mise en place d’une réponse 

humorale médiée par la production d’anticorps ciblant spécifiquement des épitopes du 

pathogène. L’activation de la voie Th2 est également impliquée, et de manière plus efficace 

dans cette réponse humorale. 

Les lymphocytes T CD4+ (LT4) représentent la cible majeure du VIH-1. Comme indiqué 

précédemment la présence à la surface du récepteur CD4 et du corécepteur CCR5 ou 

CXCR4 est nécessaire à la reconnaissance et l’entrée du virus dans les LT4. Suite à la 

présentation d’antigènes viraux par les DC, Les LT4 activés prolifèrent permettant ainsi la 
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réplication rapide et efficace du virus. Dans ces conditions de primo-infection la réplication 

du virus est associé à un fort effet cytopathique dans ces cellules, diminuant ainsi 

considérablement le temps de demi-vie des LT4 activés infectés étant normalement de 

plusieurs jours. Le VIH-1 possède également la capacité d’infecter les LT4 mémoires et ainsi 

former un réservoir de latence virale. 

La mise en place d’une réponse immunitaire adaptative lors de la primo-infection au VIH-1 

conduit notamment à la prolifération de lymphocytes T CD8+ (LT8) conduisant à 

l’augmentation de leur concentration dans le sang de patients infectés qui est corrélée à une 

diminution de la charge virale. Les cellules LT8 sont dites cytotoxiques car elles peuvent 

reconnaitre des antigènes viraux à la surface de cellules infectées et induire leur lyse via la 

sécrétion de perforines. Ainsi leur activité cytotoxique spécifique représente une arme 

majeure mise en place par le système immunitaire pour l’élimination de cellules infectées par 

le VIH-1, cependant lors de l’établissement du stade SIDA la réplication excessive du virus 

est corrélée à une forte déplétion des LT8. 

 

c) Les lymphocytes B 

 

Les lymphocytes B interviennent plus tardivement dans l’établissement de la réponse 

immunitaire adaptative et sont les acteurs de la réponse humorale. Une fois activés par les 

lymphocytes T, leur maturation permet le déclenchement de la production d’anticorps. Le 

VIH-1 n’est pas capable d’infecter les lymphocytes B, cependant l’infection induit des effets 

délétères dans la mise en place d’une réponse humorale stable. Il a notamment été montré 

que le VIH-1 est capable de se fixer à la surface des lymphocytes B ce qui induit le 

recrutement des protéines du complément naturellement impliqués dans l’immunité innée et 

ayant pour rôle d’éliminer les cellules infectées [419]. De plus il a été mis en évidence que 

l’infection par le VIH-1 est associée à une hyperactivition des lymphocytes B conduisant 

notamment à la production d’anticorps reconnaissant le soi [420]. 

 

d) Les autres cellules immunitaires 

 

Les macrophages et les monocytes présentent également à leur surface les molécules CD4, 

CCR5 et CXCR4 faisant de ces types cellulaires des cibles supplémentaires de l’infection 

par le VIH-1 [421]. Les macrophages infectés sont moins sensibles que les LT4 à l’effet 
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cytopathique induit par l’infection et leur capacité à traverser les barrières hémato-

encéphaliques suggère qu’elles pourraient être la source de la dissémination du virus dans 

le système nerveux centrale [422]. L’infection par le VIH-1 des macrophages semble 

également participait à l’établissement d’un état d’inflammation chronique en modifiant 

notamment leur capacité de présentation et de destruction de pathogènes [423]. 

Les cellules immunitaires NK (natural killer) semblent protéger l’organisme de la progression 

de la maladie, cependant l’infection par le VIH-1 conduit à un changement de la nature des 

cellules NK circulantes qui présentent dans ce contexte un défaut dans leur capacité 

d’induire la lyse cellulaire et de synthétiser diverses cytokines impliqués dans la réponse 

immunitaire [424]. 

 

3. Les stratégies vaccinales 

 

Le développement d’un vaccin anti-VIH spécifique, efficace et globalement abordable offre le 

meilleur espoir pour le contrôle à long terme de la pandémie de SIDA. Depuis 1987, de 

nombreux candidats de vaccins VIH-1 ont été développés et montrent des degrés variables 

d’induction de réponse immunitaire spécifique dans des modèles de primates non humains. 

Plusieurs types de protections incluant des vaccins ADN, des vaccins sous unitaires basés 

sur les protéines env et tat, des vaccins recombinants vivants atténués ou inactivés ainsi que 

des combinaisons variables de « prime-boost » ont été testés afin d’induire une réponse 

immunitaire de type B, de type T ou la combinaison des deux. L’activité de certains de ces 

candidats vaccins a également été évaluée sur un panel de volontaires chez l’Homme en 

vue de thérapies prophylactiques ou curatives. Mais malgré le fait qu’ils puissent retarder la 

progression de la maladie chez l’Homme, la plupart d’entre eux n’a pour l’instant pas montré 

d’efficacité suffisante dans la prévention de l’infection ou dans le contrôle de la réplication du 

VIH-1 [425].  

Jusqu'à présent, le seul essai vaccinal prometteur est celui mené en Thaïlande à partir du 

vaccin RV144. Cette étude est basée sur l’utilisation d’un vecteur exprimant des gènes du 

VIH-1 comme « prime » suivie de deux « boost » d’injections d’un vaccin recombinant de la 

glycoprotéine d’enveloppe virale [426]. Cet essai résulte cependant à un faible niveau 

d’efficacité vaccinale de l’ordre de 30%. De plus cette protection contre l’infection VIH-1 

n’induit pas la production d’anticorps neutralisants à large spectre ou la mise en place d’une 

réponse cytotoxique LT8 spécifique. La diminution de l’infection semble plutôt être associée 

aux anticorps IgG ciblant la région V1V2 de la protéine d’enveloppe du VIH-1 [427]. 
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Dans le but de développer un vaccin préventif efficace anti-VIH-1, il est donc actuellement 

admis qu’un élément crucial est la mise en place d’une réponse humorale associée à la 

production d’anticorps neutralisants. En effet l’association d’une réponse humorale efficace à 

une réponse T cytotoxique, conduisant à l’élimination de cellules préalablement infectées ou 

de cellules ayant échappé aux anticorps neutralisant, devrait théoriquement permettre la 

mise en place d’une réponse immunitaire réelle et efficace contre l’infection VIH-1. 

Ainsi les efforts actuels dans le domaine des thérapies vaccinales visent à induire la 

production d’anticorps neutralisants à large spectre (bNAbs) afin de neutraliser un large 

éventail de variants du VIH-1 et augmenter la protection face à la mutation rapide du virus 

[428]. Les bNAbs sont depuis longtemps considérés comme la protection vaccinale optimale 

car la prévention des maladies causées par la plupart des virus répertoriés à ce jour est 

associée à la production de ce type d’anticorps dans les jours suivant l’infection. Si le patient 

survit à l’infection, les bNAbs permettent généralement l’élimination efficace du virus et 

induisent une protection à très long terme contre de nouvelles infections associées le même 

pathogène. 

Lors d’une infection naturelle VIH-1, les antigènes viraux présentés au système immunitaire 

ne permettent pas d’induire une réponse immunitaire suffisante pour éliminer le virus car 

celui-ci possède la capacité unique d’intégrer son génome dans celui de son hôte. 

Néanmoins l’infection VIH-1 induit un haut niveau de production de bNAbs dans un petit 

nombre de patients, habituellement après plusieurs années d’infection [428]. Ces 

observations sont la preuve qu’un vaccin induisant la production de bNAbs est envisageable 

pour lutter contre l’infection VIH-1. 

Dans ce but, de nombreuses études ont été réalisées notamment afin de déterminer la 

conformation native des protéines de l'enveloppe du VIH-1 ou d'isoler des cellules B rares, y 

compris dans la lignée germinale, reconnaissant des épitopes de l'enveloppe. Le meilleur 

candidat pouvant servir d’immunogène dans le développement de vaccins induisant la 

production de bNAbs contre le VIH-1 a été définit comme étant la glycoprotéine d’enveloppe 

sous une forme permettant la présentation d’épitopes de manière native. L'enveloppe du 

VIH-1 étant intrinsèquement instable, les épitopes présentés préférentiellement au système 

immunitaire lors de l’infection provoquent la production d’anticorps n’induisant pas de 

neutralisation à large spectre. Des études ont permis de mettre en évidence que les 

anticorps non neutralisants se lient à l’enveloppe instable alors que les bNAbs se fixent 

expérimentalement sur des éléments de structure de l’enveloppe virale, stabilisée sous 

forme de trimère, correspondant à sa conformation naturelle sur les virions sauvages [429]. 

Ces résultats suggèrent que le trimère de glycoprotéine d’enveloppe du VIH-1 constitue un 
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immunogène potentiel majeur pour activer la réponse B et la production de bNAbs. Une 

structure stable de trimère d’enveloppe contenant divers mutations a pu être mis en 

évidence [430], l’étape suivante consiste à vérifier si la stimulation de lymphocytes B naïfs 

permet la production de bNAbs afin d’envisager à plus long terme une thérapie vaccinale 

incluant ce type d’immunogène.  
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OBJECTIFS DE MES TRAVAUX DE THESE 
 

Afin de lutter contre la pandémie SIDA causée par l’infection au VIH-1, les trithérapies ont 

démontré leur efficacité dans le traitement des patients infectés. En effet la forte variabilité 

du VIH-1 impose l’utilisation de thérapies combinant plusieurs antirétroviraux de classe 

différente. Aujourd’hui plus d’une trentaine d’antirétroviraux VIH-1 ont été référencés et sont 

classés en plusieurs catégories en fonction de l’étape du cycle réplicatif du VIH-1 qu’ils 

ciblent [431]. Bien qu’il existe actuellement des traitements considérés comme hautement 

actifs nommées HAART (Highly active antiretroviral therapy), l’émergence et la transmission 

de virus multirésistants aux différentes classes d’antirétroviraux sur le marché 

pharmaceutique apparaît être un problème de santé majeur [142,432]. Dans le but d’élaborer 

un nouvel arsenal thérapeutique innovant et efficace contre ces virus résistants, il est donc 

primordial de développer de nouvelles classes d’antirétroviraux possédant un mécanisme 

d’action entièrement différent. 

La majorité des classes d’antirétroviraux actuellement sur le marché ciblent principalement 

les enzymes virales comme la RT (reverse transcriptase) et la PR (protéase). Depuis ces 

dernières années, les recherches menées dans ce domaine s’intéressent notamment au 

développement de composés capables d’inhiber la troisième enzyme virale IN (intégrase). 

En effet son rôle essentiel dans la réplication virale du VIH-1 et l’absence de fonctions 

équivalentes dans les cellules humaines fait de l’intégrase une cible de choix pour de 

nouvelles thérapies antirétrovirales. Dans cette optique, plusieurs molécules d’une nouvelle 

classe d’antirétroviraux nommées INSTIs (integrase strand transfert inhibitors) ont été 

développées. Le raltegravir (RAL) est le premier INSTI approuvé dans le traitement du SIDA 

en 2007 [106]. Depuis, deux INSTIs supplémentaires sont également utilisés dans les 

thérapies ART : l’elvitegravir (EVG) et le dolutegravir (DTG) [107,302,303]. Ces composés 

antiviraux ont la particularité de se lier au site actif de l’enzyme et ainsi d’inhiber efficacement 

la réaction de transfert de brin médiée par l’IN qui est nécessaire à l’étape d’intégration du 

cycle de réplication du VIH-1 [106]. Les traitements actuels basés sur l’utilisation d’INSTIs, 

notamment ceux combinant le DTG, montrent une faible toxicité et sont très efficaces pour 

supprimer la réplication du VIH-1 chez les patients traités [304]. Néanmoins l’apparition de 

mutations conférant une résistance croisée à l’ensemble de ces molécules a été rapportée, 

ce qui limite leur utilisation en traitement de seconde intention chez des patients en échec 

thérapeutique suite à une thérapie basée sur les INSTIs [330,331,332]. 

Le principal cofacteur de l’IN du VIH-1 est la protéine cellulaire LEDGF/p75 (Lens 

Epithelium-Derived Growth Factor). Il s’agit d’une protéine nucléaire interagissant avec la 
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chromatine. Son interaction avec l’IN est cruciale pour la réplication du VIH-1 car elle permet 

de cibler les régions transcriptionnellement actives du génome de l’hôte où le provirus est 

préférentiellement intégré [433]. Le rôle clé de l’interaction IN-LEDGF lors de l’étape 

d’intégration du VIH-1 en fait une cible thérapeutique de premier ordre afin de cibler l’IN par 

un mécanisme d’action différent de celui des INSTIs. Ainsi suite à l’identification des résidus 

impliqués dans l’interaction IN-LEDGF sur les deux partenaires [236,292] et l’élucidation par 

cristallographie de la structure en trois dimensions de l’interface IN-LEDGF, un nouveau 

pharmacophore différent du site catalytique ciblé par les INSTIs a pu être définit [292]. 

Plusieurs sociétés pharmaceutiques ont dès lors identifié des inhibiteurs de l’interaction IN-

LEDGF. Les premières molécules rapportées ont été les tBPQAs (tert-Butoxy-(4-phenyl-

quinolin-3-yl)-acetic acids) et les LEDGINs (2-(tert-butoxy)-2- substituted acetic acid 

derivatives) respectivement par Boehringer Ingelheim (BI) [339] et le laboratoire de Zeger 

Debyser [340,341]. 

Plusieurs caractéristiques des tBPGAs et des LEDGINs ont déjà été rapportées. Ces 

molécules sont donc capables d’inhiber l’interaction IN-LEDGF mais induisent également 

une inhibition de l’activité catalytique de l’IN permettant les réactions de 3’ processing et de 

transfert de brin de l’intégration. De plus leur fixation induit un changement conformationnel 

non fonctionnel de l’IN dû à l’augmentation de sa multimerisation. Au vue de la pluralité de 

leur activité antivirale sur des domaines différant de leur site de fixation, ces inhibiteurs sont 

dès lors considérés comme allostériques et nommés ALLINIs (Allosteric IN inhibitors) 

[279,294,342,434]. Depuis, différents acronymes ont été proposés pour décrire cette classe 

d’inhibiteurs de l’interaction IN-LEDGF : LEDGINs (LEDGF/p75-IN inhibitors) [340], ALLINs 

[342] ou encore NCINIs (non-catalytic inhibitor) [339]. Aucun consensus sur leur nom n’ayant 

encore été définit, et dans un souci de clarté, j’ai choisi de les regrouper sous le nom 

d’INLAIs (IN-LEDGF allosteric inhibitor) dans la totalité de mon manuscrit. 

De manière surprenante, en complément de leur capacité à inhiber l’étape précoce 

d’intégration, une seconde activité de ces molécules au niveau des étapes tardives de la 

réplication du VIH-1 a été rapportée. Cette activité post-intégration des inhibiteurs de 

l’interaction IN-LEDGF est plus efficace et conduit à la production de virions défectueux en 

infectivité [341,343,344,352,360]. Les virions VIH-1 produits en présence d’INLAIs ont déjà 

été caractérisés dans la littérature. Il a notamment été montré que ces virions non infectieux 

présentent une modification structurelle au sein du core de la particule formé des protéines 

virales de capside (CA). Sa morphologie est décrite comme aberrante car elle diffère de la 

structure conique de virions sauvages matures [343,344,352]. Ces inhibiteurs provoquent 

une accumulation de la protéine de nucléocapside (NC) liée à l’ARN viral à l’extérieur du 
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core de la particule, visible en microscopie électronique par la formation d’agrégats 

excentriques au niveau de la membrane virale [354]. De plus, il a été démontré que ces 

molécules sont actives sur des virus porteurs de mutations de résistance aux INSTIs [359]. 

Les INLAIs appartiennent donc à une nouvelle classe d’inhibiteurs de l’IN qui présente un 

mécanisme d’action inédit induisant une activité antivirale sur plusieurs étapes du cycle de 

réplication du VIH-1. 

La société biopharmaceutique Mutabilis, avec laquelle j’ai réalisé ma thèse en partenariat, 

est impliquée dans le développement de nouvelles générations de molécules anti-

infectieuses dont des inhibiteurs de l’interaction IN-LEDGF. Suite aux expériences de mise 

au point de tests de criblage d’activité antirétrovirale menées initialement chez Cellvir et les 

efforts de chimie médicinale engagés chez Mutabilis, ils ont pu synthétiser de nouveaux 

inhibiteurs candidats de cette interaction hôte-virus. Ces molécules dérivent de plusieurs 

séries chimiques originales de la famille des aryl ou heteroaryl-tertbutoxy-acetic acid. Dans 

ce contexte, l’objectif premier de mon projet de thèse a été de prendre part aux 

expérimentations en cours, menées par l’équipe de virologie chez Mutabilis, dans le but de 

caractériser ces molécules comme des inhibiteurs de la classe des INLAIs et d’élucider leur 

mécanisme d’action. Cette étude a fait l’objet d’une publication parue dans Retrovirology en 

2013 présentée dans la première partie des résultats de mon manuscrit : « Dual inhibition of 

HIV-1 replication by integrase-LEDGF allosteric inhibitors is predominant at the post-

integration stage » par E. Le Rouzic et al.  

Par la suite, mon projet de thèse s’est intéressé à la caractérisation de l’activité 

antirétrovirale des inhibiteurs de la classe des INLAIs synthétisés par Mutabilis selon deux 

axes: (1) l’approfondissement des mécanismes d’action de ces INLAIs sur les étapes 

tardives de la réplication du VIH-1 ; (2) l’appréciation de leur spectre d’activité sur la 

réplication du virus de l’immunodéficience simienne (SIV). 

Des modèles animaux sont couramment utilisés afin d’améliorer la compréhension de la 

pathogénèse induite par divers agents infectieux ainsi que le développement de vaccins et 

de thérapies antivirales. Le virus de l’immunodéficience simienne (SIV) cause chez leurs 

hôtes non naturels, notamment chez les macaques, une infection persistante progressive 

similaire au SIDA chez l’Homme [391]. Le SIV de macaques (SIVmac) est donc considéré 

comme un bon modèle de primates non humains afin d’étudier l’infection par le VIH-1. 

Sachant que l’interaction IN-LEDGF joue un rôle crucial dans l’étape d’intégration de la 

plupart des lentivirus animaux [280] et qu’une étude réalisée par le laboratoire de Mark A. 

Wainberg a démontré que le virus SIVmac est un bon outil afin d'étudier l’effet des mutations 

de résistance aux INSTIs [403]. Une seconde partie de mes travaux de thèse porte sur 
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l’appréciation du spectre d’activité de ces inhibiteurs sur le virus SIVmac. L’ensemble des 

expérimentations réalisées en présence de différents inhibiteurs de l’interaction IN-LEDGF, à 

la fois in vitro mais également sur la réplication et la production de particules virales du SIV, 

est présentée dans la seconde partie de mes résultats. 

L’appartenance des molécules synthétisées par Mutabilis à la nouvelle classe d’inhibiteurs 

allostériques de l’interaction IN-LEDGF, ainsi que leur efficacité à inhiber les étapes tardives 

de l’infection au VIH-1 en induisant la production de particules virales avec un fort défaut 

d’infectivité, ayant été décrite [350]. La dernière partie de mon projet a porté sur la 

caractérisation des virions synthétisés en présence de ces inhibiteurs, au niveau de leur 

maturation, leur capacité de réplication mais également au niveau de leur immunogénicité. 

L’ensemble des résultats obtenus à ce sujet fait l’objet d’une publication en révision 

présentée dans la dernière partie des résultats de mon manuscrit. La caractérisation de 

l’infectivité et de l’immunogénicité des particules virales produites en présence de ce type 

d’inhibiteurs se situe dans le cadre d’une étude exploratoire visant à déterminer si les virus 

inactivés en présence d’INLAIs pouvaient être utilisés comme nouveau type d’immunogène 

capable de stimuler la production d’anticorps neutralisants à large spectre (bNAbs).  
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RESULTATS 

 

I - Inhibition de deux étapes distinctes du cycle de réplication du 

VIH-1 par les INLAIs 

 

Le but de cette étude est de caractériser l’activité antirétrovirale des molécules synthétisées 

par Mutabilis, aussi bien au niveau des étapes précoces que tardives de la réplication du 

VIH-1. La société Mutabilis a produit des inhibiteurs de l’interaction IN-LEDGF à partir de 

nouvelles séries chimiques différentes de celles des familles d’INLAIs précédemment 

décrites. Le composé Mut101 apparait comme le plus efficace de cette série.  

Une étude de la structure en trois dimensions de l’interface d’interaction entre l’IN et LEDGF 

montre que le composé Mut101 se fixe sur le dimère d’IN au niveau du site de liaison à 

LEDGF et que cela induit un changement conformationnel sur d’autres résidus de l’IN. Des 

expérimentations in vitro ont permis de montrer que le composé Mut101 inhibe efficacement 

l’interaction IN-LEDGF et augmente la multimérisation aberrante de l’IN du VIH-1. Mut101 

est également capable d’inhiber les réactions d’intégration 3’ processing et transfert de brin 

médiées par l’IN. Le double mode d’action antivirale de Mut101 a été mis en évidence dans 

des expérimentations en cycle unique ou multiples cycles d’infection. En effet Mut101 inhibe 

l’intégration du VIH-1 mais son activité la plus efficace est observée sur les étapes tardives 

de la réplication. L’ensemble de ces résultats confirme que le composé Mut101 fait partie de 

la classe des INLAIs, inhibiteurs allostériques de l’interaction IN-LEDGF. 

Un modèle du mécanisme d’action de ces INLAIs est également proposé. La protéine 

LEDGF naturellement présente dans le noyau agit comme un compétiteur avec les INLAIs 

pour la fixation sur l’IN diminuant ainsi leur efficacité sur les étapes précoces. Au contraire 

lors des étapes tardives, LEDGF est absent dans le cytoplasme et les INLAIs, sans pression 

de compétition, sont donc plus efficaces pour induire la production de virions défectueux en 

infectivité. 

Ma contribution dans cette publication est la réalisation des PCR quantitatives présentées 

dans la figure 5.  
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Abstract 

Background: LEDGF/p75 (LEDGF) is the main cellular cofactor of HIV-1 integrase (IN). It acts as a tethering factor for 
IN, and targets the integration of HIV in actively transcribed gene regions of chromatin. A recently developed class 
of INallosteric inhibitorscaninhibit theLEDGF-IN interaction.

Results: WedescribeanewseriesofIN-LEDGFallostericinhibitors,themostactiveofwhichisMut101.Wedetermined 
thecrystalstructureofMut101incomplexwithINandshowedthat thecompoundbindstotheLEDGF-binding 
pocket,promotingconformationalchangesof INwhichexplainat theatomiclevel theallostericeffectof theIN/LEDGF 
interactioninhibitoronINfunctions.Invitro,Mut101inhibitedbothIN-LEDGFinteractionandINstrandtransferactivity 
while enhancing IN-IN interaction. Time ofaddition experiments indicated that Mut101 behaved as an integration 
inhibitor. Mut101 was fully active on HIV-1 mutants resistant to INSTIs and other classes of anti-HIV drugs, indicative that 
thiscompoundhas anewmodeofaction.However,we found that Mut101alsodisplayedamorepotentantiretroviral 
activity at a post-integration step. Infectivity of viral particles produced in presence of Mut101 was severely decreased. 
This lattereffectalsorequiredthebindingofthecompoundtotheLEDGF-bindingpocket.

Conclusion: Mut101hasdualanti-HIV-1activity,at integrationandpost-integrationstepsoftheviral replicationcycle, 
by binding toa unique target on IN(the LEDGF-binding pocket).The post-integration block ofHIV-1 replication in 
virus-producercells is themechanismbywhichMut101ismostactiveasanantiretroviral.Toexplainthisdifference 
betweenMut101antiretroviral activityat integrationand post-integrationstages,wepropose the followingmodel: 
LEDGFisanuclear,chromatin-boundprotein that isabsent in thecytoplasm.Therefore,LEDGFcanoutcompete 
compound binding to IN in the nucleus of target cells lowering its antiretroviral activity at integration, but not in the 
cytoplasm where post-integration production of infectious viral particles takes place.

Keywords: HIV, Integrase, LEDGF, Antiretroviral activity, Drug discovery, Allosteric inhibition, Protein-protein interaction 
inhibitor, Integrase inhibitor,Co-crystallization
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Background 
Raltegravir (Merck) and Elvitegravir (Gilead) were intro- 

duced in 2007 and 2012 respectively, as the first gener- 

ation of integrase strand transfer inhibitors (INSTIs) and 

confirmed integrase (IN) as a clinically validated viral 

target for antiretroviral (ARV) therapy [1]. The mode of 

INSTI action was elucidated in complex with a retroviral 

IN for which the entire 3D structure was defined [2]. 

However, resistance to INSTIs has emerged in patients 

[3,4]. A second generation of INSTIs, less sensitive to drug- 

resistance mutations, has been approved (Dolutegravir 

(DTG) from GSK-Shionogi-ViiV). DTG belongs to the 

same class of compounds and remains sensitive to the 

strongest INSTI resistance mutations [5,6]. This highlights 

the need for integration inhibitors with completely 

different mechanism of action. 

LEDGF/p75 (LEDGF), the main cellular cofactor of IN 

[7-9] is of great interest for the development of a novel 

generation of integration inhibitors. LEDGF interacts 

with IN through its C-terminal integrase binding domain 

(IBD). HIV-1 IN catalytic core (IN-CCD) and N-terminal 

domains are involved in the interaction with LEDGF 

[7-12]. LEDGF is crucial for integration and replication of 

HIV [13] although minor residual replication (~10%) was 

seen in LEDGF-depleted cells [14]. LEDGF functions as a 

tethering factor for IN, targeting the integration of HIV 

in actively transcribed gene regions of chromatin [15]. 

LEDGF binds to the interface of an IN dimer and 

promotes IN tetramerization which results in the func- 

tional form of IN required for concerted integration 

[16]. The elucidation of the 3D structure of the IN- 

LEDGF interfaces [11,12], together with the mapping of 

the critical residues involved [11,17] suggested the 

“druggability” of this target. The results defined a new 

IN pharmacophore which is different from the catalytic 

site targeted by existing INSTIs. A rational screening 

of the 3D structure by Zeger Debyser and colleagues 

resulted in the discovery of 2-(quinolin-3-yl) acetic acid 

derivatives (termed “LEDGINs”) as inhibitors of IN- 

LEDGF interactions [18]. Tert-butoxy-(4-phenyl-quino- 

lin-3yl)-acetic acids (tBPQAs), analogues with closely 

related structures, have been identified by screening for 

inhibition of IN 3’ processing activity [19-22]. These 

tBPQAs are also efficient IN-LEDGF inhibitors. Several 

analogs to this family of molecules have since had patents 

submitted and published [23-34]. 

Several inhibitory activities of LEDGINs and tBPQAs 

have been reported so far. These include the inhibition 

of IN-LEDGF interaction, the inhibition of IN strand 

transfer and 3 processing activities (independent of 

LEDGF), change in IN oligomerization toward sta- 

bilization of IN dimers and inhibition of the formation 

of the stable IN-viral DNA synaptic complex (SSC) 

[18,35-38]. These compounds are considered as allosteric 

 
inhibitors of IN that are able to block HIV integration 

[18,35-40] and are also referred to as ALLINIs [37,40]. 

These compounds remain fully active on IN mutants that 

are resistant to INSTIs and are therefore a promising 

new class of IN inhibitors. An inhibitory effect of LED- 

GINs on the infectivity of progeny virions has been 

reported lately [35,41-45]. The multiple activities of 

these compounds raise questions regarding the unicity 

or multiplicity of their mechanism of action. Here, we 

explore what mode of action could explain the multiple 

activities of these inhibitors. We investigate the respective 

contribution of these different activities to the overall 

ARV activity of these compounds using a new series of 

IN-LEDGF inhibitors from the LEDGIN and tBPQA 

family of compounds. 

 

Results 
Development of IN-LEDGF allosteric inhibitors 

New IN-LEDGF allosteric inhibitors (INLAIs) of the aryl 

or heteroaryl-tertbutoxy-acetic acid family were designed. 

The structure and activities of 7 of these compounds are 

shown on Table 1. These compounds efficiently inhibited 

IN-CCD/LEDGF-IBD interaction as well as the interaction 

between IN and full length LEDGF proteins in homo- 

geneous time-resolved fluorescence (HTRF) assays 

(Figure 1A and C). MT4 cells were infected with 

HxB2 HIV-1 and a subset of 51 compounds showed a 

good correlation between their ARV activity and their 

ability to inhibit IN-CCD/LEDGF-IBD or IN-LEDGF 

interactions (Figures 1B and D). The most active 

compound for IN-LEDGF inhibition, Mut101, also 

had the highest ARV activity (an EC50 value of 92 nM 

against HxB2 infection, CC50 for cytotoxicity was 

undetectable at over 50 M (Table 1)). LEDGF was 

able to compete with these inhibitors, increasing the 

IC50 of Mut101 on IN-LEDGF interaction inhibition 

from 0.097 to 0.68 M (Figure 1E-F). Mut101 and 

several of these inhibitors were co-crystallized with the 

IN-CCD dimer, showing that their binding pocket on 

IN corresponds to the LEDGF-binding site (Figure 2A). 

Data collection and refinement statistics are given on 

Additional file 1: Table S1. Two Mut101 molecules bound 

to the IN-CCD dimer (Additional file 1: Figure S1A). 

The ligand was found to be in a pocket surrounded by 

hydrophobic residues on one side, an acidic region on 

the other side and basic residues at the bottom of the 

pocket (Additional file 1: Figure S1B). Three hydrogen 

bonds link the carboxylic acid group of Mut101 and 

the protein (Figure 2A), one with the hydroxyl group of 

the side chain of Thr 174, and two with the amino group 

of the main chain of His 171 and Glu 170. In addition 

Mut101 was found to interact with two water molecules 

(Additional file 1: Figure S1C). The IN-CCD structures 

with and without Mut101 were superimposed. We found 
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Table 1 Structure and activity of IN-LEDGF inhibitors designed in this study 

Biochemical assays MT4 assays 

Compound Structure 
MW

 (g/mol) CCD-IBD IN-LEDGF IN ST IC50  NL4-3 HxB2   

IC50  IC50  plateau (%) EC50  EC50  
CC50  ( 

 

 

 

 
Mut029* 391 1.7 2.5 NT 3.8 3.8 >50

Mut047* 390 3.8 7.9 0.88
70%

16 19 >50

Mut049 355 18 3.5 0.18
56%

2.0 0.75 >50

Mut062* 394 2.7 3.1 0.54
73%

3.3 1.3 >50

O 

Mut063 O 433 >100 >100 >100 ND >50 NT >50
OH 

O 

O 

Mut075 353 14 4.0 NT 3.4 1.0 >50

Mut101* 410 0.23 0.20 0.17
66%

0.54 0.092 >50

Structure, molecular weight,  and activities of compounds. NT = not tested. *compounds that  have been co-crystallized  with IN-CCD;  IC50 = concentration required    

to inhibit CCD-IBD interaction, IN-LEDGF interaction or IN strand transfer activity by 50%; EC50 = concentration required to inhibit HIV-1 infection of MT4 cells by 50%; 

CC50 = concentration required to inhibit MT4 cell viability by  50%. 
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Figure 1 Inhibition of IN-LEDGF interaction, correlation with ARV activity and LEDGF competition for IN binding. (A) IN-CCD/LEDGF-IBD 
interaction inhibition dose–response curves of the compounds listed in Table 1. Data represent the means of six independent experiments with 
standard deviations shown as error bars. (B) Log-log correlation plot between IC50 of CCD-IBD interaction inhibition and EC50 of ARV activity for 
MT4 cells infected by HxB2 HIV-1. A subset of 51 Mut101 series compounds was studied (R2=0.77). (C) IN-LEDGF/p75 interaction inhibition 
dose–response curves. Data represent the means of three independent experiments with standard deviations shown as error bars. (D) Log-log 
correlation plot between IC50 of IN-LEDGF/p75 interaction inhibition and EC50 of ARV activity as in (B) (R2=0.88). (E) IN-LEDGF/p75 interaction 
inhibitiondose–responsecurves forMut101 at various LEDGF/p75 competing concentrations ranging from 7.5nM to480 nM. Data represent the 
meansof two independentexperimentsdone inquadruplicatewithstandarddeviationsshownaserrorbars. (F) Correlationplotbetween 
LEDGF/p75 concentration and IC50 of Mut101 IN-LEDGF interaction (R2 = 0.94).

structural differences that appear in two regions (Figure 2B), 

which contrasts with previously reported IN-CCD/LED- 

GIN or tBPQA co-structures where no differences were 

found [18,36,37]. The first region of structure difference 

encompasses alpha helices 115–122 and 123–134 as 

well as the alpha helix 92–98. Surprisingly, a strong 

displacement of the loop encompassing residues Ile 89, 

Pro 90 and Ala 91 was found to affect the two monomers 

(Figures 2C). The same differences have been observed 

with the IN-CCD/LEDGF-IBD structure [11]. The second 

region of difference is in the Mut101 binding pocket 

where the side chains of Gln 95 and Glu 170 are displaced 

(Figure 2D). These long range structural changes are 

affecting the IN catalytic site, see movie in supplementary 

(Additional file 2, the catalytic site is at the position of the 

magnesium ion shown as a green sphere), which explains 

the decrease in the 3 processing activity in the Mut101 

bound form of IN. Upon ligand binding, conformational 

changes in the dimerization interface lead to stronger 

interactions, stabilizing the IN dimer. For example, the 

side chains of Gln 96 and Lys 173 are interacting in the 

 

presence of Mut101 as shown in Figure 2E-F and in the 

supplementary movie (Additional file 2). These interactions 

strongly stabilize the IN dimeric form and explain the 

multimerization effect with the binding of Mut101. 

Moreover, the structural changes at the IN surface upon 

Mut101 binding most probably affect IN interaction with 

protein cofactors and DNA. Altogether these results 

confirm and explain at the atomic level the allosteric 

effect of the IN/LEDGF interaction inhibitor. 

 
Effect of IN-LEDGF inhibitors on IN strand transfer and 3’
processing activities is independent of LEDGF 

We found that these compounds inhibited the IN strand 

transfer activity as quantitated by ELISA assay (Figure 3A), 

in agreement with previously reported data, with IC50 

values in a similar range to those found for inhibition 

of the IN-LEDGF interaction (Table 1). Activity in the 

concentration range studied (up to 100 M) was always 

partial (reaching a plateau at 56-73% inhibition), which 

contrasts the full inhibition obtained using Raltegravir. 

In contrast with data reported by Christ et al. [35], 
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modification of the order of addition of compounds, 

before or after DNA in this strand transfer assay, did 

not result in full inhibition (data not shown). This partial 

and weaker inhibition than that of INSTIs, was confirmed 

using a typical assay with radioactive oligonucleotide and 

gel analysis of the strand transfer products (Figure 3E-F). 

Mut101 and Raltegravir had an additive inhibitory effect 

on IN strand transfer activity: there was no significant 

change in the IC50 value of Raltegravir in the presence of a 

saturating concentration of Mut101 (52 nM vs. 58 nM 

when both present; Student s t-test: p = 0.48; Figure 3B). 

This IN strand transfer inhibition was found regardless 

of whether or not the donor DNA was preprocessed 

[36]. Inhibition of IN 3 processing activity was reported 

for some INLAIs [37]. We found that increasing con- 

centrations of Mut101 or BI-D lead to a slight decrease 

in the 3 processing efficiency (with a maximum of 25-30% 

inhibition, Figure 3C-D), but their inhibition of the IN 

strand transfer reaction was more important. (Figure 3E-F). 

 
IN-LEDGF  inhibitors  enhance  the  IN-IN interaction 

We evaluated the ability of IN-LEDGF inhibitors to 

promote modifications in the interaction between  IN 

subunits as these inhibitors act at the IN dimer inter- 

face. We designed an HTRF-based assay to monitor the 

interaction between His6-IN/Flag-IN subunits. In the 

presence of compound concentrations the HTRF signal 

corresponding to the His6-IN/Flag-IN interaction was 

more than twice as strong as the signal obtained in the 

absence of compound (Figure 4A). The concentration 

required to activate the IN-IN interaction by 50% (AC50) 

closely correlated with the inhibition of the IN-LEDGF 

interaction and the antiretroviral activity EC50 (Figure 4B). 

Raltegravir had no effect on either the IN-LEDGF 

interaction or IN-IN interaction (data not shown). 

These results are in agreement with previously reported 

observations on the effect of some LEDGINs and tBPQAs 

on IN-IN interactions [35-37]. In order to determine if 

this enhancement of IN-IN interaction corresponds to 

a change toward higher IN oligomerization state, we 

performed size exclusion chromatography of IN that 

has been or not preincubated with Mut101 or with the 

related compound BI-D. As shown in Figure 4C-D and 

on Additional file 1: Table S2 for the elution volumes 

of the different peaks, while IN wt in the absence of 

INLAIs behaves as an IN dimer (blue peaks),  pre- 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 2 Structure of Mut101 bound to IN-CCD. (A) Zoomed view highlighting the hydrogen bonds between Mut101 (in green) and the
IN-CCD dimer (in gold and blue). (B) Superimposition of the IN-CCD structures solved with (gold) and without (blue) Mut101. Two regions show 
significantdifferencesandarehighlightedbyawhiterectangle. (C-D) Enlargementof thetworegionsCandDshowingtheconformational 
changesuponligandbinding. (E-F) SolventaccessiblesurfacecoloringofINmonomers inredandgold, inabsence (E) andinpresence(F) of 
MUT101. Nitrogen atoms are in blue, oxygen in red and sulfur in yellow. Mut101 is represented in cyan. The position of K173 and E96 are shown 
oneachmonomer. ThefigurewasmadeusingPyMOL[73].
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Figure 3 Effect of INLAIs on IN catalytic activities. (A-B) IN strand transfer inhibition in ELISA assay: (A) The IN strand transfer inhibition of 
compounds listed in Table 1 is compared to inhibition with Raltegravir (RAL). Data represent the means of three independent experiments with 
standarddeviationsshownaserrorbars. (B) AdditiveeffectofMut101andRaltegravironINstrandtransfer inhibition.Comparisonofdose–response 
curvesofRaltegraviraloneandRaltegravir in thepresenceof10 MMut101.Meanof triplicatewithstandarddeviation.Dotted lines highlight the IC50 

of Raltegravir in both conditions (difference not significant, Student’s t-test p = 0.48). (C-D) IN 3 processing inhibition by Mut101 and BI-D assayed 

using standard radioactive assay: increasing concentration of Dolutegravir (DTG, from 3.3 to 100 nM), BI-D or Mut101 (from 0.01 to 100 M) were 
used.Therelativecleavageefficiency is reportedforBI-DandMut101 (D),andcorrespondstotheratiobetweentheproduct (19bp)and thesubstrate 
(21 bp) converted to % inhibition. DTG resulted in 16% inhibition at 100 nM. (E-F) IN Strand transfer inhibition activity of Mut101 and BI-D 

assayed using standard radioactive assay: increasing concentration of DTG (from 0.3 to 10 nM), BI-D or Mut101 (from 0.01 to 100 M) were used.
The relative strand transfer efficiency is reported for BI-D and Mut101 (F), and corresponds to the ratio between the strand transfer products 
depictedontheautoradiographyandthesubstrate(19bp),convertedto%inhibition.DTGhasanIC50of2.7nM.

incubation with Mut101 or BI-D results in higher IN 

oligomerization state (red peaks), that likely corresponds 

to a partial formation of IN tetramer. Raltegravir had no 

effect (data not shown). In contrast with some LEDGINs 

previously described [18], Mut101 and BI-D conserved full 

ARV activity on the HIV-1 mutant IN A128T and full 

in vitro activity on the IN NL4-3 A128T protein mutant. 

So, we performed similar experiments with this IN A128T 

protein. As shown in Figure 4E-F and on Additional file 1: 

Table S2, the higher IN oligomerization state promoted by 

binding of Mut101 or BI-D to the LEDGF binding pocket, 

corresponds clearly to a shift from IN dimer (blue peaks) 

toward IN tetramer (red peaks). This slight difference 

between the results obtained with IN wt and the IN 

A128T mutant is likely due to a more soluble behavior 

of the IN A128T mutant protein compared to IN wt. In 

both experiments we did not observe the formation of 

IN aggregates of very high molecular weight, except for 

a very minor peak (peak 7) after incubation of IN A128T 

with Mut101, which elution volume (see Additional file 1: 

Table S2) could correspond to the formation of such 

aggregates. However, we cannot exclude that insoluble 

aggregates are formed but do not enter the gel filtration 

matrix. 

Altogether, wee confirmed that, in addition to their 

ability to inhibit IN-LEDGF, IN-LEDGF inhibitors are 

allosteric inhibitors of IN and promote IN confor- 

mational change by binding to the LEDGF-binding 
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pocket and mimicking the effect of LEDGF binding 

to IN [16,46]. 

Mut101 behaves as an inhibitor of integration in 

time-of-addition  experiments 

We performed a time-of-addition experiment (TOA) to 

identify the HIV-1 replication cycle step that is blocked 

by Mut101. We used Mut101 at a saturating concentration 

(25 M) and single-cycle infection kinetics with VSV-G- 

pseudotyped env HIV-1 NL4-3 expressing luciferase as a 

measure of infection. The kinetics of decreased activity 

after Mut101 addition were very similar to that observed 

with Raltegravir, but different to those of Nevirapine, 

suggesting that Mut101 at saturating concentration be- 

haved as an inhibitor of integration (Figure 5A). This is 

in full agreement with data reported previously on 

LEDGINs and tBPQAs [18,36]. The replication cycle 

analysis by quantitative PCR confirmed that Mut101 

inhibited the integration of the proviral DNA (Figure 5C) 

but not the production of proviral DNA at reverse 

transcription (Figure 5B). 

Mut101 remains fully active against HIV-1 mutants that 

are resistant to INSTIs and other anti-HIV drugs 

Mut101 was tested against a panel of virus mutants 

harboring, in an NL4-3 background, some of the strongest 

resistant mutations to INSTIs and other classes of ARV 

drugs used in clinics [47]. These mutants are listed on 

Table 2. The activity of Mut101 and reference compounds 

was quantified by the fold change (FC) ratio between EC50 

on resistant virus and EC50 with the wild type (wt) – a 

measure of compound efficacy on resistant mutant virus. 

Mut101 had an FC ratio of 1 or lower against all resistant 

viruses contrasting the results with reference compounds 

(Table 3). This demonstrates that Mut101, as IN-LEDGF 

inhibitor, is a candidate for a novel class of drugs that can 

act on viruses resistant to those currently used in clinics, 

including INSTIs. 

 
Unlike INSTIs, the Mut101 series of compounds are more 

potent when assayed with replicative HIV-1 than with 

non-replicative pseudotyped virus 

The ARV activity of a drug can be assessed using different 

assays. Multiple round infection using a replication- 

A C D

B E F

Figure 4 Effect of INLAIs on the oligomeric state of IN. (A-B) IN-IN HTRF interaction: (A) IN-IN interaction activation dose–response curves.
Datarepresentthemeansofthreeindependentexperimentsdoneinduplicatewithstandarddeviationsshownaserrorbars.(B) Correlation 
betweenAC50ofIN-INinteractionandEC50ofARVactivityonMT4cellsinfectedwithHxB2HIV-1(R2=0.78).Thisstudyused21ofthesetof51
compounds. AC50=concentration required to activate IN-IN interactionby 50% of themaximumeffect. (C-F) Size exclusion chromatography 

of IN: Bindingof INLAIsBI-DorMut101, to INNL4-3wt (C-D) or INNL4-3A128T (E-F), promotes ashift toward higher INoligomericstate, 
independently of LEDGF. Blue peaks: elution of IN wt and IN A128T in the absence of compound. Red peaks: elution of IN wt and IN A128T in
thepresenceofBI-D(C, E) orMut101(D, F).Theelutionvolumeandidentificationofeachpeak(numbered1to7)areindicatedinsupplementary 
table S2.
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competent virus reveals the global ARV activity of a 

drug, but cannot give an indication as to which step of 

the viral replication cycle is blocked. All classes of 

drugs are found fully active in multiple round infection 

assays. In contrast, in single-round infection, replication- 

defective env viruses pseudotyped with an exogenous 

envelope (VSV-G) can complete viral replication only up 

to integration. This enables drugs like RT or IN inhibitors 

(fully active because they act early during the replication 

cycle, before or at integration) to be distinguished from 

drugs such as protease inhibitors that act late after inte- 

gration (inactive in the single cycle assay) (see Table 4). 

Drugs that act early during reverse transcription 

(such as AZT and Nevirapine), or at integration (such 

as Raltegravir) showed ARV activity that is similar or 

slightly better in single-round (SR) infection assays than in 

multiple round (MR) infection assays (an EC50 SR/EC50 

MR ratio of 1 or lower; Table 4). IN-LEDGF inhibitors, 

as allosteric inhibitors of HIV-1 integrase, were expected 

to behave similarly to Raltegravir with a SR/MR ratio 

close to 1. Intriguingly this was not the case. In contrast, 

Mut101 and the other compounds of this study were 

much more potent in MR than in SR infection assay 

with EC50 SR/EC50 MR ratios always much higher 

than 1 and up to 18 for Mut101 (Table 4). Mut101 and 

the other IN-LEDGF inhibitors also differ from protease 

inhibitors (PIs) since PIs are active only in MR and 

completely inactive in SR assays. The Mut101 series of 

IN-LEDGF inhibitors have an unprecedented  mixed 

profile with moderate ARV activity in SR and more 

potent activity in MR infection assays. The two dose–
response curves of Mut101 ARV showed that there 

was no or minimal activity detectable in the SR assay 

at the concentration resulting in maximum MR activity 

(Figure 6A). This suggests that the contribution of inte- 

gration inhibition (estimated by SR assay) to Mut101 

overall ARV activity is minimal at this concentration. 

This contribution becomes significant only at much 

higher concentrations, such as those used for TOA 

experiments. Previous infection experiments studying 

LEDGINs and tBPQAs ARV activity were performed 

mostly in MR assay. We analyzed the behavior of a 

tBPQA, racemic BI-D [48] (structure shown in Additional 

file 1: Figure S2), to determine if the behavior of the 

Mut101 compound series is shared by other LEDGINs 

and tBPQAs. We found a similar discrepancy between 

high EC50 in SR (2.4 M) and much lower EC50 (0.17 M) 

in MR assay. 

Mut101 also promotes a post-integration block producing 

defective HIV-1 progeny virions 

The discrepancy between potent ARV activity in MR 

assays and moderate activity in SR assays, distinguishes 

Mut101 from INSTIs that specifically block HIV integra- 

tion. One explanation could be that Mut101 treatment 

results in a second ARV activity at a late stage of the 

replication cycle, post-integration. We used the HeLa-LAV 

system in which the HeLa cell line has been transduced by 
 

Table 2 Resistant viruses used in this study  

Resistance mutations to Gene Mutations 

Protease inhibitor (PI) Protease L10R, M46I, L63P, V82T, I84V

Nucleoside RT inhibitor (NRTI) RT M41L, D67N, T69N, K70R, T215F, K219E

Non-nucleoside RT inhibitor (NNRTI) RT K103N, Y181C

Nucleoside and non-nucleoside RT inhibitor  (Multi-drug) RT M41L, D67N, K103N, M184V, L210W, T215Y

Integrase strand transfer inhibitor (INSTI) Integrase G140S, Q148H

Mutant viruses used in this study that are resistant to PIs, NRTIs, Multi-drugs (NRTI + NNRTI), NNRTIs or INSTIs. 

A B C

Figure 5 Time of addition experiment and qPCR analysis. (A) Time-of-addition (TOA) experiment insingle-round infection assay of MT4cells
infected with VSV-G-pseudotyped HIV-1 -Luc NL4-3. Each compound (Mut101, Nevirapine (NVP) or Raltegravir (RAL)) was added at the indicated 
times post-infection. Infection was measured by luciferase assays. Relative inhibition (%) was determined by comparison with the control. qPCR analysis 
of (B) theformationofproviralDNAatreversetranscription,and(C) theintegrationoftheproviralDNAinthehostcellgenomeaftercompound 
treatment as indicated. NI: not infected. Data represent the means of quadruplicates with standard deviations shown as error bars.
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Table 3 EC50 fold-changes on resistant viruses 
 

 

Compound   EC50  EC50  fold change 
 

 NL4-3 WT PI NRTIs Multi-drug* NNRTIs INSTIs 

RAL 0.007 1 1 0.5 1 374

EVG 0.003 1 0.3 0.3 1 2036

AZT 0.14 1 88 10 0.1 0.4

NVP 0.16 1 3 14 287 1

IDV 0.032 9 1 1 1 1

Mut101 0.47 1 1 1 1 1 

EC50 fold change (FC) of Mut101, Raltegravir (RAL), Elvitegravir (EVG), Nevirapine 

(NVP), Zidovudine (AZT) and Indinavir (IDV) (ratio of the EC50 on resistant viruses 

to the EC50 on the wt virus). Data represent the mean of two independent 

experiments. * contains resistance mutations against NRTIs and NNRTIs. 

 

HIV-1 LAV virus [49] to test this hypothesis. HIV-1 LAV 

is constitutively integrated in this cell line and HeLa-LAV 

cells produce HIV-1 LAV virions that cannot reinfect 

the cells as they do not express CD4 on their surface. 

Only drugs that could block virus production at the 

post-integration step of the HIV-1 replication cycle are 

expected to be active in this cell line. We treated HeLa- 

LAV cells with Mut101, Raltegravir, Saquinavir (SQV) 

or DMSO (as a negative control). The infectivity of viruses 

produced in the presence of these compounds was tested 

in TZM indicator cells expressing luciferase and by 

infection of MT4 cells. The design of this experiment is 

schematized in Figure 6B. The amount of p24 produced 

with virus treated by Mut101 was comparable to viruses 

treated with Raltegravir, DMSO or Mut063 an inactive 

analogue of Mut101 (Figure 6C). In contrast, luciferase 

assay in TZM cells showed that Mut101 and  SQV 

 
Table 4 Antiviral activities in single-round and 
multiple-round infection assays 

 

 

Drug NL4-3 EC50  SR/MR 
 

 Single-round Multiple-round ratio 

EFV 0.0012 ± 0.0004 0.0013 ± 0.0002 0.9

RAL 0.0025 ± 0.0003 0.0024 ± 0.0006 1

EVG 0.00042 ± 0.00005 0.00086 ± 0.0004 0.5

NVP 0.041 ± 0.008 0.086 ± 0.012 0.5

AZT 0.0025 ± 0.0003 0.0024 ± 0.0006 0.6

IDV Inactive 0.036 NA

SQV Inactive 0.013 NA

Mut029 30 ± 4 3.8 ± 1.6 8

Mut047 37 ± 2 16 ± 7 2.3

Mut049 41 ± 2 2.0 ± 0.1 21

Mut062 30% @50 3.3 ± 1.5 >25

Mut075 23% @50 3.4 ± 1.0 >25

Mut101 9.0 ± 1.5 0.49 ± 0.04 18

EC50 for the ARV activity of Mut101 compound series (tested in SR and MR 

assays) and the SR/MR ratio compared to the indicated drugs. Data represent 

the mean of six independent    experiments. 

 

treatments resulted in strong virus infectivity defects; 

viruses produced in the presence of Raltegravir, DMSO 

or Mut063 had no infectivity defect (Figure 6D). These 

results were confirmed by determining the cytopathic 

effect of infected MT4 cells using a CellTiter-Glo® assay 

(Figure 6E). The infectivity defect was not due to a 

residual concentration of Mut101 used during virus 

production since the virus stock was diluted 2000 

times, to an inefficient concentration much below its 

EC50. We can also rule out a virucidal effect of Mut101 

on virus particles released in the supernatant as Mut101 

was unable to inactivate free virus once released in the 

supernatant of producing cells. Altogether, these results 

are strongly in favor of a defect provoked at a post- 

integration step by Mut101 treatment. This defect is 

additional to the block at integration detected above by 

the TOA experiment. Western blot using anti-p24 anti- 

body did not detect any perturbation of Gag maturation 

and CA p24 content in defective virions or in Mut101- 

treated HeLa-LAV cell lysates (data not shown). 

 
A post-integration defect promoted by Mut101 treatment 

requires Mut101 binding to the  LEDGF-binding  pocket  of  IN  

The post-integration block promoted by Mut101 cannot 

be explained by impaired IN-LEDGF interaction or the 

inhibition of IN catalytic activity. It could be suggested 

that such a post-integration defect might be related to 

an unknown Mut101 target, in addition to IN. We 

generated an NL4-3 HIV-1 virus bearing the T174I 

mutation in the LEDGF-binding pocket of IN to rule 

out this hypothesis. We (E. Le Rouzic unpublished results) 

and others [36] have selected the T174I mutation for 

resistance to IN-LEDGF inhibitors: Mut101 had an 

EC50 > 50 M on this mutant compared to an EC50 = 

0.49 M on NL4-3 wt. We used Surface Plasmon Reson- 

ance (SPR) to confirm that Mut101 was less able to 

bind to the mutated IN-CCD T174I than to IN-CCD 

wt. Mut101 bound to IN-CCD wt with high affinity 

(Kd = 0.12 M) in a similar range to the IC50 or AC50 

found in HTRF assays for inhibition of the IN-LEDGF 

interaction or enhancement of the IN-IN interaction, 

respectively (Figure 7A). Mut101 had no significant 

binding to the mutated IN-CCD T174I (Figure 7B). 

HIV-1 NL4-3 wt and the NL4-3 IN T174I mutant virus 

were produced by HEK293T cell transfection in the 

presence of Mut101, SQV, Raltegravir, Mut063 or DMSO. 

Virions were harvested and used to infect MT4 cells 

(as schematized in Figure 7C); their infectivity was 

tested using a cytopathic CellTiter-Glo® assay. As shown 

in Figure 7D, NL4-3 wt virus (blue bars) produced in the 

presence of Mut101 was inactivated and the viability of 

MT4 cells infected by this virus was preserved. In contrast, 

the mutant virus T174I (red bars) was insensitive to 

Mut101 treatment and MT4 cells were fully infected and 
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their viability abrogated. Both wt and T174I viruses were 

sensitive to and inactivated by SQV treatment. Raltegravir 

treatment during virus production had no effect on either 

virus; these retained full infectivity which was comparable 

to that observed after DMSO or Mut063 treatment. 

These results demonstrate that integrase is indeed the 

unique target of Mut101 for its ARV activity, both at 

the integration and post-integration steps of the HIV-1 

replication cycle. 

Discussion 
IN-LEDGF allosteric inhibitors (INLAIs) are a new class 

of IN inhibitors whose binding site, the LEDGF-binding 

pocket, is different from the IN catalytic site targeted 

by INSTIs. In this study we described new IN-LEDGF 

inhibitors from the family of LEDGINs and TBPQAs. 

These compounds shared multiple activities with the pre- 

viously described compounds of this class. These include: 

inhibition of the IN-LEDGF interaction, weak inhibition of 

IN strand transfer activity (additive to that of Raltegravir) 

and even weaker inhibition of IN 3 processing activity, 

IN conformational change by increased IN-IN interaction 

that favors higher order oligomerization state of IN 

(independent of LEDGF, with AC50 similar to the IC50 

found for IN-LEDGF inhibition), and a dual mode of 

ARV activity at both integration and post-integration 

steps of viral replication. These results define the Mut101 

series of compounds like other IN-LEDGF inhibitors as 

bona fide allosteric inhibitors of IN functions. Since both 

catalytic activities of IN, 3 processing and strand transfer 

are dependent on the oligomeric state of IN [50], it is 

likely that the shift of IN dimer toward higher order 

oligomeric state of IN promoted by Mut101 or BI-D 

binding, is more detrimental to the strand transfer reac- 

tion rather than to the 3 processing activity of IN. 

Our co-crystallographic studies with Mut101 bound to 

IN-CCD allowed us to detect conformational changes 

resulting from compound binding in the binding site of 

inhibitors. The structural changes observed when Mut101 

is bound to IN confirm and explain the allosteric effect 

of the IN/LEDGF interaction inhibitor which acts at 

the post-integration steps. We evidenced a direct cor- 

relation between allosteric changes with atomic details 

and functional effect on IN upon Mut101 binding. Our 

experiments enabled us to address important questions 

regarding the unicity or multiplicity of the mechanism 

of action of these inhibitors, the respective contributions 

of these inhibitory activities to overall ARV activity, and 

the specific mode of action of these new ARV agents. 

A B

C D E

Figure 6 ARV activity in infection assays and effect on the infectivity of virions produced by HeLa-LAV cells. (A) Plot comparing the ARV
activityofMut101testedbyMRandSRinfectionassays(usingthesameconcentrationscale). (B) Diagramof theexperimentalsetupusedtostudy 
infectivity of virions produced by HeLa-LAV cells that were treated with Mut101, Raltegravir, SQV, Mut063 or DMSO at the indicated concentrations.
(C) Titrationofp24harvestedfromHeLa-LAVcellstreatedwiththeindicatedcompounds. (D) InfectivityofvirionsharvestedfromHeLa-LAVcells 
treatedwiththeindicatedcompoundsandtestedby infectionofTZMindicatorcellsandluciferaseassay. (E) Infectivityofvirionsharvestedfrom 
Hela-LAV cells treated with the indicated compounds and tested by infection of MT4 cells and cytopathic assay using CellTiter-Glo®.
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Blocking at integration can be explained by the inhibition 

of IN strand transfer and IN-LEDGF interaction, given the 

role of LEDGF in the tethering of IN to chromatin during 

the integration process of HIV-1. The post-integration 

block promoted by INLAIs is not in line with these 

activities. This raises the possibility that these compounds 

have another unrelated target in addition to the LEDGF- 

binding pocket of IN. We ruled out this hypothesis 

using a virus mutated in the LEDGF-binding pocket of 

IN (NL4-3 IN T174I, resistant to Mut101 ARV activity) 

and demonstrate that IN is indeed the target of this 

post-integration defect: the lack of Mut101 binding to 

the IN-CCD T174I correlated with the absence of effect 

of Mut101 on the production of the NL4-3 IN T174I 

mutated virus. We conclude that both theintegration 

and post-integration blocks promoted by INLAIs are 

related to the binding of these compounds to a unique 

target, the LEDGF-binding pocket of IN. This dual 

inhibitory activity, at two different steps of the HIV-1 

replication cycle through the same viral target, is 

unprecedented for all classes of ARV drugs. 

 

We investigated the respective contributions of the 

two mechanisms to the global ARV activity of these 

compounds. SR infection assays reflect the activity of 

an ARV compound during an early step of the HIV 

replication cycle (up to integration), and MR infection 

assays reflect global ARV activity. We showed that the 

post-integration inhibition of the HIV-1 replication 

cycle is the major mechanism contributing to global 

Mut101 ARV activity. There was no or minimal ARV 

activity detectable in SR infection assay at the same 

Mut101 concentration that achieved 100% inhibition 

of HIV-1 infection in the MR infection assay. A higher 

concentration of Mut101 was required to detect ARV 

activity in the SR assay since its EC50 in this format 

(9 M) was 18 times higher than its EC50 in MR infec- 

tion assay (0.49 M). TOA experiments used a Mut101 

concentration (25 M) that was high enough to permit 

100% of ARV activity in the SR infection assay. Our 

study demonstrates that Mut101 and the other INLAIs 

of this series are not acting mainly as inhibitors of 

HIV-1 integration. This is in contrast to early studies 

A B

C D

Figure 7 Binding to IN-CCD wt, T174I mutant, treatment during production of wt and T174I mutant viruses. (A) Binding kinetics of
Mut101 to IN-CCD wt. Serial dilutions of Mut101 (between 9.8 nM and 5 M) were injected on immobilized GST-Flag-CCD wt. (B) Binding kinetics 
of Mut101 to IN-CCD T174I. Serial dilutions of Mut101 (between 1.3 M and 5.0 M) were injected on immobilized GST-Flag-CCD T174I. (C) Diagram of 
theexperimentalsetup tostudy the infectivity ofNL4-3wtandINT174Ivirionsproducedafter transfectionof293Tcells.The indicatedcompounds 
wereaddedduringvirusproduction for48h.Supernatantsweretestedforvirusproductionbyp24assay,andforvirus infectivity. (D) Infectivityofwt 
NL4-3(bluebars)andINT174INL4-3mutant (redbars)virionsharvestedfrom293Ttransfectedcellsafter treatmentwith theindicatedcompounds 
and infection of MT4 cells by cytopathic assay usingCellTiter-Glo®.
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reported on LEDGINs, based on MR infection experiments 

performed at saturating inhibitor concentration, that 

suggested they act as integration inhibitors [18]. HIV-1 

integrase is the unique target of Mut101 for its ARV 

activity. However, the major action of Mut101 and 

other related INLAIs is as post-integration inhibitors 

producing defective infectious HIV-1 virions. 

Mut101 displays weak activity at early stage integration 

and potent activity at late stage production of defective 

virions. We then explored how a compound acting on 

a unique target (IN) and on a unique binding site (the 

LEDGF-binding pocket), displays such a difference 

between its potency on two ARV activities. The ARV 

activity of Mut101 series INLAIs and their inhibition 

of the IN-LEDGF interaction are clearly linked. There 

is a tight correlation between their action on IN-LEDGF 

interaction inhibition and their activity on IN-IN inter- 

action enhancement and IN conformational change. 

Further studies are required to resolve this issue. However, 

some clues are provided by Wang et al., who studied 

the ARV activity of a tBPQA compound (racemic BI-D) 

on wt and LEDGF KO mouse cells infected with a VSV- 

G-pseudotyped HIV-1 luciferase virus in SR infection 

experiments [40]. The EC50 of racemic BI-D ARV activity 

was between 2.4 M and 2.9 M when tested on wt cells 

but between 0.16 M and 0.20 M (15 to 18 times lower) 

on LEDGF KO cells, a result not significantly altered by 

HRP2 disruption. In contrast, the EC50 of Raltegravir 

was similar in each cell type. The authors suggest that 

LEDGF, present in wt cells but not in LEDGF KO cells, 

can compete with BI-D for binding to the LEDGF-binding 

pocket of IN. In the presence of a LEDGF competitor in 

wt cells, the concentrations of BI-D required to achieve 

similar ARV activity are higher than when LEDGF is 

absent in KO cells. Strikingly, we found that the EC50 

of BI-D ARV activity on MT4 human cells infected with 

HIV-1 NL4-3 was 2.4 M ± 0.5 in SR and 0.17 M± 0.03 

in MR infection assays. This is very similar to the result 

found by Wang et al. (Table 5), although they worked with 

mouse cells and we worked with human cells. The data 

strongly suggest that a mechanism similar to that observed 

by Wang et al. (LEDGF competition in SR assay and no 

competition by LEDGF in MR assay), could explain the 
 

Table 5 BI-D anti-retroviral activity EC50 
 

 

Human cells 

 

difference in ARV activity we found for INLAIs assayed in 

SR and MR infection assays. These data, and our in vitro 

data showing that LEDGF can compete with Mut101 for 

binding to IN, support the model illustrated in Figure 8 

concerning the considerable difference in the potency 

of INLAIs between their low ARV activity at integration 

and their much higher activity inhibiting the production 

of infectious particles at post-integration stages, although 

both activities are due to the occupation of the same 

binding site on IN. The inhibition of HIV-1 integration 

by INLAIs, measured in SR infection assays, is based 

on the impairment of the IN-LEDGF interaction and 

allosteric inhibition of IN. This takes place in the nucleus 

of HIV-1 target cells. In this cellular compartment LEDGF 

is abundant and can compete effectively with INLAIs for 

binding to IN, limiting ARV activity of these inhibitors at 

this stage. In contrast, the activity of INLAIs at the virus 

production stage, as measured in MR assays, takes place 

in the cytoplasm of virus-producer cells after integration. 

LEDGF, a chromatin-bound nuclear protein, is absent 

from this cellular compartment and cannot compete 

with INLAIs for binding to IN or to the Pol polyprotein 

containing IN [42]. INLAIs are able to target both the IN 

associated with incoming virions at the step of integration 

in target cells (in the nucleus, in the presence of compet- 

ing LEDGF) and the newly synthesized IN in producer 

cells (associated with progeny virions in the cytoplasm 

or at the plasma membrane, in the absence of LEDGF). 

This model suggests that the activity of a protein-protein 

interaction inhibitor (in this case, concerning the inter- 

action between a viral and a cellular protein) is governed 

not only by its intrinsic affinity for its target, but also by 

the cellular compartment in which it is acting. It is the 

presence or absence of the partner protein of the inhibitor 

target that could, by competitive binding, negatively affect 

the level of inhibitor activity. 

The activity of Mut101 and other INLAIs, at the step 

of integration, may be explained by impairment of IN- 

LEDGF interaction and their allosteric inhibitory effect 

on IN strand transfer catalytic activity. However, we 

need to understand what molecular mode of action of 

these compounds explains the post-integration block. 

Gag maturation and CA composition of defective virions 

produced in the presence of these compounds was normal 

[42,43] (E. Le Rouzic unpublished results), suggesting 

that there is no putative effect on maturation of the 

This study

Wang et al. study [40]

Single-round/MT4 Multiple-round/MT4 

2.4±0.5 M 0.17±0.03 M

Mouse cells 

LEDGF+/+WTcells LEDGF KO

cells 2.4 to2.9 M 0.16 to0.20 M

Gag precursor. We also know that Mut101 does not 

inhibit viral protease (D. Bonnard unpublished data). A 

post-integration stage defect could be related to IN 

conformational change resulting from compound binding 

to the LEDGF-binding pocket and IN-IN interaction 

enhancement ([42,43] and this study). We showed, for the 
A comparison of BI-D ARV activity (EC50) assayed in this study (using MT4 

human cells) and results reported by Wang et al. (using LEDGF WT and KO 

mouse cells). 

first time, that INLAIs promoted long range conform- 

ational change when they bind to IN-CCD, affecting 
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Figure 8 Model accounting for the discrepancy between the dual ARV activities of INLAIs at integration and  post-integration.  The full 
replication cycle of HIV is represented with steps occurring in target cells (1) separated from the steps occurring in virus-producing cells (2) by a
red line. (1) Inhibitory activity at integration and competition by LEDGF in HIV-1 target cells. LEDGF is present as a chromatin-bound protein in 
thenucleus but is absent in thecytoplasm. After infectionof targetcells, INassociatedwith theenteringvirus (inblue) is imported into the 
nucleusaspartof thepre-integrationcomplex(PIC).Mut101andINLAIs(yellowtriangles)canbindtoIN, inhibitingintegrationbyallosteric inhibition 
of INstrandtransferactivityandpreventingIN-LEDGFcomplexformation.Inthenucleusoftargetcells,LEDGFwillcompetewithMut101andINLAIs 
for binding to IN, thus lowering their apparent affinity for IN and counteracting their antiretroviral activity at the integration stage of the replication 
cycle. (2) After integration,progeny virions are assembled in the cytoplasm and at the plasmamembrane. INLAIs can bind to the Pol polyprotein 
precursor containing IN or to thematured IN, in theabsenceof competingLEDGF.Upon binding, these inhibitorspromoteconformationalmodification 
andenhancementof the IN-IN interaction resulting in IN inactivation (in red). Mut101and INLAIs activityat the post-integrationstage is stronger than 
theiractivityat integrationas there is nocompetitionwithLEDGFin thecytoplasmiccellularcompartment.

residues far away from the compound binding site. 

Such IN conformational change could negatively affect 

the formation of the stable synaptic complex (SSC) 

[37], or influence the currently undefined roles of IN 

during late stages in the HIV-1 replication cycle [51]. 

Interestingly, it was lately reported [42-45] that treatment 

by IN-LEDGF allosteric inhibitors during virus production 

resulted in a defect in virion morphology with eccentric 

electron-dense HIV core. Further work is required to 

answer these questions and defective viruses produced 

in the presence of Mut101 could be valuable tools for 

these studies. 

The LEDGF-binding pocket lies at the dimeric inter- 

face of IN, a region crucial for the formation of an active 

oligomerization state of IN required for its enzymatic 

activity and specificity [52-54]. INLAIs make contacts 

to both subunits of an IN dimer and promote IN con- 

formational change toward inactive oligomers. These 

inhibitors should therefore be considered as interfacial 

inhibitors that bind selectively to macromolecular ma- 

chine interfaces and often promote allosteric effects [55]. 

Interestingly, INSTIs that bind at the interface of the IN- 

DNA-Mg
2+ 

complex [2] are also considered as archetypal 
interfacial inhibitors [55].

 

Conclusion 
The dual mode of action of Mut101 compound series, at 

two different steps of the HIV replication cycle, is 

unique and unprecedented in all classes of ARV drugs. 

This could confer a great advantage to this class of ARV 

compounds from a therapeutic point of view, provided 

that clinically efficient concentrations can be reached to 

inhibit also virus replication at integration. The absence 

of antagonism between Mut101 compounds and INSTIs 

or the other classes of drugs currently on the market 

supports their potential for future ARV therapy. 

Several acronyms have been proposed for this class of 

compounds: LEDGIN [18], NCINI [36] and ALLINI 

[37] have been suggested to underline their mode of 

action either as LEDGF-IN inhibitors or as Allosteric 

IN inhibitors. We would like to propose the acronym 

of INLAI, standing for ‘IN-LEDGF Allosteric Inhibitor’. 
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This takes into account both the importance of their 

interference with LEDGF binding to IN and their powerful 

allosteric inhibitory activity on IN. Our acronym links 

both activities in the mode of action and highlights that 

the binding site of these compounds on IN is the 

LEDGF-binding pocket. 

 

Methods 
Compound synthesis 

Mut029, Mut047, Mut049, Mut062, Mut063,  Mut075, 

and Mut101 compounds were prepared as described in 

WO2012/140243A1, according to examples 20, 15, 2, 

17, 9, 18 and 26, respectively [33]. Details for compound 

synthesis are given in the Additional file 1. Racemic 

BI-D was prepared as described in WO2009/062285A1, 

according to example 41 [20]. 

 
Virology 

Reference compounds 

Control compounds such as Saquinavir (SQV), Indinavir 

(IDV), Nevirapine (NVP), Efavirenz (EFV) and AZT were 

obtained from the NIH AIDS Research and Reference 

Reagent Program. Raltegravir (RAL) and Elvitegravir 

(EVG) were purchased from Selleck Chemicals. 

 
Cell culture 

MT-4, TZM-bl and HeLa-LAV cells were obtained 

through the AIDS Research and Reference Reagent 

Program, Division of AIDS, NIAID, NIH. MT-4 cells 

were grown in RPMI 1640 supplemented with 10% 

heat-inactivated fetal calf serum and 100 IU/mL penicillin, 

and 100 g/mL streptomycin (Invitrogen) to obtain 

RPMI-complete medium. HeLa-LAV, TZM-bl and 293 T 

cells (ATCC, CRL-11268) were grown in DMEM supple- 

mented with 10% FCS and antibiotics. TZM-bl cells are a 

HeLa modified cell line containing separately integrated 

copies of the luciferase and -galactosidase genes under 

control of the HIV-1 promoter. 

 
Virus strains and recombinant HIV-1 molecular  clones 

HIV-1 NL4-3 and NL4-3 env-luc molecular clones were 

obtained from the NIH AIDS Research and Reference 

Reagent Program. The SpeI-SalI fragment from pNL4-3 

containing the full pol gene was cloned into the pUC18 

plasmid. In vitro mutagenesis was performed with the 

Pfu Turbo (Stratagene) and specific sets of primers to 

engineer the RT double mutant K103N/Y181C. The 

mutated fragment was validated by sequencing (Eurofins) 

and cloned back into pNL4-3 to generate a HIV-1 mutant 

molecular clone (used as a NNRTI-resistant virus). The 

molecular clone containing L10R/M46I/L63P/V82T/I84V 

mutations within the PR-coding region [56] was used 

as a PR-resistant virus (PI); the clone with M41L/ 

D67N/T69N/K70R/T215F/K219E within the RT-coding 

 
region [57] was used as a NRTI-resistant virus; the 

clone with M41L/D67N/K103N/M184V/L210W/T215Y 

within the RT-coding region [57] was used as a NRTI 

and NNRTI-resistant virus (Multi-drug in this study). 

PI, NRTIs and Multi-drug resistant clones were obtained 

through the AIDS Research and Reference Reagent Pro- 

gram. The molecular clone containing G140S/Q148H 

within the IN-coding region obtained from J-F Mouscadet 

[58] was used as the INSTI-resistant virus. 

 
Viral stock 

293 T (2.2 10
6 
cells) were transfected with 6 g pNL4–3 

proviral plasmids (wild-type or drug resistant) using 

X-tremeGENE 9 reagent (Roche). Cells were washed 

24 h later and cell supernatants were collected 48 h 

post-transfection and stored at 80°C. Single-round viral 

stocks were produced by co-transfecting pNL4-3 env with 

VSV-G envelope expression vector. Supernatants were 

collected 2 days after transfection. All viral stocks were 

quantified for p24 antigen using the Alliance HIV-1 

p24 Antigen ELISA (PerkinElmer) and titrated to measure 

the quantity of infectious particles per mL by infecting 

TZM-bl indicator cells. 

 
Antiviral assay in MT-4 cells 

MT-4 cells growing exponentially at the density of 10
6
/ 

mL were infected with HIV-1 strain NL4-3 at a MOI 

(multiplicity of infection) of 0.001 for 2 h. The cells were 

washed with PBS and aliquoted, using 100 L fresh 

complete RPMI, into 96-well white plates (Corning) in 

the presence of different concentrations of compounds. 

The effective concentration of compound required to 

inhibit 50% (EC50) of HIV-1 replication was determined 

after 5 days using the CellTiter-Glo® luminescent reagent 

(Promega) to quantify cell viability. 

 
Replication-defective-HIV assay 

MT-4 cells (growing exponentially at the density of 10
6
/mL) 

were infected with VSV-G-pseudotyped NL4-3 env-luc at 

a MOI of 0.0001 for 90 minutes. The cells were washed 

with PBS and aliquoted, using 100 L fresh complete 

RPMI, into 96-well white plates (Corning) in the presence 

of different concentrations of compounds. Luciferase 

expression was quantified after two days using the 

One-Glo™ luciferase assay (Promega). 

 
Cytotoxicity assays 

Growth inhibition was monitored in a proliferating human 

T-cell line (MT-4) with different concentrations of com- 

pounds. ATP levels were quantified using the CellTiter- 

Glo® luminescent reagent (Promega) to measure the ability 

of a compound to inhibit cell growth, an indication of 

the compound’s cytotoxicity. Cytotoxicity was evaluated 

at either day 2 or day 5. 
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Time-of-addition experiment 

MT-4 cells in a 96-well microtiter plate (10
5 

cells per 

well) were infected with pseudotyped HIV-1 NL4-3 

strain at a MOI of 0.001. Compounds were added to 

single-round infection assays at different time points 

after infection (0, 2, 3, 4, 5, 6, 8 and 24 h). RAL, NVP 

and Mut101 were added at 80 nM, 2 M and 25 M, 

respectively. This corresponded to between three and ten 

times their EC50 as determined by a drug susceptibility 

assay (CT-Glo). 

 
Quantification of viral cDNA by real-time  PCR 

Prior to infection, viral stocks were treated 1 h at 37°C 
with 100 U per mL of DNAseI (Roche Applied Science). 

MT4 cells (6x10
6
) were infected with virus at MOI = 

0.001. At 7 h, 24 h and 48 h post-infection, cells were 

harvested, washed twice in PBS and DNA was extracted 

using the QIAamp Blood DNA Minikit (Qiagen). Quan- 

tifications of viral DNA were performed by real-time 

PCR using the LightCycler 480 system (Roche Applied 

Science). Primers, probes, and PCR run conditions were 

described previously [59]. The copy number of HIV-1 

late reverse transcription product (LRT) was determined 

using standard curves obtained by amplification of cloned 

DNA containing the matched sequences. The copy 

number of integrated HIV-1 DNA was determined in 

reference to a standard curve generated by concomitant 

two-stage PCR amplification of a serial dilution of the 

standard HeLa HIVR7-Neo cell DNA [59]. Copy numbers 

of each viral form were normalized with the number of 

cells obtained by the quantification by PCR of the -globin 

gene according to the manufacturer instructions (Roche 

Applied Science). 

 
Molecular biology and biochemistry 

Constructions of epitope-tagged proteins 

The His6-LEDGF plasmid has been previously described 

[60]. The plasmid encoding GST-Flag-IBD/LEDGF was 

constructed by cloning the LEDGF DNA sequence 

(encoding residues 342 to 507) in fusion with the Flag 

epitope into pGEX-2 T (GE Healthcare). His6-IN plasmid 

corresponds to pINSD.His and has been previously 

described [61]. The IN A128T mutant was generated 

by site-directed mutagenesis from pINSD.His. The full 

length Flag-tagged integrase sequence from NL4-3 

was PCR amplified and cloned between the BamHI 

and XhoI restriction sites of a pGEX-6P1 vector (GE 

Healthcare) to generate the expression plasmid GST- 

Flag-IN. His-CCD and GST-Flag-CCD were obtained 

by cloning the integrase region (residues 50 to 202, 

encoding the catalytic core domain) from pINSD.His. 

Sol [62] into pET15b and pGEX-2 T-Flag, respectively. 

CCD contains the F185K mutation which greatly 

improves the solubility of the recombinant protein. 

 
The CCD T174I mutation was introduced into the 

His-CCD plasmid by site-directed mutagenesis. 

 
Purification of recombinant proteins 

Frozen cells pellets from one liter culture were resus- 

pended in 3.5 mL of integrase buffer (50 mM HEPES 

pH 7.5, 1 M NaCl, 7 mM CHAPS, 5 mM MgCl2, 2 mM 

-mercaptoethanol, 10% glycerol) (for full length inte- 

grase) or the same buffer in a two-fold water dilution 

(for integrase CCD), containing Complete™ protease 

inhibitor cocktail (Roche) and benzonase (Sigma). Cells 

were disrupted using 25 g - 30 g, 150–212 m glass 

beads (Sigma) and vortexed at 4°C for 10 min. Glass 

beads were washed three times with 15 mL extraction 

buffer and whole cell lysate was centrifuged at 109,000 g 

(Rmax) for 1 h at 4°C in a Beckman XL80K ultracentrifuge. 

His6-tagged IN wt or A128T, or His6-tagged IN-CCD 

lysate was loaded at 3 mL/min on a 5 mL His-Trap FF 

crude column (GE Healthcare) previously equilibrated with 

integrase buffer or CCD buffer, respectively, containing 

20 mM imidazole. Samples were washed until OD280nm 

returned to baseline and bound proteins were then eluted 

using a 20 to 500 mM imidazole gradient over 20 column 

volumes. Pooled fractions were concentrated to 2.5 mL 

using Amicon Ultra 15™ 10 K centrifugal filter devices 

(Millipore) at 4,000 g and 4°C. Concentrated protein 

was loaded on a Superdex 200 16/600 PG column (for 

full length IN) or a Superdex 75 16/600 PG column (for 

IN-CCD) (GE Healthcare), previously equilibrated with 

integrase buffer at 4°C. Chromatography was performed 

at 4°C. The presence of His6-Tag IN/CCD in collected 

fractions was assessed by electrophoresis on NuPAGE 

Bis-Tris 10% acrylamide gels with MES as the electro- 

phoresis buffer (Invitrogen). Proteins were stained 

using Imperial Protein Stain
TM 

(Thermo Scientific Pierce). 
Pooled fractions from Superdex200 or Superdex75 separ- 

ation were concentrated and stored at 80°C until further 

use. GST-tagged Flag-CCD and GST-tagged Flag-IBD ly- 

sates were loaded at 0.25 mL/min on a 20 mL Glutathione 

Sepharose 4 Fast Flow (GE Healthcare) column. Bound 

proteins were eluted using integrase CCD buffer with 

20 mM reduced glutathione. Purification was completed 

as described above. Flag-IN was prepared from a GST- 

Flag-IN fusion protein using the pGEX-6P expression sys- 

tem (GE Healthcare). After adsorption to the Glutathione 

Sepharose 4 Fast Flow column, protein corresponding 

to the 1 liter culture extract was digested by 250 units 

of PreScission Protease (GE Healthcare) for 16 hours at 

4°C. Cleaved protein was eluted by restarting the buffer 

flow over the column. Purification was carried out by 

gel filtration on Superdex 200, as described above. 

rGST was purified on Glutathione Sepharose 4 Fast 

Flow and Superdex 75 16/600 PG columns as described 

above but using a PBS buffer. 
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HTRF®-based CCD-IBD interaction assay 

All HTRF® conjugated monoclonal antibodies were 

purchased from Cisbio Bioassays. IN-CCD/LEDGF-IBD 

HTRF® assay was performed in 384-well low volume 

black polystyrene plates (Corning) in CCD-IBD assay 

buffer (25 mM HEPES pH 7.4, 150 mM NaCl, 2 mM 

MgCl2, 0.4 M KF, 0.1% bovine serum albumin, 1 mM 

DTT). 2 L of 3-fold serial dilutions of inhibitory com- 

pound in 25% DMSO were preincubated for 30 min at 

room temperature with 8 L of IN-CCD mixture (75 

nM His6-IN-CCD, 17 nM XL665-conjugated anti-His6 

monoclonal antibody). Then, 10 L of LEDGF-IBD 

mixture (20 nM GST-Flag-LEDGF-IBD, 1.8 nM Europium 

cryptate-labelled anti-GST monoclonal antibody) were 

added and the plate was incubated for 2.5 h at room 

temperature before reading the time-resolved fluorescence 

in a PHERAstar Plus (BMG Labtech) with HTRF module 

(excitation at 337 nm, dual emission at 620 nm and 

667 nm). The HTRF ratio was converted to % inhibition 

and analyzed by fitting with a sigmoidal dose–response 

equation with Hill slope to determine the compound IC50. 

 
HTRF®-based IN-LEDGF interaction assay 

IN-LEDGF HTRF® assay was performed in 384-well 

low volume black polystyrene plates (Corning) using 

IN-LEDGF assay buffer (25 mM Tris–HCl pH 7.4, 

150 mM NaCl, 2 mM MgCl2, 0.4 M KF, 0.1% Igepal 

CA-630, 0.1% bovine serum albumin, 1 mM DTT). 

2 L of 3-fold serial dilutions of inhibitory compound 

in 25% DMSO were preincubated for 30 min at room 

temperature with 8 L of IN mixture (50 nM Flag-tagged 

IN, 17 nM XL665-conjugated anti-Flag M2 monoclonal 

antibody). 10 L of LEDGF mixture (60 nM His6-tagged 

LEDGF/p75, 1.5 nM Terbium cryptate-labelled anti-His6 

monoclonal) were added and the plate was incubated 

for 2.5 h at room temperature before reading the time- 

resolved fluorescence in a PHERAstar Plus with HTRF 

module (excitation at 337 nm, dual emission at 620 nm 

and 667 nm). The HTRF ratio was converted to % inhib- 

ition and analyzed by fitting a sigmoidal dose–response 

equation with Hill slope to determine the IC50 of the 

compound. 

For the LEDGF competition assay, an IN-LEDGF assay 

was performed with various concentrations of His6-LEDGF 

in the LEDGF mixture (from 15 nM to 0.96 M). 

 
HTRF®-based IN multimerization assay 

IN-IN HTRF® assay was performed in 384-well low vol- 

ume black polystyrene plates (Corning). 2 L of 3-fold 

serial dilutions of inhibitory compound in 25% DMSO 

were preincubated for 30 min at room temperature 

with 4 L of 125 nM Flag-IN dilution. 4 L of 125 nM 

His6-IN were added and the plate was incubated for 

3 h at room temperature to allow IN subunit exchange 

 
and multimerization. This step was performed in IN2 

buffer (25 mM HEPES pH 7.4, 150 mM NaCl, 2 mM 

MgCl2, 0.005% Tween-20, 0.1% bovine serum albumin, 

1 mM DTT). 10 L of revelation mixture (1.1    nM 

Europium cryptate-labelled monoclonal anti-Flag M2 

antibody and 13 nM XL665-labeled anti-His6 monoclonal 

antibody in IN2 buffer supplemented with 0.8 M KF) were 

added and the plate was incubated for 2 h at room 

temperature before reading the time-resolved fluorescence 

in a PHERAstar Plus with HTRF module (excitation at 

337 nm, dual emission at 620 nm and 667 nm). The 

HTRF ratio was converted to % activation and analyzed 

by fitting a sigmoidal dose–response equation with Hill 

slope to determine the AC50 of the compound and the 

activation plateau. 

 
IN strand transfer ELISA assay 

IN strand transfer ELISA assay has been adapted from 

[63]. The strand transfer reaction was performed in 

96-well V bottom polypropylene microplates (Greiner 

Bio-One) containing 4 L of 3-fold serial dilutions of 

compound or 25% DMSO. 16 L of IN mixture (20 mM 

HEPES pH 7.5, 10 mM MgCl2, 1 mM DTT, 0.50 M 

His6-IN) was added. After a 15 min     preincubation, 
20 L of substrate oligonucleotide mixture (0.20 M 

Biotin-LTR preprocessed donor DNA, 0.20 M Digoxi- 

genin (DIG)-Target DNA) was added and the plate was 

incubated for 2 h at 37°C. The reaction was stopped by 

addition of 60 L stop mixture (20 mM Tris–HCl 

pH 7.6, 0.4 M NaCl, 10 mM Na2EDTA, 0.1 mg/mL salmon 

sperm DNA) and the volume transferred to Reacti-Bind 

high-binding capacity streptavidin-coated white plates 

(Thermo Scientific Pierce). After 1 h incubation at room 

temperature under gentle shaking, integrase and unjoined 

DNA were removed by three washes with 200 L wash 

solution 1 (30 mM NaOH, 0.2 M NaCl, 1 mM Na2EDTA). 

100 L of 2000-fold diluted HRP-conjugated anti-DIG 

Fab (Roche Applied Science) was added and the plate 

was incubated for 1 h at 37°C. Unbound antibody was 

removed with wash solution 2 (PBS pH 7.4, 0.05% Tween- 

20, 0.1% bovine serum albumin), 100 L of SuperSignal 

Femto ELISA substrate (Thermo Scientific Pierce) was 

added and chemiluminescence was immediately read in 

a PHERAstar Plus with LUM-plus module. The signal, 

converted to % inhibition, was analyzed by fitting a 

sigmoidal dose–response curve to determine IC50 and 

the inhibition plateau. 

 
IN 3 processing and strand transfer radioactive  assays 

Sequences of the different oligonucleotides (ODN) sub- 

strates are U5B: 5 -GTGTGGAAAATCTCTAGCAGT- 

3 , U5A: 5 - ACTGCTAGAGATTTTCCACAC-3 and 

U5B-2: 5 -GTGTGGAAAATCTCTAGCA-3 . ODNs were 

purchased from Eurogentec and further purified by elec- 
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trophoresis in a denaturing 16% acrylamide/urea gel. For 

activity assays, ODNs (U5B and U5B-2) were radiolabelled 

with T4 polynucleotide kinase (New England Biolabs) 

and [
32 P

]ATP (3000 Ci/mmol) (Amersham), and purified 

on a Sephadex G-10 column (GE Healthcare). Double- 

stranded ODNs (U5B with U5A and U5B-2 with U5A 

used for 3 -processing and strand transfer reactions, re- 

spectively) were obtained by mixing equimolar amounts of 

complementary strands in the presence of 100 mM NaCl. 

IN activity assays – 3 -processing, strand transfer – were 

carried out at 37°C with the full-length HIV-1 IN, in a 

buffer containing 10 mM HEPES (pH 7.2), 1 mM 

DTT, 7.5 mM MgCl2 in the presence of 6.25 nM DNA 

(3 -processing) or 12.5 nM DNA (strand transfer) as 

described previously [64]. For negative control, 100 mM 

Na2EDTA was added to the reaction before incubation. 

Products were separated by electrophoresis in denaturing 

16% acrylamide/urea gels. Gels were analysed with a 

Molecular Dynamics STORM phosphoimager and quanti- 

fied with ImageQuant™ 4.1 software. 

 
Size exclusion chromatography (SEC) experiments with IN 

liganded with Mut101 and BI-D  compounds 

SEC was performed with a Superdex 200 10/300 GL col- 

umn (GE Healthcare) using a flow-rate of 0.4 mL/min in 

buffer containing 50 mM HEPES, pH 7.5, 1 M NaCl, 

7 mM CHAPS, 5 mM MgCl2, 10 mM DTT, 10% glycerol 

at room temperature. His6-IN wt (21 M) or His6-IN 

A128T (40 M) was incubated for 10 min with 100 M 

BI-D or Mut101 before injection on the column. Protein 

elution was monitored at 280 nm. 

 
Biacore experiments 

Experiments were carried out using a Biacore 3000 

instrument (GE Healthcare) at 25°C. An anti-GST anti- 

body (GST Capture Kit, GE Healthcare) was immobilized 

on two flow-cells of a CM5 sensor chip by amine coupling 

according to the recommendations of the manufacturer. 

GST-Flag tagged IN CCD proteins (wild type and T174I 

mutant) at 68 g/mL in HBS-EP buffer (GE Healthcare) 

were captured on one flow-cell (8 min injection at 10 L/ 

min) while recombinant GST (60 g/mL in HBS-EP 

buffer, 8 min injection at 10 L/min) was injected on 

the other flow-cell and used as a reference. Kinetics 

experiments with Mut101 were carried out at 60 L/min 

with a 3 min injection of each dilution of the compound 

in HBS-EP followed by 10 min dissociation. Sensorgrams 

were evaluated using BiaEvaluation 3.2 software. 

 
Structural studies 

Crystallization was performed by the hanging-drop vapor- 

diffusion method at 297 K in 24-well plates. The catalytic 

domain (CCD) of HIV-1 IN with mutation F185K was 

expressed and purified as previously described [62]. Prior 

 
to any crystallization experiment, the protein was sim- 

ultaneously dialyzed and concentrated at 277 K with an 

Amicon Ultra-10 device (Millipore) equipped with a 

10 kDa cut-off dialysis membrane. The dialysis solution 

was 50 mM MES-NaOH pH 5.5, 50 mM NaCl and    

5 mM DTT. The protein was concentrated to between 

3 mg/mL and 5 mg/mL. 

Each hanging-drop consisted of 3 L protein solution 

and 3 L reservoir solution, with 500 L reservoir solution 

in the well. Initial screening was carried out using Qiagen 

kits (Classics & JCSG+) and positive hits were then 

optimized. The optimized reservoir solution consisted 

of 1.16-1.36 M ammonium sulfate, 50 mM sodium 

cacodylate-HCl pH 6.5. The crystals grew to approximate 

dimensions of 0.2 x 0.2 x 0.4 mm within one week. They 

were soaked with the Mut101 ligand for 5 days before 

data collection by adding a 10 mM stock solution of 

the inhibitor to the drop. The crystals were plunged in 

oil (FOMBLIN Y LVAC 14/6 from Aldrich) for a few 

seconds and cryo-cooled in a stream of liquid nitrogen 

at 100 K. All data were collected at a temperature of 

100 K and processed with XDS [65]. All diffraction data 

were collected using a Pilatus 2 M detector on beamline 

X06DA (PXIII) at the Swiss Light Source, Paul Scherrer 

Institut, Villigen, Switzerland. Structure determination 

was carried out using the CCP4 suite of programs [66]. 

The structures of the integrase, both in complex with the 

Mut101 inhibitor or not, were determined by molecular 

replacement using the program MOLREP [67] and PDB 

entry 1BHL [68] as the starting model. The models were 

built manually using the program Coot [69] and refined 

with the program REFMAC [70]. Arp/Warp [71] was used 

for the automatic ligand [72] and water molecule fitting. 

Structures and structure factors have been deposited in 

the PDB with codes 4LH4 (IN CCD) and 4LH5 (IN CCD 

with Mut101 inhibitor). 

All experiments have been performed under Authoriza- 

tion Number 5606 CA-I, assigned by the French Ministry 

of Research for work with genetically modified organisms. 
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II - Défaut d’Infectivité et maintien de l’immunogénicité de virions 

VIH-1 produits en présence d’INLAIs 
 

A - La présence d’INLAIs ne modifie pas la dimérisation et le 

packaging de l’ARN viral dans les virions  

 

L’ensemble de cette étude faisant l’objet d’une publication en cours de revue, porte sur la 

caractérisation de virions VIH-1 produit en présence d’une molécule tête de série synthétisée 

par Mutabilis nommé MUT-A (il s’agit de la même molécule décrite précédemment sous le 

nom de BDM1), tant du point de vue packaging de l’ARN viral et reverse transcriptase que 

du point de vue immunoréactivité de ces virions. 

Ma contribution sur cette partie du projet, a été de produire et de vérifier la maturation 

protéique des particules virales VIH-1 en présence de MUT-A, ou de DMSO pour les virions 

contrôle, en suivant le protocole décrit dans la figure 1C. Le western blot présenté dans la 

figure 1E montre que la présence de MUT-A dans les cellules productrices n’influence ni la 

maturation, notamment de gag, ni la composition protéique des virions néosynthétisés. 

Des expériences réalisées en collaboration avec le laboratoire de Ben Berkhout ont permis 

de mettre en évidence que la présence du composé MUT-A lors de la production virale 

n’influence pas la dimérisation et la packaging de l’ARN viral dans les virions néosynthétisés. 

L’activité de leur enzyme RT (reverse transcriptase) est comparable à ce qui est observé 

pour les virions non traités, cependant les virions produits en présence de MUT-A présentent 

un défaut à l’étape de transcription inverse dans les cellules cibles (figures 1-5 du papier).  

 

B - Les virions produits en présence d’INLAIs conservent leur 

immunogénicité 

 

L’immunité spécifique contre un type de pathogène donné, dite adaptative, fait intervenir 

plusieurs acteurs dont les lymphocytes B et T. La réponse humorale médiée par les 

lymphocytes B est considérée comme un élément clé dans le développement de thérapies 

antivirales. Associée à une réponse à médiation cellulaire induite par les lymphocytes T, ces 

mécanismes permettent d’obtenir une immunité stable et spécifique à l’infection. 
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La suite de cette étude porte sur l’immunoréactivité de ces virions inactivés afin de 

déterminer si à plus long terme on pourrait envisager l’utilisation de ces virions inactivés 

comme immunogène pour la production d’anticorps neutralisants à large spectre. 

 

1. Immunoréactivité de type B 

 

Succinctement, l’immunité humorale in vivo consiste en l’activation de lymphocytes B 

induisant la production d’anticorps reconnaissant spécifiquement un antigène donné de 

l’agent pathogène causant l’infection. Ces anticorps sont dits neutralisants lorsqu’ils 

possèdent une activité fonctionnelle d’inhibition de l’infection. Cette réponse immunitaire 

intervenant sur les étapes précoces de la réplication, les épitopes reconnus par ce type 

d’anticorps sont donc majoritairement présents sur l’enveloppe virale [435]. 

Afin de vérifier l’intégrité de l’enveloppe virale des virions VIH-1 produits en présence de 

MUT-A, des expérimentations basées sur un panel d’anticorps neutralisants, polyclonaux ou 

monoclonaux, reconnaissant spécifiquement différents épitopes de l’enveloppe du VIH-1 ont 

été menées dans le laboratoire de Christiane Moog (figure 6 du papier). Les résultats 

obtenus illustrent le fait que les virions VIH-1 produits en présence de MUT-A ont une 

immunoréactivité humorale similaire à ce qui est obtenu avec des virions non traités. Cela 

démontre que la production en présence d’INLAIs n’influence pas la structure glycoprotéique 

de l’enveloppe des virions ainsi synthétisés. 

 

2. Immunoréactivité de type T 

 

L’immunité à médiation cellulaire fait intervenir plusieurs types cellulaires. Suite à l’infection, 

les cellules dendritiques (DC) sont capables de phagocyter et de présenter différents 

antigènes viraux induisant l’activation et la prolifération de lymphocytes T CD4+ et CD8+.  

Après avoir vérifié que les virions produits en présence de MUT-A conservent leur 

immunoréactivité à la réponse humorale, leur capacité immunogénique de la réponse T a 

également été étudiée. Pour essayer de répondre à cette problématique, j´ai réalisé des 

expériences de co-cultures de cellules dendritiques et de lymphocytes autologues dans 

l´équipe de Jose M Gatell (Hospital Clinic, Barcelona) sous la direction de Montse Plana. Ce 

laboratoire étudie les défenses naturelles et acquises mises en place par des patients 

infectés par le VIH-1, ainsi que le développement d´immunothérapies. 
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Toutes les expérimentations sont réalisées à partir de PBMCs isolées de patients 

séropositifs sous traitement, asymptotiques, infectés de manière chronique, avec un nombre 

de lymphocytes T CD4+ > 500 cellules/mm3 et avec 50-10 000 copies ARN VIH 1/ml de 

sang. Les cellules dendritiques (DC) ainsi isolées, sont incubées avec les virions produits en 

présence de MUT-A. Les lymphocytes autologues, préalablement marqués avec du CFSE, 

sont mis en contact avec les DC matures afin d´observer la prolifération des lymphocytes T 

(LT) CD4+ et CD8+. En effet, Si les DC digèrent et de présentent efficacement les épitopes 

viraux aux LT, ils seront alors activés et leur prolifération sera corrélée à la diminution de la 

fluorescence du marqueur intracellulaire CFSE analysée par cytométrie en flux (figures 7-8 

du papier). Ces résultats montrent que les virions VIH-1 produits en présence de Mut-A, 

lorsqu’ils sont utilisés comme stimuli pour les DCs matures autologues, induisent une 

prolifération de LT CD4+ et CD8+ similaire à ce qui est observé avec des virions non traités. 

Afin de déterminer le type de réponse T induite par les virions produits en présence de MUT-

A, le dosage simultané d’une vingtaine de cytokines et chimiokines est réalisé par un test 

ELISA dans le surnageant de co-cultures (figure 9 du papier). L’activation de LT par 

l’utilisation de virions VIH-1 produits en présence de Mut-A induit une sécrétion de cytokines 

pro inflammatoires (IL1-β ; IL-6), de cytokines associées à une réponse immunitaire de type 

Th1 (IL-2R ; IP-10 et IFN-γ) ainsi que de chimiokines corrélées spécifiquement à une 

réponse anti-virale (MIP-1a ; MIP-1b).  

L’ensemble de ces résultats montre que la présence de MUT-A lors de la production virale 

ne modifie pas leur capacité à stimuler des DC. En effet les virions MUT-A induisent 

l’activation et la prolifération de LT CD4+ et CD8+ ainsi que la production de cytokines et 

chimiokines impliquées dans la réponse immunitaire anti-virale spécifique de type Th1 avec 

une efficacité similaire à ce qui est observé avec des virions VIH-1 non traités. 
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Abstract28

Background: HIV-1 Integrase (IN) interacts with the cellular co-factor LEDGF/p75 and29

tethers the HIV preintegration complex to the host genome enabling integration. Recently a 30

new class of IN inhibitors was described, the IN LEDGF allosteric inhibitors (INLAIs).31

Designed to interfere with the IN-LEDGF interaction during integration, the major impact of 32

these inhibitors was surprisingly found on virus maturation, causing a reverse transcription 33

defect in target cells.34

Results: HIV-1 virions produced in the presence of a new type of INLAI, MUT-A, were non 35

infectious. However, their protein content, gag protein maturation and genomic viral RNA 36

packaging were comparable to non-treated viruses. Viral RNA genomes were in the dimeric 37

state, the tRNAlys3 primer for reverse transcription was properly placed and could be 38
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extended ex vivo. Reverse transcriptase (RT) extracted from these non-infectious virions39

was fully active, but reverse transcription was defective in target cells upon virus infection. In 40

studying the immunoreactivity of these non-infectious virions, we found that inactivated HIV-41

1 particles were captured by anti-HIV-specific neutralizing and non-neutralizing antibodies 42

(b12, 2G12, PGT121, 4D4, 10-1074, 10E8, VRC01) with efficiencies comparable to non-43

treated virus. Autologous CD4+ T lymphocytes proliferation and cytokine induction, induced 44

by MDDC pulsed either with MUT-A-inactivated HIV or non-treated HIV were also found 45

comparable.46

Conclusions: Although strongly defective in infectivity, HIV-1 virions produced in the 47

presence of the MUT-A INLAI have a normal protein and genomic RNA content as well as B 48

and T cell immunoreactivities comparable to non-treated HIV-1. These inactivated viruses49

form an attractive new type of immunogen to elicit an immune response against HIV-1.50

51

Keywords52
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54
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The integration of a DNA copy of the HIV RNA genome into host chromatin is a crucial step 57

of HIV replication [1]. The HIV-1 pre-integration complex is tethered to the host chromosome58

via the cellular co-factor lens epithelium-derived growth factor (LEDGF/p75) [2]. LEDGF/p75 59

is a chromatin-bound protein that interacts with IN via its C-terminal IN binding domain (IBD)60

[3, 4]. A new class of IN-inhibitors was designed that prevents this IN-LEDGF/p75 61

interaction, named first LEDGINs [5], then ALLINIs [6] for Allosteric IN inhibitors, NCINIs [7-62

9] for Non Catalytic IN inhibitors, MINIs for Multimerization Integrase Inhibitors [6] or INLAIs63

for Integrase-LEDGF Allosteric Inhibitors [10]. Since there is not yet a consensus name or 64

acronym for this new class of IN inhibitors we chose in this report the acronym INLAI as a 65

generic name for these inhibitors, which has the advantage to recall the dual mechanism of 66

action of these inhibitors: inhibition of the IN-LEDGF/p75 interaction and induction of an 67

allosteric conformational change and multimerization of IN.68

INLAIs are allosteric IN inhibitors that bind to the LEDGF binding pocket of IN and are fully 69

active on HIV-1 resistant to INSTIs [5-12]. From a chemical point of view, all INLAIs70

described up to date share a common motif composed of a tert butyl and a carboxylic acid 71

group that can be linked to different scaffolds, quinoline, naphtyl, phenyl or pyrimidine [5-12].72

INLAIs have a dual antiretroviral (ARV) activity at two different steps of the HIV-1 replication 73

cycle: Inhibition of the LEDGF/p75-IN interaction accounts for an “early” block of HIV-174

replication at integration, but the major impact of INLAIs is during virus maturation or the 75
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“late” phase, leading to the production of normal amounts of non-infectious virus. This late 76

effect on virus maturation is linked to INLAI-promoted IN multimerization [8, 10-13].77

HIV-1 virions produced in the presence of INLAIs are non-infectious and contain aberrant 78

cores as shown by electron microscopy [8, 12, 13]. However, using HIV-1 produced in the 79

presence of the quinoline INLAI compound BID (developed by Boehringer Ingelheim) we 80

recently described that a wild-type level of HIV-1 genomic RNA is packaged in these virions 81

in a dimeric state, and the tRNAlys3 primer for reverse transcription was properly placed on 82

the genomic RNA and could be extended ex vivo. In addition, RT enzyme extracted from 83

these virions was fully active although these virions were unable to complete reverse 84

transcription in target cells [8]. Fontana et al. found that INLAIs block ribonucleoprotein 85

complex packaging inside viral cores leading to the formation of “eccentric condensates”86

with high Nucleocapsid (NC) content outside the core [14]. These INLAI-inactivated virions 87

were able to infect target cells, but the subsequent reverse transcription step in target cells 88

was blocked [8, 13].89

Several attempts have been made to produce inactivated SIV vaccines by treatment with 90

denaturing and inactivating agents such as zinc chelators ( -dithiobisbenzamide (DIBA)),91

heat, UV or cross-linking agents such as psoralen in non-human primate studies. But none 92

of these attempts has shown significant efficacy in preventing SIV infection or in controlling 93

virus replication and delaying progression of disease (for review [15]). HIV-1 inactivated by 94
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similar denaturing methods have also been used in dendritic cell-based therapeutic 95

vaccination, not yet yielding convincing results [16, 17]. INLAI-inactivated HIV-1 particles 96

have remarkably conserved many properties of “native” non-treated HIV-1 particles, but are 97

based on a new ARV drug class under preclinical development and not on a denaturing 98

chemical. In front of the persisting bottlenecks in identifying viable HIV vaccine candidates, 99

we explored the main B and T-cell immunoreactivities of INLAI-inactivated virus particles to 100

study whether they could be considered as a new type of immunogen able to elicit some 101

immune response of interest against HIV-1.102

Here we describe a new type of INLAI compound, MUT-A. MUT-A shares with all previously 103

described INLAIs a tert butyl motif linked to a carboxylic acid group, but it is composed of an 104

original scaffold, a 5 carbon thiophene (Fig. 1). We studied the ARV activity of MUT-A, its 105

influence on viral RNA packaging and the B-cell and T-cell immunoreactivities of MUT-A-106

inactivated HIV-1.107

108

Methods109

Cell culture: SupT1 or MT4 T cells were cultured in advanced RPMI 1640 medium (Gibco) 110

supplemented with 1% (v/v) heat-inactivated fetal bovine serum (FBS, Gibco), 2 mM L-111

glutamine (Gibco), 15 µg/ml streptomycin and 15 units/ml penicillin at 37°C and 5% CO2.112

Human embryonic kidney (HEK) 293T cells were grown in DMEM (Gibco) supplemented 113
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with 10% (v/v) heat-inactivated FBS (Gibco) and 1x minimum essential medium non-114

essential amino acids (MEM NEAA, Gibco) at 37°C and 5% CO2.115

Compound: Optimization of our series led to the compound MUT-A, one of the most active 116

molecule. MUT-A was prepared as described in a patent application [18], according to the117

example 11. MUT-A was dissolved in DMSO to generate a 10 mM stock solution and was 118

added to the culture medium at a final concentration as indicated. The equivalent volume of 119

DMSO was added to control cultures.120

Virus production and replication: 293T cells were seeded in T75 culture flasks, cultured to 121

50- or pNL4-3 DNA plasmid that encodes 122

the wt HIV-1 LAI or HIV-1 NL4-3 isolates respectively using Lipofectamine2000 (Invitrogen). 123

MUT-A was added at 6 h after transfection. The culture supernatant was harvested at 48 h 124

after transfection and used as virus stock or for viral RNA isolation. The CA-p24 level was 125

measured by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) as described previously. SupT1 126

T cells (5x106 cells in 5 ml) were infected with the HIV-1 LAI virus stocks (equivalent of 1 ng 127

CA-p24). Similarly MT4 cells (5x106 cells in 5 ml) were infected with the HIV-1 NL4-3 virus 128

stocks (equivalent of 1 ng CA-p24). When indicated, the culture was split and MUT-A or 129

DMSO was added. Viral spread was monitored by measuring the CA-p24 level in the virus 130

culture medium every 2 days.131

132
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Viral RNA isolation, Northern blot analysis, primer extension assays, the RT activity assay:133

were performed as described in details in [19]. Briefly, HIV-1 LAI virus produced by 293T 134

cells with or without MUT-A was pelleted by ultracentrifugation over a 20% sucrose cushion 135

in phosphate buffered saline (PBS) at 32,000 rpm (175,000 x g). Virions were lysed at 37°C 136

by addition of proteinase K and viral RNA was extracted twice with phenol-chloroform-137

isoamylalcohol (25:24:1) at 4°C, ethanol-precipitated and washed with 70% ethanol. RNA for 138

primer extension was resuspended in TE buffer (10 mM Tris-HCl pH8.0, 1 mM EDTA) and 139

stored at -80°C. RNA for northern blotting was resuspended in TN buffer (10 mM Tris-HCl140

pH7.5, 100 mM NaCl) and treated with DNase (Ambion) for 60 min at 37°C. The RNA pellet 141

was resuspended in TENS buffer (10 mM Tris-HCl pH7.5, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, 1% 142

SDS), aliquoted and stored at -80°C.143

Northern blot analysis: Non-denaturing and denaturing northern blot analyses were 144

performed on viral RNA isolated from equal amounts of HIV-1 LAI virions (equivalent of 250145

ng CA-p24). For non-denaturing northern blot, RNA was mixed with non-denaturing sample 146

buffer (30% glycerol, 0.25% bromophenol blue dye) and analyzed by electrophoresis on a 147

0.9% agarose gel in 1x TBE buffer. The gel for non-denaturing northern blotting was soaked148

in 10% formaldehyde at 65°C before blotting. For both northern blots, an UV crosslinker 149

(Stratagene) was used to cross-link the RNA to the membrane. The probe, consisting of a150

1014-bp DNA fragment covering the Nef, U3 and R regions of the pLAI plasmid (positions151
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8770-9784, relative to the transcriptional start site at +1), was labeled with 32P by random-152

primed labeling (High Prime DNA labeling kit; Roche Diagnostics) using 32P-CTP (0.33 153

l, Perkin-Elmer). Quantification was performed using a phosphorimager (Amersham 154

Biosciences) and the ImageQuant software package. To determine the thermal stability of 155

the HIV-1 RNA dimer, viral RNA was incubated at increasing temperatures (40 - 60°C) for 10 156

min before the RNA was analyzed on a non-denaturing northern blot. The Tm was 157

calculated as the temperature at which 50% of the RNA dimer was melted into faster 158

migrating RNA forms.159

tRNA and CN1 primer extension assay: Viral RNA (equivalent of 50 ng CA-p24) in buffer 160

(83 mM Tris-HCl pH7.5, 125 mM KCl) was either used directly for tRNAlys3 extension or was 161

mixed with primer CN1 (GGTCT GAGGGATCTCTAGTTACCAGAGTC, complementary to 162

nucleotides 123-151 of LAI RNA), heated at 85°C for 2 min, at 65°C for 10 min, followed by 163

slow-cooling to room temperature to allow primer annealing. The RT p51/p66 heterodimer164

[kindly provided by D. Stammers, Glaxo Wellcome Research Laboratories, MRC AIDS 165

reagent project] was added to the tRNAlys3 and CN1 extension samples. The mixture was166

incubated at 37°C for 30 min to extend the naturally associated tRNAlys3 primer or the 167

annealed CN1 DNA primer. The cDNA was analyzed on a denaturing 6% polyacylamide-168

urea sequencing gel and bands were quantified using a phosphorimager (Amersham 169

Biosciences) and ImageQuant software.170
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Reverse transcriptase (RT) activity assay: As described in [19], we used a real-time 171

qPCR-based RT assay [20, 21] to measure the RT activity extracted from HIV-1 LAI virus 172

produced in the presence or absence of MUT-A. We used 120 ng MS2 RNA [Roche]), 3’ 173

primer A [GCCTTAGCAGTGCCCTGTCT] AMV-RT (New England Biolabs), 5’ primer B 174

[AACATGCTCGAGGGCCTTA], and the MS2-probe [5’FAM-175

CCCGTGGGATGCTCCTACATGTCA-3’TAMRA].176

B-cell Immunoreactivity: B-cell immunoreactivity of HIV-1 NL4-3 virus produced in the 177

absence or presence of MUT-A was studied by virus immuno capture assays as described 178

[22], using the panel of anti-HIV-1 neutralizing and non-neutralizing antibodies [23-31] listed 179

in Figure 6 B. This assay measures the concentration of whole native virus particles 180

captured by Abs coated onto 96-well plates (Maxisorp, Nunc, Rocksilde, Denmark) as 181

previously described [22, 32, 33]. Briefly, HIV particles were incubated in Ab-coated ELISA 182

plates for 1 h. Unbound virus was removed by washing with PBS containing 10% fetal calf 183

serum. Virus captured by Abs was lysed with 10% NP-40 and quantified by dosage of CA-184

p24 by ELISA (Innogenetics/Ingen, Ghent, Belgium).185

Patients and samples: Samples of EDTA-anticoagulated venous blood samples were 186

obtained from chronic asymptomatic HIV-1-infected patients with baseline CD4+T-cell 187

counts >450 cells/mm3, and plasma viral load (pVL) <50 HIV-1 RNA copies/ml, who were on 188

antiretroviral therapy (ART). All the subjects participating in the study were recruited at the 189
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Service of Infectious Diseases & AIDS Unit of the Hospital Clinic from Barcelona (Spain). All 190

the individuals gave informed written consent and this study was reviewed and approved by 191

the Institutional Ethical Committee board of Hospital Clinic (Barcelona, Spain).192

Generation of monocyte-derived dendritic cell (MDDC): Generation of monocyte derived 193

dendritic cells (MDDC) was performed as previously described [34]. Essentially, peripheral 194

blood mononuclear cells (PBMC) were isolated immediately after venous extraction by using 195

a standard Ficoll gradient. Cells were processed immediately after isolation. To obtain 196

human monocytes, PBMC were incubated in plastic plates (2 h at 37°C) in a humidified 197

atmosphere with 5% CO2 in MDDC medium (serum-free XVIVO-15 medium, Lonza, 198

Maryland, USA) supplemented with 1% autologous serum, gentamicin (Braun Medical, 199

Melsungen, Germany) and fungizone (amphotericin B, Bristol-Myers Squibb, Rueil-200

Malmaison, France) and 1 M zidovudine (Retrovir from GlaxoSmithKline, Madrid, Spain) to 201

avoid HIV replication. To obtain immature MDDC, adherent cells were washed four times 202

with pre-warmed MDDC medium and then cultured for 5 days in the presence of 1000 U/ml 203

each of recombinant human IL-4 (Strathmann Biotec AG, Hamburg, Germany) and 204

recombinant human GM-CSF (Peprotech, London, UK) on days 0 and 2. Immature MDDC in 205

fresh MDDC medium, IL-4 and GM-CSF (1000 U/ml each) were exposed to NLA4.3 virus 206

either treated with DMSO, inactivated with MUT-A at 1 µM (1 or 5 µg/ml of HIV gag CA-p24), 207

inactivated with AT-2 1 µg/ml, and controls (SEA (Staphilococcus Enterotoxin A) 100 pg/ml). 208
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To obtain mature MDDC, a cocktail of recombinant human cytokines containing TNF- , IL-6209

(1000 IU/ml each, Strathmann Biotec AG), IL-1 (300 UI/ml, Strathmann Biotec AG) and 210

PGE2 (1 mg/ml, Pfizer, Madrid, Spain) was added at 2 h post-exposure, and the mixture was 211

incubated for 48 h.212

Autologous co-cultures: As a source of enriched T cells we employed autologous fresh 213

PBMC depleted of monocytes after adherence to plastic as indicated above for the 214

generation of MDDC. These monocyte-depleted lymphocytes were washed and 215

resuspended in serum-free XVIVO-10 medium and labelled with CFSE following the 216

instructions of the manufacturer (CellTrace CFSE cell proliferation kit, Molecular Probes, 217

Paisley, UK). Autologous virus-exposed and matured MDDC were washed and resuspended 218

in XVIVO-10 and co-cultured with autologous fresh CFSE-labeled lymphocytes in a final 219

volume of 0.2 ml in XVIVO-10 medium supplemented with 1 M zidovudine to impede 220

possible replication of endogenous HIV-1. The contribution of MDDC alone and monocyte 221

depleted PBMC (lymphocytes) alone was determined as negative controls of proliferation 222

and cytokine secretion. The co-cultures were done in triplicates at 37ºC in a humidified 223

atmosphere of air with 5% CO2.224

Assessment of T cell proliferation and flow cytometry: After 6–7 days, proliferating 225

CD3+CD4+ and CD3+CD8+ T cells were determined by direct staining with mAbs conjugated 226

with a-CD3-Per-CP and a-CD8-PE. Mouse Ig isotypes mAbs (from BD Biosciences) 227
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conjugated with PerCP or PE were used as negative control mAbs. The stained cells were 228

analyzed on a FACSCalibur flow cytometer (BD Biosciences). T cell populations were 229

selected by forward and side light-scatter parameters and sub-gated for CD4 or CD8 230

expression. Cells that proliferated after the co-culture had lower intensity of CFSE (CFSElow)231

in comparison with basal conditions. T cell specific proliferation was expressed as the 232

percentage of CFSElow cells after co-culture with MDDC exposed to different virus minus the 233

percentage of (mock-treated) CFSElow cells.234

Cytokine and chemokine secretion by autologous MDDC-T cells co-cultures: The 235

secretion of cytokines and chemokines induced during autologous MDDC-T cells co-cultures 236

was measured in the culture supernatant using the Luminex technology (Cytokine Human 237

25-Plex Planel, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), following the manufacturer’s instructions. 238

The following 25 mediators were tested: Eotaxin, GM-CSF, IL- 1 , IL-1RA, IL-2, IL-2R, IL-4, 239

IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL- 12p40/p70, IL-13, IL-15, IL-17, IFN- , IFN- , IP-10, MCP-1, 240

MIG, MIP-1 , MIP-1 , RANTES and TNF- .241

242

Results243

Antiretroviral activity of MUT-A244

As shown in Figure 1-A, MUT-A is an original INLAI compound of 394 g/mol molecular 245

weight, with a 5-membered heterocyclic thiophene core substituted by a pyridine group, a 246
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cyclohexen moiety and the sterically bulky tertbutoxy-ether key side chain. MUT-A has 247

potent anti-HIV activity with an EC50 of 32 ± 9 nM or 12 ± 6 nM in MT4 cells infected by 248

NL4-3 or HXB2 HIV-1 strains, respectively. Cellular toxicity of MUT-A was low with CC50 of 249

42 ± 9 M in MT4 cells, yielding a selectivity index of 1355. We infected SupT1 T cells with 250

the HIV-1 LAI strain and cultured the cells with or without MUT-A (160 nM, 5x EC50). Viral 251

spread was monitored by measuring the CA-p24 level in the culture supernatant. Whereas 252

efficient virus replication resulting in a rapid increase in CA-p24 level was scored in the 253

control culture, HIV-1 LAI was efficiently blocked by MUT-A (Fig. 1B).254

To test the effect of MUT-A on virus production, we transfected HEK 293T cells with the HIV-255

1 encoding plasmid pLAI [35] and cultured the cells in the presence or absence of MUT-A256

(Fig. 1C). The virus-containing supernatant was harvested 48 hours later and the CA-p24257

level was determined by ELISA. Virus production on HEK 293T cells was not affected by258

MUT-A (Fig. 1D). Western blot analysis of virions showed similar protein content to 259

untreated virions, while virions treated with saquinavir (SQN) were clearly defective for 260

protein maturation (Fig. 1E). Next, we tested whether virus produced in the presence of 261

MUT-A can promote a spreading infection in SupT1 T cells. No additional MUT-A was added 262

during SupT1 culturing. Although we did not wash away MUT-A that is present in the virus 263

stock, the high dilution factor (~2500x) and frequent passaging of the cell cultures (every 3-4264

days), makes a sustained antiviral effect unlikely. Efficient viral spreading was observed 265
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upon infection of the cells with virus produced in the absence of MUT-A. In contrast, the 266

presence of MUT-A during virus production severely impaired virus infectivity such that no 267

spreading infection could be established (Fig. 1F). Similar effects have been reported for268

other INLAIs [6, 7, 10-12, 19].269

MUT-A does not affect HIV-1 RNA packaging270

One documented effect of INLAIs at the late phase of HIV-1 virion assembly and maturation271

is mislocalization of the ribonucleoprotein outside of the capsid core [8,10,12,13]. We tested 272

whether the HIV-1 RNA genome is packaged in these misformed virion particles. Virus was 273

produced on HEK 293T cells with or without MUT-A. The virions were pelleted from the 274

culture supernatant by ultracentrifugation and the viral RNA was subsequently extracted.275

The amount of full-length HIV-1 RNA was determined by denaturing northern blot analysis of 276

equal amounts of virus particles (based on the CA-p24 level). A similar level of the full-length 277

9-kb viral RNA was observed in the presence and absence of MUT-A, which shows that278

MUT-A does not affect the packaging level of full-length genomic RNA (Fig. 2A and 2B for 279

band quantitation).280

HIV-1 RNA dimerization is not affected by MUT-A treatment281

As for all retroviruses, the HIV-1 genome is packaged as a non-covalently linked RNA dimer. 282

It is thought that labile RNA dimers are packaged, and subsequently stabilized during virus 283

maturation (reviewed in [36]). MUT-A could have an impact on HIV-1 RNA dimerization284
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during virus assembly maturation. We therefore investigated the dimeric state of the RNA 285

genomes isolated from virus particles produced in the absence or presence of MUT-A by 286

using non-denaturing northern blot (Fig. 2C and bands were quantitated in Fig. 2D). Most of 287

the genomic RNA extracted from MUT-A-untreated virions was in the dimeric state (~82%). 288

A similar level was observed for the MUT-A-treated virions.289

We next probed the thermostability of the RNA dimers as a criteria of dimer maturation. The 290

viral RNA was incubated at increasing temperatures for 10 min before analysis on a non-291

denaturing gel followed by northern blotting (Fig. 3A). The melting curves of HIV-1 dimeric 292

RNA produced with or without MUT-A are shown in Figure 3B. The melting temperature at 293

which 50% of the dimer is converted into monomer, was very similar for the virus produced 294

in the presence or absence of MUT-A (Tm = 51.9°C and 52.1°C, respectively). These results 295

suggest that RNA dimer formation and maturation are normal in HIV-1 produced in the 296

presence of MUT-A, despite the fact that the RNA genome is mislocalized outside the virus 297

core.298

Reverse Transcriptase activity is comparable to non-treated HIV-1 in virus produced 299

in the presence of MUT-A300

Jurado et al. and others [13] showed that the process of reverse transcription of virus 301

produced in the presence of INLAI (BID) is blocked in target cells. One of the reasons could 302

be improper Gag-Pol processing or the generation of an inactive RT enzyme due to the 303
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apparent virus maturation defect. We therefore extracted the RT enzyme from virus particles 304

and tested for its activity. The RT enzyme was extracted from virions by addition of Triton-305

X100 and used to reverse transcribe an MS2 RNA template with an annealed DNA primer306

upon addition of dNTPs. The cDNA product was quantified by real-time PCR (qPCR) using a307

MS2-specific probe. After correction for the virus input based on CA-p24, we measured a308

similar RT activity in the extracts of viruses generated with or without MUT-A (Fig. 4). This 309

result indicates that MUT-A does not affect RT production and activity.310

MUT-A does not affect initiation of reverse transcription in vitro by tRNAlys3 primer311

The MUT-A impact on reverse transcription could also be caused by improper placement of 312

the host tRNAlys3 primer on the viral RNA, which is an essential step for reverse transcription313

initiation. To visualize the tRNAlys3 primer bound to the viral RNA, tRNAlys3 can be extended in 314

vitro by incubating the virion-extracted RNA with dNTPs and exogenous RT enzyme (Fig. 315

5B) [37]. Viral RNA-tRNAlys3 complexes were isolated from virus particles produced in the 316

presence or absence of MUT-A. The mature HIV-1 RT p61/p55 enzyme and dNTPs were317

added to the RNA isolated from an equal amount of virions (as determined by the input CA-318

p24 level). The resulting 257-nt tRNAlys3-cDNA product was visualized on a denaturing 319

polyacrylamide gel and quantitated with a phosphor imager. A similar level of this product 320

was observed with the RNA isolated from untreated or MUT-A treated virions. This result 321

shows that the tRNA primer is present and that it can be extended efficiently, irrespective of 322
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the presence of MUT-A during virus production (Fig. 5A and 5C). Extension of the heat-323

annealed control DNA primer CN1 yielded also a similar level of 151-nt cDNA product for the 324

MUT-A treated and untreated virus sample (Fig. 5A and 5D), confirming that HIV-1 RNA was 325

packaged at similar efficiency in the presence or absence of MUT-A. The relative 326

tRNAlys3/CN1 ratio was not affected either, which illustrates that the tRNAlys3 occupancy of 327

the viral RNA was not affected by MUT-A (Fig. 5E). These results demonstrate that the 328

formation of a proper initiation complex (HIV-1 RNA with annealed tRNAlys3 primer) is not 329

influenced by MUT-A.330

Immunoreactivity of MUT-A-inactivated HIV-1 against HIV-1 Env specific antibodies331

We analyzed HIV-1 NL4-3 virions produced in the absence or presence of MUT-A for their 332

immunoreactivity against a panel of polyclonal and monoclonal neutralizing and non-333

neutralizing anti-HIV-1 Env antibodies. Viral particles were captured by the antibodies coated 334

on a 96 well ELISA plate and, after removal of unbound virus, we quantitated captured virus 335

by detection of CA-p24 by ELISA after virus lysis (Fig. 6A). This assay allows the detection 336

of the capture of whole well-preserved virus particles [32]. The neutralizing and non-337

neutralizing antibodies used in these virus capture assays are listed in Figure 6B together 338

with their binding sites. This panel comprises two polyclonal antibodies: one HIV-1 specific 339

neutralizing antibody (F6 Gri/Ly) and one non-specific IgG antibody as negative control, and 340

seven anti-HIV Env monoclonal antibodies (mAbs) including two neutralizing mAbs directed 341
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against the CD4 binding site (b12 and VRC01), two neutralizing mAbs against the MPER 342

gp41 epitope (2G12 and 10E8), a non-neutralizing mAb against gp41 (4D4), two neutralizing 343

mAbs against the V3 envelope epitope (PGT121 and 10/1074), and one irrelevant non-344

specific mAb (Synagis) as an additional negative control. Three antibody concentrations 345

were used for each capture assay. As shown in Figure 6C, NL4-3 MUT-A-inactivated 346

particles were captured by the HIV Env specific antibodies with comparable efficiency as the347

non-treated NL4-3 particles. The two non-specific antibodies were as expected negative in 348

these capture assays. Except for the 10E8 and the 10/1074 mAbs which captured a 349

comparable low amount of non-treated or inactivated virus, all other specific antibodies were 350

quite efficient in these virus capture assays. These results indicate that the MUT-A-351

inactivated NL4-3 virus particles were similarly immunoreactive as wt virus against all these 352

anti-HIV-1 Env specific antibodies, indicating the preservation of the envelope glycoprotein 353

structure following the inactivation of virus particles.354

T-cell immunoreactivity of DCs from HIV+ patients loaded with MUT-A-inactivated HIV-355

1 NL4-3 co-cultured with autologous T lymphocytes356

We next investigated the T-cell immune responses induced by MDDC pulsed with non-357

treated and MUT-A-inactivated HIV-1 NL4-3, as well as AT-2-inactivated NL4-3 and the SEA358

super antigen as positive controls. After 6-days of co-culture, T cell proliferation induced by 359

virus-loaded MDDC or MDCC pulsed with the SEA super antigen was estimated by loss of 360
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CFSE labelling (Fig. 7). Proliferation was observed essentially on CD4+ T cells, (Fig. 8).361

Interestingly, the extend of CD4+ T lymphocyte proliferation observed with MDDCs loaded 362

with MUT-A-inactivated NL4-3 was comparable or even higher than that obtained with 363

MDDCs loaded with non-treated NL4-3 as shown in flow cytometry dot plots in Figure 8 A364

(28.9% loss of CFSE labelling for MUT-A inactivated NL4-3 versus 16.8% for wt NL4-3) or 365

from quantitation of three independent experiments (Fig. 8B). This CD4+ T cell proliferation366

observed with MDDCs loaded with MUT-A-inactivated NL4-3 was also comparable to that 367

obtained with AT2-inactivated virus (29% loss in Fig. 8A). We also observed a small loss of 368

CFSE labelling in CD8+ T cells. However, it seemed that CD8+ T lymphocytes did not react 369

well in this assay, as shown by the weak loss of CFSE labelling obtained also with CD8+ T370

cells using MDDCs loaded with the super antigen SEA (2.7% as shown in Fig. 8A or about 371

5% in average of 3 independent experiments (Fig. 8C)).372

To further characterize the effects of the MDDC exposure on MUT-A-inactivated-HIV-1 virus 373

on the T-cell induced immune responses, the levels of secreted cytokines and chemokines 374

in the culture supernatants of autologous pulsed MDDC and T cells co-cultures were 375

assessed by Luminex technology. Results shown in Figure 9 (A-D) indicated that MDDC 376

pulsed with MUT-A-inactivated NL4-3 induced secretion of IL-12 pro-inflammatory cytokine,377

Th1 cytokines (IFN- and IL-2R) as well as chemoattractant and antiviral chemokine (MIP-378

1 ), among others (namely IL-6 and MIP-1 , not shown). This pattern of 379
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cytokine/chemokine secretion reinforces the results obtained with CD4+ T cells proliferation 380

assays and illustrates the significant induction of HIV-specific T cell immune response381

promoted by MUT-A-inactivated HIV-1 loaded on DCs isolated from HIV-1 infected subjects.382

383

Discussion384

Here, we describe MUT-A as a new type of IN-LEDGF allosteric inhibitor. This compound 385

consists of a 5-carbon thiophene scaffold linked to the common carboxylic acid and tert butyl 386

motives present on all INLAIs reported to date. INLAIs that disrupt the IN-LEDGF/p75 387

interaction do not only affect the ‘early’ process of HIV-1 integration but, unexpectedly, also 388

the ‘late’ process of virus maturation, triggering a strong infectivity defect when HIV-1 is 389

produced in the presence of these inhibitors. This infectivity defect does not correlate with 390

any detectable change in the protein content of these defective virions and the maturation 391

state of the structural Gag and Gag-Pol proteins as indicated by western blot analysis of 392

MUT-A inactivated virus (Fig. 1E).393

Because of the intricate link between virus maturation and several of the viral RNA-mediated 394

processes, we first investigated the effect of the INLAI compound MUT-A on RNA processes395

during virion assembly. We found that MUT-A, like other INLAIs renders the progeny virus 396

non-infectious when present during virus production. However, likewise the previous report397

with BID-treated viruses [19], we did not observe any effect on HIV-1 genomic RNA 398
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packaging and dimerization, tRNAlys3 placement on the viral RNA and activity of the co-399

packaged RT enzyme. Using two different methods, denaturing northern blot (Fig. 2 A, B) 400

and primer extension analysis (Fig. 5 A, D), we measured efficient HIV-1 RNA packaging in 401

the presence of MUT-A. These results confirm and generalize the finding that the viral RNA 402

genome and the initiation of reverse transcription is not a target of INLAIs.403

We also could not detect differences in dimer formation of the HIV-1 RNA genome (Fig. 2C, 404

D) and the stability of these dimers (Fig. 3). These results imply that RNA packaging and 405

dimerization are not affected by its aberrant localization outside the virus core in INLAI-406

treated virions, and suggest that RNA dimer maturation does not require a correct virus core 407

conformation. Cell entry is not affected for virus produced in the presence of INLAIs, but408

there is a reverse transcription block in these target cells [8, 12,13]. We show that the 409

packaged RT enzyme is fully active on exogenous templates and that the tRNAlys3 primer is 410

correctly placed on the genomic RNA for cDNA synthesis. Thus, all basic factors required for 411

reverse transcription are functionally present in INLAI-treated virions, which nevertheless are 412

severely defective in reverse transcription. Several studies indicated that the first step of 413

reverse transcription (initiation and production of strong-stop cDNA) is inhibited [8, 12,13].414

This may indicate that the components, although present and active in INLAI-treated virions, 415

are not located at the right position at the right time.416



23

Since we could not observe any detectable change in the protein content of MUT-A417

inactivated HIV-1 neither in the packaging of viral RNA nor in exogenous RT activity, we 418

completed this analysis by inspecting further to the immunoreactivity of these MUT-A419

inactivated HIV-1 particles. We indeed found that these inactivated viruses exhibit conserved420

B and T cell immunoreactivity, comparable with that of non-treated HIV-1. MUT-A-inactivated 421

viruses were captured by multiple neutralizing and non-neutralizing polyclonal and 422

monoclonal anti-HIV Env antibodies with an efficiency comparable to that of non-treated 423

HIV-1. These results indicate that MUT-A-inactivated HIV-1 particles conserve various 424

important native epitopes for a B-cell immune response such as the CD4 binding site and V3 425

epitope on the gp120 Env surface subunit or the major proximal epitope of the gp41 TM 426

subunit.427

In addition to the exploration of the immunoreactivity of MUT-A-inactivated HIV-1 with 428

regards to this panel of neutralizing and non-neutralizing anti-Env antibodies, we studied if 429

these inactivated viruses were suitable to elicit a CD4+ and CD8+ T-cells immune response 430

when loaded ex-vivo on MDDCs isolated from subjects infected by HIV-1. We measured a431

strong CD4+ T helper cell proliferative response, comparable or even higher than that 432

induced by non-treated viruses. This indicates that MUT-A inactivated viruses are well 433

recognized by professional antigen presenting cells. In contrast, the CD8+ T cell proliferative 434

response was much weaker, but the meaning of this was not obvious since we also 435
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observed a very weak CD8 response against the SAE super antigen that was used as 436

positive control.437

These results suggest that MUT-A treatment during virus production did not alter the 438

conformation of epitopes at the surface of the virus. In fact, previous work has indicated that, 439

for MDDC, small amounts of antigen are sufficient for presentation on MHC molecules and 440

activation of T cells. Some of these approaches have been used with antigens from non-441

replicating viruses, including aldrithiol-2 (AT-2)-inactivated HIV-1 [38-40] or defective virus 442

[41]. As we describe in this report, MUT-A-inactivated virus conserves conformational and 443

functionally intact surface envelope proteins that can interact with T cells as well as with 444

surface receptors present on circulating dendritic cells and monocytes. One of the 445

advantages of MUT-A inactivation over other modes of inactivation such as AT2 treatment is 446

that MUT-A is an ARV compound in development and not a denaturing or toxic agent.447

448

Conclusions449

In conclusion, in this report we described a new type of INLAI, MUT-A which consisting of an 450

original scaffold, a 5-carbon thiophene group linked to carboxylic acid and tert-butyl moieties451

that are found in all INLAIs. We demonstrated that HIV-1 inactivated by MUT-A displays a 452

strong defect in infectivity. However, this strong infectivity defect did not correlate with 453

detectable change in the viral protein content, Gag maturation, viral RNA packaging and 454
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exogenous RT activity. In addition, from the point of view of both the B-cell immunoreactivity 455

against a panel of neutralizing and non-neutralizing anti-HIV-1 Env antibodies, as well as the 456

T CD4+ helper cell proliferative response, the MUT-A inactivated HIV-1 behaves like a strong 457

and efficient antigen capable to promote large B and T cells immune responses comparable 458

or even higher to non-treated virus. Up to date the only structural difference that has been 459

observed between INLAI-inactivated HIV-1 and non-treated virus is the formation of an460

eccentric core and misplacement of the genetic RNA material outside the viral core. The 461

work reported here concerning the B and T-cell immunoreactivities displayed by MUT-A462

inactivated HIV-1 suggests that the surface of such inactivated virions, which plays an463

essential role in eliciting B and T cell immune responses, seems to be unchanged. However, 464

all our work has been performed on X4 LAI HIV-1 isolate and on NL4-3, a lab-adapted virus. 465

It remains to be seen whether these observations could be extended to multiple HIV-1466

primary isolates. If this is the case, it would be worth to check whether the use of such 467

INLAI-inactivated viruses as immunogen suffices to raise a protective neutralizing antibody 468

response against HIV and could be used as therapeutic adjuvant to ART that could be tested 469

in a small animal model of HIV-1 infection. Interestingly, while this manuscript was in 470

preparation, Vranckx and colleagues [42] published a paper showing that LEDGINs can 471

relocate and retarget HIV integration in a HIV reservoir that is refractory to reactivation by 472

different latency-reversing agents, supporting the notion that this INLAI class of compounds 473
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could reduce reactivation of residual latent HIV. In a commentary on this work, Mesplede 474

and Wainberg ([43]) raise the question whether LEDGINs could be able to play a role in a 475

cure for HIV infection? The work presented here, together with that of Vranckx et al.,476

suggests that it is worthwhile to explore this possibility and that INLAIs could be exploited as 477

adjuvant for HIV cure and vaccine studies.478
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660

Figure legends:661

662

Figure 1. Impact of MUT-A on HIV-1 replication and production. A. Chemical structure of 663

MUT-A. B. SupT1 cells were infected with HIV-1 LAI and cultured in the absence or 664

presence of MUT-A (160 nM, 5x EC50). C. Protocol of HIV-1 production upon transfection of 665

293T cells with HIV-1 LAI plasmid, cultured with or without MUT-A. D. Virus produced in the 666

presence of absence of MUT-A was measured by CA-p24 ELISA after 48 h. Mock treated 667

cells were transfected with control plasmid pBluescript-SK+. Average values with SD are 668

shown (N=3). E. Protein content of HIV-1 produced in the presence or absence of MUT-A669

estimated by western blot using antibodies against Gag, Env, RT and IN viral proteins from 670

HIV-1, and compared with virus produced in the presence of the protease inhibitor 671

Saquinavir. F. The virus stocks produced in the presence or absence of MUT-A were used 672
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for infection of SupT1 T cells. No additional MUT-A was added during culturing. The CA-p24673

level in the culture medium was monitored by ELISA.674

675

Figure 2: HIV-1 RNA packaging and dimerization. Viral RNA was isolated from virion 676

particles produced in the presence or absence of MUT-A. For mock samples, RNA was 677

isolated from pBluescript-SK+ transfected cells. A. Virus RNA was analyzed on a denaturing 678

northern blot to measure RNA packaging. The position of the full-length 9 kb viral genome is 679

indicated. B. Quantification of the 9-kb viral RNA detected in panel A. The average value 680

(N=3) with SD is shown. C. Virus RNA was analyzed on a non-denaturing northern blot to 681

analyze the dimerization status. The position of the dimer and monomer are indicated. To 682

identify the position of the monomer, the viral RNA samples were incubated at 56°C for 10 683

min before analysis. D. The monomer and dimer bands observed in panel C were quantified 684

to measure the level of dimerization. The average value with SD is shown (N=3).685

686

Figure 3. Thermal stability of HIV-1 RNA dimers from viruses cultured in presence or 687

absence of MUT-A. A. Virion-derived RNAs were heated for 10 min at increasing 688

temperatures (40, 43, 46, 48, 50, 52, 54, 57 and 60°C) before analysis on a non-denaturing 689

northern blot. The dimer and monomer positions are indicated. B. The monomer and dimer 690
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RNA bands observed in panel A were quantified to calculate the level of RNA dimerization at 691

each temperature.692

693

Figure 4. Activity of virus-extracted Reverse transcriptase. HIV-1 was produced with or 694

without MUT-A. Virus supernatant was incubated with an MS2 RNA template and dNTPs to 695

reverse transcribe the template RNA. The activity of the RT enzyme was determined by 696

quantitation of the cDNA product by qPCR. Serial dilutions of AMV-RT were used to 697

generate a standard curve. Average values with SD are shown (N=2). Mock: supernatant of 698

cells transfected with control plasmid, pBluescript-SK+.699

700

Figure 5. tRNAlys3 occupancy of the HIV-1 RNA. HIV-1 RNA-tRNAlys3 complexes were 701

isolated from virions produced in the presence or absence of MUT-A and analyzed by primer 702

extension. Extension of the natural tRNAlys3 primer bound to the PBS yields a product of 703

257 nt. Extension of a heat-annealed CN1 primer results in a product of 151 nt. A. Both 704

tRNAlys3 and CN1 primers were extended by addition of exogenous HIV-1 RT (p66/51) 705

enzyme and dNTPs. The resulting DNA products were run on a denaturing polyacrylamide 706

gel. Lanes of one gel were merged. B. Schematic showing the primer extension assay. C.707

Quantification of the 257-nt band produced by the natural tRNAlys3 primer. D. Quantification 708

of the 151-nt band produced by the DNA primer CN1. E. tRNAlys3 occupancy of the PBS 709
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was determined by calculating the tRNA to CN1 product ratio. The average value with SD is 710

shown (N = 4). Mock: the RNA isolation procedure was performed on the supernatant of 711

cells transfected with control plasmid pBluescript-SK+.712

713

Figure 6: Immunoreactivity of HIV-1 produced in the presence or absence of MUT-A.714

A. Schematic of the antibody capture assay of native HIV-1 particles produced. The capacity 715

of the different antibodies to capture native HIV-1 particles was assessed by ELISA. HIV-1716

particles retained by the antibodies were lysed and quantified by CA-p24 detection by 717

ELISA. B. The different monoclonal and polyclonal antibodies used in virus-capture assays 718

are listed together with their specific target and their ability to neutralize HIV-1. Nonspecific 719

antibodies (polyclonal IgG HIV- and mAb Syn = Synagis) were used as negative controls. C.720

Quantitation by CA-p24 ELISA of native HIV-1 particles produced in the presence (red bars) 721

or absence (blue bars) of MUT-A that have been captured with the different antibodies used 722

at three different concentrations.723

724

Figure 7: T-cell proliferation induced by autologous MDDCs exposed to MUT-A-725

inactivated HIV-1 assessed by CFSE proliferation assay. Proliferation in response to 726

autologous MDDCs exposed to wt HIV-1 (NL4.3 DMSO) or MUT-A or AT-2 inactivated HIV-1727

in a 6-day co-culture was assessed in triplicates using the CFSE proliferation assay. MDDCs 728
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-1 Gag CA-p24. A 729

representative (out of 3 independent experiments) flow cytometry dot plots showing 730

lymphocyte gating strategy by FSC/SSC and CD3+ positive staining, as well as dot plots 731

showing CFSE dilution in gated CD3+ CD4+ T lymphocytes after in vitro stimulation with the 732

above mentioned virus or negative (medium) and positive SEA controls.733

734

Figure 8: CD4+ and CD8+ T-cell proliferation induced by autologous MDDCs exposed 735

to MUT-A-inactivated HIV-1. A. Proliferation in response to autologous MDDC exposed to 736

wt HIV-1 (NL4.3 DMSO) or MUT-A inactivated HIV-1 or AT-2-inactivated HIV-1 in a 6-day 737

co-culture was assessed in triplicates using the CFSE proliferation assay. MDDCs were 738

-1 (NL4.3 DMSO or MUT- -1 (NL4.3 AT-2) of 739

HIV-1 gag CA-p24. A representative (out of 3 independent experiments) flow cytometry dot 740

plots showing CFSE dilution in gated CD3+ CD4+ and CD3+ CD8+ T lymphocytes after in 741

vitro stimulation with the above mentioned viruses or negative (medium) and positive SEA 742

controls. B and C. Quantitation of T CD4+ (B) and CD8+ (C) proliferation in response to 743

autologous MDDC exposed to wt HIV virus (NL4.3 DMSO) or inactivated HIV virus (MUT-A744

or NL4.3 AT-2) in a 6-day co-culture was assessed in triplicates using the CFSE proliferation 745

assay. In all virus used, MDDCs were pulsed with one µg/ml of HIV gag CA-p24. Graph 746
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showing mean +/- SD of percentages of CFSE low CD3+ CD4+ (B) and CD3+ CD8+ (C) T 747

cells from 3 different co-cultures are represented.748

749

Figure 9: Cytokine secretion induced by autologous MDDCs exposed to MUT-A-750

inactivated HIV-1. Cytokine and chemokine secretion in response to autologous MDDCs 751

exposed to wt HIV-1 (NL4.3 DMSO) or MUT-A-inactivated HIV-1 (MUT-A 1uM) in 752

supernatants from a 6-day co-culture was assessed in duplicates by Luminex assay. Graph 753

representing mean +/- SD concentrations (pg/ml) of IL-12 (A), IFN-gamma (B), IL2-R (C), 754

and MIP-1beta (D) analyzed after 3 different co-cultures.755
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III - Evaluation de l’activité antirétrovirale de différents INLAIs sur 

la réplication du SIV 

L’infection expérimentale SIV de macaques, est un modèle qui permit d’accroître 

considérablement les connaissances sur la réponse immunitaire associée à l’infection VIH-1, 

notamment en présence de traitement ART, car elle induit le même spectre de troubles 

immunitaires que ceux observés chez l’Homme suite à l’infection VIH-1. Afin de pouvoir 

envisager à plus long terme de telles études dans un modèle simien, il est essentiel de tester 

le spectre d’activité de ces INLAIs sur la réplication du SIVmac. Les enzymes virales IN VIH-

1 et SIV possèdent la même architecture protéique, elles sont composées du domaine N-

terminal (NTD), du domaine central (CCD) contenant le site actif D64, D116, E152 et du 

domaine C-terminal (CTD). Il s’agit de protéines très conservées parmi l’ensemble des 

rétrovirus et l’interaction IN-LEDGF joue un rôle crucial dans l’étape d’intégration de la 

plupart des lentivirus animaux. Le domaine le plus conservé entre les IN VIH-1 NL4-3 et 

SIVmac 239 est le CCD avec 60% d’identité de séquence. Néanmoins des différences sur 

les résidus impliqués de manière directe ou indirecte dans l’interaction avec LEDGF sont 

observées ce qui suggère que l’activité antirétrovirale des INLAIs, ciblant l’interface IN-

LEDGF, observée sur la réplication du VIH-1 pourrait être différente contre d’autres lentivirus 

tel que le SIV.  

 

A - Les INLAIs inhibent la liaison LEDGF sur IN SIV in vitro  

 

Les INLAIs étant des inhibiteurs de l’interaction entre l’intégrase et son cofacteur LEDGF, 

nous avons utilisé une technique de transfert d’énergie par résonance de fluorescence 

(FRET) en temps résolu : HTRF (Homogeneous Time Resolved Fluorescence) [436] afin de 

tester leur activité sur l’interaction in vitro de l’IN du VIH-1 ou du SIV avec LEDGF.  

Dans un premier temps, des protéines recombinantes IN marquées ont dû être produites. 

Grâce à un don de l’équipe de P. Cherepanov [437], nous avons disposé d’une construction 

contenant le gène codant pour l’IN d’un virus de l’immunodéficience simienne de macaques 

(SIVmac 239) couramment utilisé dans les expérimentations de réplication SIV. Le domaine 

C-terminal de la protéine IN SIV est fusionné à un épitope 6His. Le plasmide codant pour 

cette protéine de fusion nommée IN-His SIV est représenté dans la figure 30A. La production 

de la protéine recombinante a été induite par l’ajout d’IPTG dans des bactéries pLysS 

transformées avec le plasmide codant pour IN-His SIV (figure 30B) suivi d’une étape de 
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purification par chromatographie d’affinité. Une protéine recombinante IN VIH-1 marquée 

6His en N-terminal (His-IN VIH-1) produite à Mutabilis est utilisée afin de faire le parallèle 

VIH-1/SIV dans l’ensemble des expérimentations HTRF réalisées par la suite. 

 

 

Figure 30 : Production de protéine IN-His SIV et principe du test d'interaction LEDGF-IN in vitro. 

(A) le plasmide codant pour la protéine IN du SIVmac 239 marquée 6His a été utilisé pour (B) la 

production de la protéine recombinante IN-His SIV. (C) Schéma du principe du test HTRF utilisé pour 

étudier l’interaction IN-LEDGF in vitro. 

 

Brièvement, la technique HTRF permet de quantifier l’interaction entre deux partenaires 

protéiques potentiels. Elle nécessite l’utilisation d’anticorps couplés à des fluorophores et 

reconnaissant dans notre cas les marques GST sur LEDGF et His sur les IN VIH-1 ou SIV. 

Les fluorophores utilisés sont de deux types, donneur ou accepteur, pour chacune de 

protéines cibles. Si les protéines testées sont capables d’interagir entre elles, la 

reconnaissance de chacun des partenaires par les anticorps permet le rapprochement des 

fluorophores auxquels ils sont couplés. Ainsi la stimulation du fluorophore donneur permet 
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un transfert de fluorescence au fluorophore accepteur proche et la fluorescence émise par 

celui-ci peut être mesurée. La distance du complexe protéique globale doit être comprise 

entre 70 et 90 Å afin de permettre ce transfert de fluorescence. Contrairement au FRET 

classique, la technique d’HTRF utilise des fluorophores émettant un signal sur des temps 

longs ce qui permet de diminuer considérablement le bruit de fond. Un schéma récapitulant 

le protocole HTRF utilisé pour étudier l’interaction IN-LEDGF in vitro est présenté dans la 

figure 30C. 

Des expérimentations de mise au point ont été réalisées afin de déterminer les conditions 

optimales à utiliser lors de ce test HTRF. Tout d’abord la reconnaissance spécifique des 

différentes marques, GST pour LEDGF et His pour IN VIH-1 et SIV respectivement, a été 

vérifiée par compétition (figure 31A). La protéine multi-marquée His-GST-Flag est utilisée 

comme complexe reconnu par le test HTRF car elle possède les deux marques GST et His 

ce qui permet ainsi l’émission de fluorescence lors de l’ajout des anticorps HTRF. Si les 

protéines GST-LEDGF, His-IN VIH-1 ou IN-His SIV sont correctement reconnues par les 

anticorps HTRF, l’ajout indépendant d’une gamme croissante de ces protéines permet 

l’inhibition de ce signal par compétition. Pour rappel, l’IC50 (half maximal inhibitory 

concentration) correspond à la concentration nécessaire d’une molécule pour induire 50% 

d’inhibition. Dans notre étude les IC50 des protéines GST-LEDGF et His-IN VIH-1 sont 

équivalentes (respectivement 6 et 13 nM) ce qui signifie qu’elles inhibent la reconnaissance 

de la protéine His-GST-Flag de manière similaire et qu’elles sont donc reconnues avec la 

même efficacité par les anticorps HTRF anti-GST ou anti-His respectivement. L’IC50 de la 

protéine IN-His SIV est un peu plus élevée (53 nM) ce qui suggère qu’elle est un peu moins 

bien reconnue par l’anticorps HTRF anti-His (figure 31A). Ces observations sont à prendre 

en compte mais n’empêche pas la suite des expérimentations sur l’interaction IN-LEDGF du 

SIV car la protéine IN-His SIV est tout de même reconnue par l’anticorps HTRF. 

Par la suite, nous avons étudié l’effet de la présence de DMSO ou de détergent (Tween-20) 

sur l’interaction LEDGF-IN VIH-1 ou SIV. Nous testons cela car les INLAIs synthétisées par 

Mutabilis sont resuspendues dans du DMSO et que la composition du tampon de réaction 

HTRF nécessite la présence de détergent, cependant une concentration trop forte de ces 

réactifs pourraient influencer négativement nos expérimentations. Pour cela les conditions 

optimisées pour le test HTRF de l’interaction LEDGF-IN VIH-1 par l’équipe travaillant à 

Mutabilis ont été utilisées en présence de doses croissantes de DMSO ou de Tween-20. De 

plus, deux types de format HTRF, variables dans l’ordre et le volume de dépôt des différents 

réactifs, ont été testés. L’ensemble de ces résultats présenté dans les figures 31B-D montre 

que les deux formats de dépôt sont équivalents et que l’ajout de DMSO ou de Tween-20 
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n’influe pas de manière drastique le signal HTRF. Ainsi nous avons choisi de nous placer 

dans un format 2-8-10 (2 µl de dilution des molécules + 8 µl de mix His-IN et Ac anti-His + 10 

µl de mix GST-LEDGF et Ac anti-GST) avec des concentrations finales Tween-20 à 0,005% 

et DMSO à 2,5%.dans la suite de nos expérimentations.  

 

 

Figure 31 : Mise au point des expérimentations HTRF afin d’étudier l'interaction LEDGF-IN VIH-

1 ou SIV in vitro.  

(A) Capacité des protéines recombinantes marquées GST-LEDGF, His-IN VIH-1 ou IN-His SIV à 

inhiber la reconnaissance de la protéine multi-marquée His-GST-Flag par les anticorps HTRF anti-

GST et anti-His. (B) Effet de la présence dans le tampon HTRF d’une gamme croissant de détergent 

Tween-20 sur l’interaction LEDGF-IN VIH-1 ou SIV. (C) Test du format de dépôt HTRF 2-4-4-10 : 2 µl 

de dilution des molécules + 4 µl de His-IN + 4 µl de GST-LEDGF + 10 µl de mix d’Ac anti-His et d’Ac 

anti-GST ou (D) format 2-8-10 : 2 µl de dilution des molécules + 8 µl de mix His-IN et Ac anti-His + 10 

µl de mix GST-LEDGF et Ac anti-GST. L’effet de l’ajout de DMSO, réactif dans lequel les molécules 

antirétrovirales sont resuspendues, est étudié en parrallèle des deux formats (C et D). 
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Le Delta F indiqué dans ces figures représente la quantification de l’écart entre les valeurs 

maximales et minimales obtenues dans chacune des conditions testées. Le delta F observé 

pour l’interaction LEDGF-IN SIV est environ six fois plus faible que celui de LEDGF-IN VIH-1. 

Ces observations peuvent être corrélées aux résultats précédents montrant que la protéine 

IN-His SIV est moins bien reconnue que la protéine His-IN VIH-1 (un facteur 4 est observé 

entre leur IC50) mais n’indiquent pas que l’interaction LEDGF-IN SIV n’est pas significative. 

Afin d’optimiser les conditions d’étude de l’interaction LEDGF-IN SIV nous avons également 

réalisé des expérimentations de gammes croisées en faisant varier la concentration de 

chacun des partenaires LEDGF et IN VIH-1 ou SIV ainsi que le couple d’anticorps HTRF 

donneur/accepteur utilisé.  

 

 

Figure 32 : Interaction LEDGF-IN VIH-1 ou SIV en présence d’une gamme croisée de chacun 

des partenaires.  

Effet de la présence d’une gamme croisée de 1 à 100 nM des protéines GST-LEDF et His-IN sur des 

expérimentations HTRF de l’interaction (A) LEDGF-IN VIH-1 et (B) LEDGF-IN SIV. Dans chacune de 

ces conditions, différents couples potentiels d’anticorps HTRF donneur/accepteur reconnaissant les 

marques GST ou His ont été testés sont également répertoriés (C). 

 

Les résultats obtenus montrent que le couple d’anticorps GST-K/His-d2, utilisé jusqu’à 

présent car définit comme optimal pour l’interaction LEDGF-IN VIH-1 dans les résultats 

préalablement obtenus chez Mutabilis, donne également le plus fort signal HTRF pour 
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l’interaction avec IN SIV (figure 32). Malgré le fait que le delta F soit beaucoup plus faible 

que le VIH-1, les meilleurs signaux HTRF sont obtenus en présence des protéines LEDGF 

ou IN à des concentrations de 10 ou 100 nM pour les deux types de lentivirus. Ainsi nous 

avons décidé de nous placer dans les conditions équimolaires de 10 nM de chaque 

partenaire dans la suite de nos expérimentations. 

Enfin une expérimentation permettant de tester la spécificité de l’interaction LEDGF-IN SIV 

observée était essentielle avant de réaliser des tests en présence de composés. Pour cela 

une protéine Flag-IN VIH-1, interagissant avec LEDGF, est utilisée comme compétiteur. Une 

gamme croissante de cette protéine est ajoutée afin de déterminer la concentration 

nécessaire pour dissocier l’interaction entre GST-LEDGF et His-IN VIH-1 ou IN-His SIV 

reconnue par les anticorps HTRF anti-GST en anti-His. Dans ce test, l’IC50 correspond donc 

à la concentration de Flag-IN VIH-1 nécessaire pour induire 50% d’inhibition LEDGF-IN de 

chaque lentivirus. L’IC50 de ce compétiteur sur les interactions de GST-LEDGF avec His-IN 

VIH-1 ou avec IN-His SIV est équivalente (figure 33A). Cela démontre que malgré le fait que 

le signal HTRF obtenu avec le SIV soit plus faible, les protéines recombinantes His-IN VIH-1 

et IN SIV-His ont une affinité comparable pour GST-LEDGF. Ainsi les effets des INLAIs sur 

le VIH-1 et le SIV pourront être comparés dans la suite de nos expérimentations. L’effet de la 

présence de différentes INLAIs a été testé en parallèle sur l’interaction entre la protéine 

GST-LEDGF avec His-IN VIH-1 d’une part ou IN SIV-His d’autre part dans les conditions 

équimolaires HTRF optimisées précédemment (figures 31-32).  

La société Mutabilis a synthétisé des inhibiteurs allostériques de l’interaction IN-LEDGF 

provenant de différentes séries chimiques de la famille des aryl ou heteroaryl-tertbutoxy-

acetic acid. Nous avons testé huit molécules différentes synthétisées par Mutabilis : 237 

(BDM1), 713 (BDM2), 851, 872, 884, 887 et 916 (WO 2014/053666 publié le 10/04/2014). 

Afin d’observer le spectre d’activité de plusieurs INLAIs sur l’interaction LEDGF-IN SIV et 

plus loin sur la réplication virale du SIV, nous avons ajouté à notre étude les molécules 

provenant d’autres familles chimiques : les composés possédant un motif quinoléine BI-D et 

BI-224436 (Boehringer Ingelheim) [438], le composé Naphtyl GS (Gilead) et la molécule 

SHG065 (Shionogi). Le composé BI-D étant le premier INLAI à avoir été décrit, il sert donc 

de molécule de référence dans l’étude d’inhibiteurs de l’interaction IN-LEDGF (INLAIs).  

L’ensemble des expérimentations réalisées et les IC50 obtenues sont répertoriés dans la 

tableau 2. Les pourcentages d’inhibition induits par les composés les plus représentatifs sont 

représentés dans les figures 33B à F. 
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A l’exception du composé SHG065 qui possède une IC50 de 2 micromolaires (µM). 

L’ensemble des INLAIs utilisés est capable d’inhiber in vitro l’interaction entre l’IN du VIH-1 

et LEDGF avec une IC50 inférieure au µM (tableau 2). Les composés les plus efficaces, 

aussi bien ceux synthétisés par Mutabilis que par Boehringer Ingelheim ou Gilead, ont une 

IC50 inférieure à la centaine de nanomolaires (nM). 

 

 

Figure 33 : Interaction in vitro entre LEDGF et l'IN du VIH-1 ou du SIV en présence d’INLAIs.  

Un test HTRF avec des anticorps reconnaissant les marques GST et His est utilisé. La compétition 

pour l’interaction avec GST-LEDGF des IN du VIH-1 et SIV marquées His est testée avec une 

protéine Flag-IN VIH-1 non reconnue (A). Les moyennes des pourcentages d’inhibition de l’interaction 

LEDGF-IN VIH-1 ou SIV induite par les composés BI-D (B), BDM1 (C), BDM2 (D), 884 (E) et 916 (F) 

sont représentés. Chaque expérience a été réalisée en duplicat technique. Nombre d’expériences 

indépendantes n≥ 3. 

 

A l’inverse de leur forte activité sur le VIH-1, la majorité de ces inhibiteurs semble beaucoup 

moins efficace pour inhiber l’interaction in vitro entre LEDGF et l’IN du SIV (tableau 2). Pour 

la molécule de référence BI-D, en comparaison avec les résultats obtenus pour le VIH-1, un 

décalage de l’IC50 pour le SIV est observé (figure 33B). Il en est de même pour d’autres 

composés synthétisés par Mutabilis tels que BDM1, BDM2 et 916 (figures 33C, D et F). Pour 

la plupart des INLAIs utilisés, ce décalage d’IC50 est supérieur à 100 fois. En effet pour ces 
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composés le ratio IC50 SIV sur IC50 VIH-1 est compris entre 100 et 500 (tableau 2). Ce qui 

signifie que ces inhibiteurs sont plus d’une centaine de fois moins efficaces pour inhiber in 

vitro l’interaction de LEDGF avec l’IN du SIV qu’avec celle du VIH-1. 

 

Tableau 2 : Activité de différentes INLAIs sur l'interaction in vitro IN-LEDGF du VIH-1 et du SIV. 

Le nombre d’expérimentations réalisées en duplicats, les IC50 sur le VIH-1 et le SIV ainsi que leur 

rapport SIV/VIH-1 sont répertoriés. Le ratio SIV/VIH-1 est normalisé avec les valeurs moyennes du 

plateau dans chaque condition. Les molécules ayant un effet similaire sur le VIH-1 et le SIV sont 

notées en gras. 

nom 

du composé 
IC50 VIH-1 (µM) 

Intervalle 95% de 
confiance IC50   

VIH-1 (µM)   
IC50 SIV (µM) 

Intervalle 95% de 
confiance IC50     

SIV (µM) 

Ratio 

SIV/VIH-1 

BI-D 0,05 0,044 - 0,067 7 5,48 - 8,89 141 

BI-224436 0,08 0,060 - 0,11 13 8,62 - 19,28 153 

GS 0,04 0,028 - 0,056 9 5,91 - 13,94 509 

SHG065 2 0,96 - 5,29 48 34,54 - 67,02 27 

BDM1 0,6 0,32 - 1,05 66 24,70 - 178,7 148 

BDM2 0,04 0,035 - 0,054 11 8,33 - 14,55 254 

851 0,4 0,25 - 0,50 0,8 0,58 - 1,21 2 

871 0,05 0,037 - 0,073 5 3,63 - 5,65 92 

872 0,3 0,1843 - 0,5103 3 2,93 - 4,10 12 

884 0,1 0,098 - 0,18 0,6 0,46 - 0,67 4 

887 0,03 0,020 - 0,051 24 17,99 - 32,62 897 

916 0,06 0,049 - 0,074 6 4,57 - 8,09 105 

 

 

Au contraire, le pourcentage d’inhibition induit par le composé 884 sur l’interaction entre 

LEDGF et l’IN du VIH-1 ou du SIV est équivalent (figure 33E). En effet le composé 884 

possède une IC50 sur le SIV de l’ordre de la centaine de nM, tout comme ce qui est observé 

sur le VIH-1. Il en est de même pour le composé 851 (tableau 2). Les molécules 851 et 884, 

synthétisées par Mutabilis, sont donc les seuls composés identifiés dans cette étude comme 

ayant une efficacité similaire pour inhiber l’interaction LEDGF-IN VIH-1 ou SIV in vitro. 

Cependant il est important que les molécules référencées comme 851 et 884 ont la même 
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structure chimique. Une étape de purification supplémentaire différencie la molécule 884 de 

la molécule 851. Ces informations confortent nos résultats car les deux molécules sont 

capables d’inhiber l’interaction LEDGF-N SIV in vitro avec une efficacité similaire, cependant 

pour la suite de notre étude nous ne sélectionnons que la molécule la plus pure 884. 

 

 

B - L’efficacité limitée des INLAIs sur la réplication du SIV 

 

Afin d’étudier l’activité de ces différents INLAIs sur la réplication du VIH-1 et du SIV, nous 

avons réalisé des expérimentations de CellTiter-Glo en multiples cycles d’infection sur des 

cellules MT4 en présence d’une gamme croissante d’inhibiteurs. Le CellTiter-Glo est un test 

de viabilité cellulaire par luminescence. Le nombre de cellules viables en culture est basé sur 

la quantification de la présence d’ATP qui est un indicateur de cellules métaboliquement 

actives. L’ajout du réactif CellTiter-Glo résulte en une lyse cellulaire immédiate et à la 

génération d’un signal luminescent proportionnel à la quantité d’ATP présent directement 

corrélé au nombre de cellules présentes dans le milieu de culture. Les cellules MT4 (Human 

T cell leukaemia) couramment utilisées dans les tests d’infection au VIH-1 [439] ont la 

particularité d’être sensibles à la cytotoxicité induite par l’infection virale. Le test de viabilité 

cellulaire CellTiter-Glo sur des cellules MT4 permet donc de mesurer et de corréler de 

manière directe la mortalité cellulaire à la réplication efficace des virus testés. Contrairement 

aux cellules CEMX174 (Fusion product of human B cell line 721.174 and human T cell line 

CEM), les cellules MT4 sont sensibles à la cytotoxicité induite par la réplication du SIVmac 

239. Cependant contrairement au VIH-1 dont les effets cytopathiques sont visibles dès 5 

jours après l’infection, il faut attendre 7 jours pour le SIV. Nous avons donc réalisé des 

expériences en multiples cycles d’infection (multiple rounds : MR) car les virus VIH-1 NL4-3 

et SIVmac 239 utilisés sont capables de se répliquer pendant les 5 à 7 jours suivants 

l’infection avant la lecture du test CellTiter-Glo. Dans le cadre d’expérimentations sur la 

réplication virale, le terme EC50 (half maximal effective concentration), définissant un 

pourcentage d’efficacité, est préféré à celui d’IC50 vu précédemment. 

Le Raltegravir (RAL), inhibiteur catalytique de l’intégrase (INSTI), possède une activité 

similaire sur le SIV et le VIH-1 [405]. Il est donc utilisé comme contrôle positif dans ces tests 

de réplication virale. Les valeurs de CellTiter-Glo obtenues lors de l’infection avec le VIH-1 

ou le SIV en présence de sa concentration maximale testée (2 µM) sont utilisées pour établir 

le seuil de 100% de protection. L’ensemble des expériences réalisées en présence des 
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différents inhibiteurs étudiés précédemment ainsi que leurs EC50 sont répertoriées dans le 

tableau 3. Les pourcentages d’inhibition induits par les contrôles et les molécules les plus 

représentatives sont représentés dans la figure 34. 

Comme attendu, le RAL inhibe efficacement à la fois de la réplication du VIH-1 mais 

également celle du SIV avec une EC50, de l’ordre du nM, comparable entre ces deux virus 

(figure 34A et tableau 3). Les molécules développées par Boehringer Ingelheim, BI-D et BI-

224436 sont les moins actives sur la réplication du VIH-1, avec respectivement une EC50 de 

300 et 80 nM. Dans ce test, les INLAIs les plus efficaces contre le VIH-1 ont une EC50 

comprise entre 2 et 6 nM. C’est le cas pour la plupart des composés synthétisés par 

Mutabilis, mais également pour le SHG065 (Shionogi) (tableau 3). En corrélation avec les 

résultats obtenus in vitro sur l’interaction LEDGF-IN (tableau 2), l’ensemble des INLAIs 

utilisés sont donc capables d’inhiber la réplication du VIH-1 dans des cellules MT4 en 

multiples cycles d’infection avec un EC50 inférieure au µM.  

 

 

Figure 34: Réplication du VIH-1 et du SIV en multiples cycles d’infection en présence d’INLAIs. 

Des cellules MT4 sont infectées avec une moi = 6,25.10-3 pour le VIH-1 et moi = 10-2 pour le SIV en 

présence d’une gamme de dilutions de différents inhibiteurs. Un test CellTiter-Go mesurant la viabilité 

cellulaire est utilisé 5 ou 7 jours après l’infection au VIH-1 ou au SIV respectivement. Les 

pourcentages de protection, de la cytotoxicité associée à l’infection, induite par les composés RAL (A), 

BI-D (B), BDM1 (C), BDM2 (D), 884 (E) et 916 (F) sont représentés. L’ensemble de ces 

expérimentations a été réalisé en duplicats avec n>3. 



135 
 

A la différence des effets observés sur la réplication du VIH-1, la molécule référence BI-D ne 

semble pas capable d’inhiber efficacement la réplication SIV dans des expérimentations de 

multiples cycles d’infection (figure 34B). Un écart important entre les EC50 sur le VIH-1 et le 

SIV est également visible, dans une moindre mesure, pour le BDM2 et le composé 916 

(figures 34D et F). De la même manière, la majorité des INLAIs utilisés dans ce test présente 

un décalage de leur activité sur SIV avec des ratios EC50 SIV/VIH-1 compris entre 650 et 

3000 (tableau 3). De plus des concentrations de BDM1 allant jusqu’à 50 µM ne permettent 

pas de protéger les cellules MT4 de la cytotoxicité induite par l’infection SIV (figure 34C). 

Des résultats similaires sont observés pour les composés 887, GS et SHG065 (tableau 3). 

L’ensemble de ces résultats démontre que, contrairement à ce qui est observé pour le VIH-1, 

la plupart des INLAIs sont peu ou pas capables d’inhiber la réplication du SIV en MR dans 

des cellules MT4. 

 

Tableau 3 : Activité de différents INLAIs la réplication en multiples cycles d’infection du VIH-1 

et du SIV.  

Les EC50 obtenues avec chacune des INLAIs sur le VIH-1 et le SIV, l’intervalle 95% de confiance de 

ces valeurs ainsi que leur rapport SIV/VIH-1 sont répertoriés dans cette table. Le ratio SIV/VIH-1 est 

normalisé avec les valeurs moyennes du plateau dans chaque condition. 

nom 

du composé 
EC50 VIH-1 (µM)      

Intervalle 95% de 
confiance  EC50 

VIH-1 (µM) 
EC50 SIV (µM)      

Intervalle 95% de 
confiance EC50 

SIV (µM) 

Ratio 

SIV/VIH-1 

BI-D 0,3 0,25 - 0,44 169 Ambigüe 706 

BI-224436 0,08 0,054 - 0,11 56 Ambigüe 649 

GS 0,04 0,030 - 0,046 x x x 

SHG065 0,006 0,0046 - 0,0088 x x x 

BDM1 0,03 0,021 - 0,032 x x x 

BDM2 0,005 0,0038 - 0,0071 11 8,5 - 14,83 2 194 

871 0,004 0,0029 - 0,0048 4 2,30 - 5,63 1 072 

872 0,06 0,039 - 0,079 5 3,70 - 5,57 61 

884 0,01 0,012 - 0,017 1 0,82 - 1,14 55 

887 0,004 0,0034 - 0,0053 x x x 

916 0,002 0,0016 - 0,0028 6 Ambigüe 3 050 

RAL 0,01 0,011 - 0,014 0,004 0,0033 - 0,0046 0,3 
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L’INLAI identifiée dans notre étude comme étant la plus efficace pour inhiber la réplication 

SIV est la molécule 884 avec une EC50 égale à 1 µM (tableau 3). Bien que ces résultats 

soient corrélés avec ce qui a été observé in vitro (tableau 2), le décalage entre l’activité 

inhibitrice du composé 884 contre le VIH-1 et le SIV est plus important sur la réplication que 

sur l’interaction IN-LEDGF. Sur IN-LEDGF les IC50 pour VIH-1 et SIV sont toutes deux de 

l’ordre submicromolaire (respectivement 100 nM et 600 nM), alors qu’en MR sur des cellules 

MT4 le composé 884 montre une EC50 de 1 µM sur SIV contre 10 nM sur VIH-1 (figure 34E 

et tableau 3). Cette différence d’activité de la molécule 884 est caractérisée par les variations 

de ratio SIV/VIH-1 de 4 sur l’interaction IN-LEDGF contre 55 sur la réplication (tableaux 2 et 

3). 

La molécule 884 inhibe donc l’interaction in vitro de LEDGF-IN VIH-1 ou SIV avec une 

efficacité comparable, cependant son activité sur la réplication virale est limitée car environ 

50 fois moins importante sur le SIV que sur le VIH-1. 

 

 

C - L’efficacité limitée des INLAIs sur la production et l’infectivité 

de virions SIV 

 

Sachant que l’inhibition des étapes tardives de la réplication du VIH-1 par les INLAIs conduit 

à une production de virions défectueux en infectivité [344], nous avons ensuite testé l’activité 

des INLAIs sur l’infectivité des virions VIH-1 et du SIV. Pour cela nous avons produit des 

virions en présence de différents inhibiteurs puis testé leur infectivité par CellTiter-Glo dans 

des expérimentations en multiples cycles d’infection (MR) de cellules MT4 comme décrit 

précédemment. 

Tous les antirétroviraux dont nous disposons étant resuspendus dans du DMSO suite à leur 

synthèse chimique, la production des stocks de virus sauvages VIH-1 et SIV est réalisée en 

présence de DMSO afin de se placer dans les mêmes conditions de production virale que 

lors de l’ajout d’INLAIs. Les particules virales VIH-1 ont été produites en présence d’un des 

composés les plus actifs synthétisés par Mutabilis, le BDM2. Les virions SIV ont, quant à 

eux, été produits en présence de la molécule 884 sélectionnée dans les expériences 

précédentes comme la plus active contre le virus simien. 

Des cellules MT4 ont été infectées avec une gamme croissante de ces différentes 

productions virales et l’infectivité de ces virions est étudiée par un test de CellTiter-Glo. Le 
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pourcentage de viabilité cellulaire est rapporté aux valeurs obtenues pour des cellules non 

infectées en présence de Triclosan qui est une molécule connue pour induire un effet 

cytopathique. La quantification de virus infectieux est rapportée en TCID50 (50% Tissue 

Culture Infective Doses) car cela représente la concentration d’agent pathogène nécessaire 

pour induire 50% d’effet cytopathique sur des tissus ou des cellules cibles. 

 

 

Figure 35 : Infectivité de virions VIH-1 ou SIV produits en présence d’INLAIs.  

Des particules virales VIH-1 ou SIV ont été produites dans des cellules 293T. (A) Des cellules MT4 ont 

été infectées avec des dilutions sérielles de VIH-1 produit en présence de BDM2, puis un test 

CellTiter-Glo a été réalisé cinq jours suivant l’infection. L’intégrité de la maturation protéique de ces 

virions a été vérifiée par western blot (B). Des virions SIV ont été produits selon le même protocole 

mais en présence de la molécule 884 et le test CellTiter-Glo a été réalisé sept jours après l’infection 

(D). Le DMSO est utilisé comme contrôle négatif pour l’ensemble des productions de stocks 

sauvages. Sous chaque graphique, la concentration initiale des stocks VIH-1 et SIV produits est 

indiquée. Les TCID50 obtenues dans les expérimentations en MR ainsi que le rapport stock 

inactivé/sauvage pour chaque condition sont également indiquées. Les expérimentations de CellTiter-

Glo ont été réalisées avec n >3. 
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Contrairement au VIH-1 produit en présence de DMSO qui induit un fort effet cytopathique 

sur les cellules MT4 avec une TCID50 de 650 pg/ml, lors de l’infection avec des virions 

produits en présence de BDM2 aucun effet cytopathique n’est décelé après cinq jours 

d’infection (figure 35A).  

Nous avons vérifié par western blot que la présence du composé BDM2 lors de la production 

de virions VIH-1 ne modifie pas l’intégrité de la maturation protéique des virions ainsi 

néoformés (figure 35B). De plus, les concentrations des stocks viraux produits en présence 

d’INLAIs ont été dosées par un test Elisa reconnaissant l’antigène CAp24 pour le VIH-1 ou 

CAp27 pour le SIV. La concentration des productions virales VIH-1 et SIV est équivalente 

que celles-ci soient réalisées en présence de DMSO ou de différents INLAIs (figures 35A et 

C). Cela démontre que la présence d’INLAIs dans les cellules productrices n’influence pas 

l’efficacité de la production virale, estimée en CAp24 ou CAp27 de virions VIH-1 ou SIV 

respectivement, dans des cellules 293T.  

Pour rappel, les cellules MT4 étant plus sensibles à la cytotoxicité induite par l’infection au 

VIH-1 que par le SIV, la mortalité cellulaire est visible dès cinq jours suivant l’infection au 

VIH-1, alors que sept jours sont nécessaires pour que cela soit visible pour le SIV (figures 

35A et C). Les virions SIV produits en présence de la molécule 884 sont environ 50 fois 

moins infectieux que les virus sauvages produits en présence de DMSO (figure 35C). 

Lorsqu’elle est ajoutée dans les cellules productrices, la molécule 884 synthétisée par 

Mutabilis possède donc une activité inhibitrice sur la réplication du SIV et sur l’infectivité des 

virions néoformés. Le BDM2 d’une part et le composé 884 d’autre part ont été sélectionnés 

parmi les molécules les plus efficaces contre le VIH-1 et le SIV respectivement. Cependant 

le décalage de TCID50 entre les virions produits ou non en présence d’INLAIs est seulement 

de 50 fois pour le SIV, alors qu’en 5 jours l’infectivité de virions VIH-1 produits en présence 

de BDM2 est indétectable. (figures 35A et C).  

En corrélation avec les résultats précédents, l’INLAI 884 sélectionnée comme la plus efficace 

pour inhiber l’interaction LEDGF-IN SIV in vitro n’est donc pas capable d’inhiber la réplication 

et l’infectivité des virions SIV avec la même efficacité que ce qui est observé avec le BDM2 

pour le VIH-1. Dans la suite de cette étude, nous avons donc cherché à déterminer quelle 

pourrait être la cause de l’efficacité limitée des INLAIs sur la réplication du SIV contrairement 

à ce qui est observé pour le VIH-1. 
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D - Les INLAIs n’induisent pas la multimérisation IN SIV in vitro  

 

Les INLAIs sont des inhibiteurs allostériques car en plus de l’inhibition de l’interaction 

LEDGF-IN, elles sont également capables d’induire une multimérisation non fonctionnelle de 

l’IN [341,345,352,360]. Les INLAIs inhibant l’interaction LEDGF-IN SIV avec une efficacité 

similaire que ce qui est observé pour le VIH-1, nous avons donc cherché à savoir si leur 

faible efficacité sur la réplication du virus simien pouvait être associée à un défaut de leur 

capacité à induire la multimérisation de l’IN SIV. 

Dans un premier temps, nous avons réalisé une PCR de la séquence codante de l’IN 

SIVmac 239 à partir de la construction de P. Cherepanov [437] avec des amorces contenant 

une séquence Flag afin de la cloner dans un nouveau plasmide pGEX. La construction 

résultante de ce clonage (figure 36A) code pour une protéine de fusion GST-IN-Flag SIV 

(avec la marque GST en N-ter et le Flag en C-ter). Cette protéine de fusion a été produite 

par transformation de bactéries puis purification par chromatographie d’affinité en présence 

d’une protéase PreScission afin de s’affranchir de la marque GST et ne conserver que la 

protéine recombinante d’intérêt IN-Flag SIV (figure 36B). Une protéine recombinante IN VIH-

1 marquée Flag en N-terminal (Flag-IN VIH-1) produite à Mutabilis est utilisée afin de faire de 

nouveau le parallèle VIH-1/SIV dans l’ensemble des expérimentations suivantes. Afin 

d’étudier la multimérisation IN-IN in vitro par HTRF il est nécessaire de disposer de deux 

types de marques pouvant être reconnues par les anticorps donneurs et accepteurs, ainsi 

nous utilisons les protéines IN-His SIV et His-IN VIH-1 décrites précédemment. 

Brièvement, le principe du test HTRF utilisé pour étudier la multimérisation IN-IN et basé sur 

ce qui a été décrit précédemment. Les protéines d’intérêt sont reconnues par des anticorps 

couplés à des fluorophores donneur/accepteur qui, s’ils sont assez proches, permettent un 

transfert de fluorescence pouvant être mesuré. Cette fois-ci les protéines interagissant sont 

toutes des IN, nous utilisons donc des anticorps HTFR anti-His et anti-Flag afin de 

reconnaitre les protéines His-IN et Flag-In pour le VIH-1 d’une part et les protéines IN-His et 

Flag-IN pour le SIV d’autre part. In vitro, l’intégrase libre du VIH-1 existe sous plusieurs 

formes : monomères, dimères et agrégats [293]. Dans ce test HTRF les IN-Flag et IN-His 

sont mises en contact et, comme elles conservent cette capacité d’oligomérisation, une 

interaction basale IN-IN est observée. Celle-ci définie le 0% de multimérisation. Les INLAIs 

étant capables d’induire une multimérisation aberrante non fonctionnelle de l’intégrase, la 

présence d’une dose croissante de ces molécules augmente fortement l’interaction IN-IN 

basale et donc le pourcentage de multimérisation. Le protocole HTRF utilisé pour l’étude de 

la multimérisation IN-IN in vitro est schématisé dans la figure 36C.  
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Figure 36 : Production de protéine IN-Flag SIV et principe du test de multimérisation IN-IN in 

vitro.  

(A) Un plasmide codant pour la protéine IN du SIVmac 239 marquée GST en N-terminal et Flag en C-

terminal a été cloné pour (B) la production après clivage par la protéase PreScission de la protéine 

recombinante IN-Flag SIV. Les fractions A3 à A4 sont celles où la protéine d’intérêt a été éluée. (C) 

Schéma du principe du test HTRF utilisé pour étudier la multimérisation IN-IN in vitro. 

 

Nous avons déterminé les conditions optimales pour ce test HTRF IN-IN. Comme 

précédemment, la reconnaissance spécifique de la marque Flag de la protéine recombinante 

IN-Flag SIV a été vérifiée par compétition avec la protéine His-GST-Flag (figure 37A). L’IC50 

de la protéine IN-Flag SIV pour inhiber la reconnaissance de la protéine multi-épissée est de 

18 nM, ce qui signifie qu’elle est reconnue par l’anticorps anti-Flag avec une efficacité 

similaire à la reconnaissance de la protéine His-IN VIH-1 par l’Ac anti-His vu précédemment 

(figure 31A, EC50 = 13 nM). Il est intéressant de noter que l’IC50 de la protéine IN-His SIV 
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était un peu plus élevée (figure 31A, EC50 = 53 nM) ce qui suggère que la protéine IN-Flag 

SIV est plus efficacement reconnue que son homologue IN-His SIV dans notre test HTRF.  

 

Figure 37 : Mise au point des expérimentations HTRF afin d’étudier la multimérisation IN-IN 

VIH-1 ou SIV in vitro.  

(A) Capacité de la protéine recombinante marquée IN-Flag SIV d’inhiber la reconnaissance de la 

protéine multi-marquée His-GST-Flag par les anticorps HTRF anti-Flag. (B) Effet de la présence dans 

le tampon HTRF d’une gamme croissant de DMSO sur l’interaction entre les sous unités IN-IN VIH-1 

ou SIV. (C) Effet de la présence d’une gamme croisée de 1 à 100 nM de chaque partenaire sur la 

multimérisation IN-IN SIV. Les différents couples d’anticorps testés dans ces conditions sont indiqués 

dans la figure 3C en remplacant Ac GST par Ac Flag. (D) L’inhibition de l’interaction LEDGF-IN en 

présence d’une gamme croissante de protéines IN marquées Flag non reconnue. 

 

L’effet de la présence de DMSO a également été testé sur la multimérisation IN-IN VIH-1 ou 

SIV (figure 37B). Pour cela les conditions optimisées pour le test HTRF IN-IN VIH-1 par 

l’équipe travaillant à Mutabilis ont été utilisées en présence de doses croissantes de DMSO. 

Les résultats obtenus montrent que l’ajout de DMSO n’influe pas de manière drastique le 

signal HTRF. Ainsi nous avons choisi de nous placer comme précédemment à une 
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concentration finale de DMSO à 2,5% dans la suite de nos expérimentations. Le signal 

HTRF des expérimentations de multimérisation IN-IN est plus faible que celui de l’interaction 

LEDGF-IN avec respectivement des delta F = 500 et 3 000 pour VIH-1 et 200 et 500 pour 

SIV (figure 31B et 37B). De nouveau un test de gammes croisées a été utilisé selon le même 

plan de plaque que précédemment en remplaçant les anticorps anti-GST par des anti-Flag 

(figure 32C) afin de déterminer les conditions optimales du test HTRF IN-IN SIV. Le couple 

d’Ac Flag-K/His-d2 est celui qui donne le signal le plus fort en présence de 100 nM de IN-His 

SIV et 10 nM de IN-Flag SIV (figure 37C). La nécessité d’avoir dix fois plus de IN-His 

s’explique peut-être par le fait qu’elle soit moins bien reconnue que IN-Flag SIV par les Ac. 

Enfin une expérience de compétition permettant de tester la capacité des protéines Flag-IN 

VIH-1 ou IN-Flag SIV à inhiber respectivement les interactions LEDGF avec His-IN VIH-1 ou 

IN-His SIV a été réalisée. Les conditions HTRF LEDGF-IN utilisées sont celles misent au 

point dans la partie A avec les anticorps anti-GST et anti-His. L’excès de protéine IN 

marquée Flag si elle est capable d’interagir avec l’un ou l’autre des partenaires reconnus 

permet d’inhiber l’interaction entre LEDGF-IN. Les IC50 des protéines Flag-IN VIH-1 ou IN-

Flag SIV pour inhiber leur interaction LEDGF-IN respectives sont équivalentes (figure 37D). 

Ces résultats ne permettent pas de statuer à proprement dit sur la spécificité des protéines 

Flag-IN VIH-1 ou IN-Flag SIV mais indiquent que leur capacité d’interagir avec His-IN VIH-1 

ou IN-His SIV est équivalente ainsi nous pourrons comparer les résultats VIH-1/SIV obtenus. 

Ainsi nous avons mis au point un test HTRF qui permet d’étudier la multimérisation IN-IN 

VIH-1 ou SIV dépendante des INLAIs. En effet en présence d’une gamme croissante 

d’INLAIs effectrices, le pourcentage de multimérisation des protéines IN marquées Flag et 

His se retrouvera donc augmenté. L’ensemble des INLAIs étudiés induit très efficacement la 

multimérisation de l’IN du VIH-1, avec des AC50 de l’ordre du nM. Les plus actives d’entre 

elles, dont la majorité des molécules synthétisées par Mutabilis, possèdent une AC50 

(concentration nécessaire pour induire 50% d’activation) inférieure à 10 nM (tableau 4).  

Les résultats précédents ont montré que les INLAIs synthétisés par Mutabilis les plus 

efficaces inhibent l’interaction de LEDGF-IN VIH-1 avec une EC50 comprise entre 30-50 nM 

(tableau 2). Cependant comme décrit dans la littérature, l’ensemble des INLAIs ont une plus 

forte efficacité pour induire une multimérisation IN-IN du VIH-1. En effet dans l’étude in vitro 

de cette oligomérisation, les molécules les plus actives affichent une AC50 inférieure à 10 

nM (tableau 4). Ces résultats confortent le fait que les molécules synthétisées par Mutabilis, 

comme l’ensemble des INLAIs, possèdent une capacité à induire une multimérisation 

aberrante IN VIH-1 plus forte que leur activité d’inhibition IN-LEDGF pour laquelle elles ont 

été initialement développées. 
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Tableau 4 : Activité de différentes INLAIs sur la multimérisation in vitro IN-IN du VIH-1 et du 

SIV.  

Les AC50 obtenues sur le VIH-1, les intervalles de 95% de confiance de ces valeurs ainsi que le 

plateau de multimérisation IN-IN pour chaque composé sont répertoriées. 

nom du composé 
AC50 VIH-1 

(nM) 

Intervalle 95% de 
confiance AC50 

VIH-1 (nM) 

Plateau 

(% multimérisation) 

BI-D 14 8,58 - 22,84 168 

BI-224436 7 4,55 - 10,58 356 

GS 12 9,27 - 16,02 422 

SHG065 15 7,69 - 30,67 250 

BDM1 27 18,43 - 38,31 281 

BDM2 9 6,52 - 12,21 415 

871 8 4,80 - 14,18 444 

872 7 4,01 - 11,94 340 

884 9 6,82 - 13,03 378 

887 13 9,27 - 17,30 362 

916 8 5,53 - 11,66 342 

 

 

Au contraire, aucun inhibiteur utilisé dans cette étude ne semble capable d’induire 100% de 

multimérisation des protéines IN du SIV, y compris lorsque des gammes allant jusqu’à la 

centaine de μM sont utilisées (figures 38A à E). Les valeurs des AC50 pour IN-IN SIV ne 

sont pas montrées car, aucune molécule n’atteignant 50% d’activation réelle (comprise entre 

100 et 250 pour le VIH-1), celles-ci ne sont pas significatives. En effet des gammes d’INLAIs 

jusqu’à 300 μM ont été utilisées pour étudier l’effet des INLAIs sur la multimérisation IN-IN du 

SIV, mais la plupart des composés testés n’induisent pas de multimérisation IN-IN comme 

c’est le cas pour le BI-D, le BDM1 et le BDM2 (figures 38A à C). Cela signifie que 

l’interaction IN-IN observée correspond au niveau basal d’oligomérisation de la protéine et 

que la présence de ces composés n’a donc aucun effet sur celle-ci. Néanmoins, certaines 

molécules semblent avoir une faible activité sur la multimérisation de l’IN SIV lorsqu’elles 

sont ajoutées à de fortes concentrations. En effet, lorsque les composés 884 et 916 sont 

utilisés à 300 μM, une augmentation de 200 % de multimérisation est observée (figures 38D 
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et E). Les valeurs maximales atteintes sur l’interaction IN-IN du VIH-1 avec ces molécules 

étant d’environ 350% (tableau 4), leur AC50 pour le SIV doit probablement être supérieure à 

100 μM. Sachant que les INLAIs 884 et 916 ont une AC50 sur VIH-1 inférieure à 10 nM, le 

ratio AC50 SIV/VIH-1 semble donc être supérieur à 10 000. Ces observations suggèrent que 

les INLAIs les plus actives contre SIV ont un effet sur la multimérisation IN-IN SIV environ 

10 000 fois moins efficace que sur IN-IN VIH-1. 

Il est important de noter que l’effet des INLAIs sur la multimérisation IN-IN du SIV, lorsqu’il 

est visible, n’est observable qu’à la concentration maximale testée et n’atteint pas de plateau 

(figure 38). Afin d’avoir des données significatives, il serait donc nécessaire d’ajouter à ce 

test un contrôle positif de l’oligomérisation IN-IN SIV. 

L’ensemble de ces résultats suggère que certaines INLAIs sont capables d’inhiber 

l’interaction de LEDGF avec l’IN du SIV avec une efficacité similaire à celle observée sur le 

VIH-1. Au contraire leur capacité à induire une multimérisation non fonctionnelle de l’IN du 

VIH-1, qui est leur activité la plus efficace, ne semble pas conservée contre l ‘IN du SIV. 

  

 

Figure 38 : Multimerisation in vitro de l'IN du VIH-1 ou du SIV en présence d’INLAIs.  

Un test HTRF avec des protéines recombinantes marquées His et Flag pour le VIH-1 ou le SIV est 

utilisé. Le pourcentage d’augmentation de l’interaction IN-IN du VIH-1 ou du SIV induite par les 

composés BI-D (A), BDM1 (B), BDM2 (C), 884 (D) et 916 (E) sont représentés.  
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E - Les INLAIs inhibent les étapes précoces de la réplication SIV 

 

Afin de tester l’efficacité des INLAIs synthétisés par Mutabilis sur les étapes précoces de la 

réplication du VIH-1 et du SIV, nous avons réalisé des expériences en cycle unique (single 

round : SR) d’infection dans des cellules TZM-bl. Ces cellules ont la particularité de 

comporter un gène rapporteur luciferase sous le contrôle d’un promoteur viral. Dans notre 

étude, ces cellules TZM-bl sont donc infectées par VIH-1 ou SIV en présence de gammes de 

concentrations de différentes INLAIs. Ainsi dans cet essai le dosage de la luciferase, dont 

l’expression est corrélée à l’activation du promoteur viral, est directement associé à 

l’infection. Les virus utilisés étant capables de se répliquer, le dosage de la luciferase est 

effectué 24h après l’infection afin de réaliser des expérimentations en cycle unique 

d’infection. Cela permet d’observer uniquement l’effet des INLAIs sur les étapes précoces de 

la réplication du VIH-1 et du SIV. 

Comme pour l’étude de la réplication virale dans les cellules MT4 (figure 34), le RAL est 

utilisé comme contrôle positif car il inhibe efficacement l’étape d’intégration à la fois du VIH-1 

et du SIV. Les valeurs de luciferase obtenues lors de l’infection avec le VIH-1 ou le SIV en 

présence de 2 µM de RAL correspondent au 100% de protection. Comme attendu, le RAL 

inhibe très efficacement les étapes précoces de la réplication du VIH-1 (figure 39A). Au 

contraire, des gammes allant jusqu’à 50 µM de BI-D, BDM1 ou 884 doivent être utilisées pour 

observer 100% de protection (figures 39B et C). Les EC50 contre le VIH-1 pour chacun de 

ces composés sont respectivement de 15, 11 et 8 µM dans ces expérimentations en SR sur 

des TZM-bl (tableau 5), alors qu’elles sont de 300, 30 et 10 nM lors d’infections en MR sur 

des cellules MT4 (tableau 3). Comme cela a déjà été observé, les INLAIs sont donc moins 

efficaces pour inhiber les étapes précoces que les étapes tardives de la réplication du VIH-1.  

En accord avec les résultats précédents, le BI-D et le BDM1 sont peu ou pas capables 

d’inhiber la réplication du SIV. Ce défaut d’inhibition est confirmé sur les étapes précoces du 

cycle viral car ces molécules affichent des EC50 proches ou supérieures au millimolaire 

(mM) dans les expérimentations en SR (tableau 5). Au contraire, la présence du composé 

884 protège les cellules TZM-bl de l’infection en SR par le SIV (figure 39D). Avec une EC50 

de 29 µM, son efficacité est du même ordre que celle contre le VIH-1 (tableau 5). 
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Figure 39 : Réplication du VIH-1 et du SIV en cycle unique d’infection en présence d’INLAIs. 

 Des cellules TZM-bl sont infectées avec une moi = 10-1 pour le VIH-1 et le SIV en présence d’une 

gamme de dilutions de différents inhibiteurs. Les TZM-bl possédant un gène rapporteur luciferase 

sous le contrôle d’un promoteur viral, un dosage luciferase est réalisé 24h après l’infection. Les 

pourcentages de protection à l’infection induits par les composés RAL (A), BI-D (B), BDM1 (C) et 884 

(E) sont représentés. L’ensemble de ces expérimentations a été réalisé en duplicats avec n>3. 

 

L’ensemble de ces résultats montre que le composé 884 est capable d’inhiber l’interaction 

IN-LEDGF ainsi que d’inhiber les étapes précoces de la réplication du SIV avec une 

efficacité similaire à ce qui est observé contre le VH-1. Cependant cette molécule semble 

avoir une activité limitée sur l’induction de la multimérisation non fonctionnelle de l’IN ainsi 

que l’inhibition de l’infection en multiples cycles du SIV. 
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Tableau 5 : Activité de différents inhibiteurs de l’IN sur les étapes précoces de la réplication du 

VIH-1 et du SIV.  

Le nombre d’expérimentations réalisées en duplicats, les EC50 obtenues avec chacune des INLAIs 

sur le VIH-1 et le SIV ainsi que leur rapport SIV/VIH-1 sont répertoriés dans cette table. Le ratio 

SIV/VIH-1 est normalisé avec les valeurs moyennes du plateau dans chaque condition. 

 

 

F - Les virus SIV mutants pour IN au niveau du site d’interaction 

avec LEDGF présentent un défaut d’infectivité 

 

Dans le but de restaurer le phénotype antiviral des INLAIs contre le VIH-1 sur le SIV. Nous 

avons généré des virus SIV comportant plusieurs mutations sur l’IN afin de les humaniser. 

Au regard de l’alignement de séquences de l’intégrase du VIH-1 et du SIV, des différences 

ont pu être observées, notamment au niveau du site d’interaction avec LEDGF, ce qui nous 

a permis de sélectionner les mutations qui pourraient être impliquées dans la diminution de 

l’efficacité des INLAIs contre le SIV. 

En collaboration avec le laboratoire de Marc Ruff, trois constructions de mutations 

« humanisantes » ont été sélectionnées sur l’IN: R95Q/ E125T, M128A et S171H/ E173K. 

Les différents virus SIV mutants produits à ce jour sont répertoriés dans la tableau 6. Le 

virus mutant comportant l’ensemble des modifications (SIV IN 5 mut) a été produit par le 

biais d’un gène synthétique, les doubles mutants (SIV mut1 et mut4) par mutagénèse 

dirigée. 

Les productions virales de ces différents virus ont été réalisées comme décrit précédemment 

dans des cellules 293T et l’intégrité de la maturation protéique des virions ainsi produits a 

été vérifiée par western blot (figure 40A). En effet aucune différence notable n’est visible 

entre les protéines virales des virus SIV WT ou SIV IN 5 mut aussi bien dans les cellules 

productrices que dans les virions eux-mêmes. De plus, la concentration des productions de 

nom du 
composé 

EC50 VIH-1 
(µM) 

Intervalle 95% de 
confiance  EC50 

VIH-1 (µM) 

EC50 SIV  
(µM) 

Intervalle 95% de 
confiance  EC50 

SIV (µM) 

Ratio 
SIV/VIH-1 

BI-D 15 5,57 - 42,31 1.107 Ambigüe x 

BDM1 11 3,15 - 35,67 920 Ambigüe 181 

884 8 4,67 - 14,78 29 1,97 - 410,7 4 

RAL 0,007 0,0048 - 0,0098 0,009 0,0061 - 0,013 1 
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virus mutants sont comprises entre 6,6 et 7,2.106 pg p27/ml contre 10.106 pour le virus 

sauvage (tableau 6). Cela démontre que l’introduction d’une ou plusieurs de ces mutations 

ne semble pas modifier de manière drastique l’efficacité de la production virale. 

 

Tableau 6 : Titres et concentrations de différents virus SIV mutants de l’IN. 

 

Des cellules TZM-bl ont été infectées avec des dilutions sérielles de chacune de ces 

productions virales. Ces cellules possédant également un gène βGal (β-Galactosidase) sous 

le contrôle d’un promoteur lentiviral, un titre en unités infectieuses (UI)/ml a pu être calculé 

après l’ajout de X-gal. A l’inverse de la concentration virale, le titre infectieux des productions 

de virus SIV mutants semble lourdement impacté par l’ajout de plusieurs mutations 

« humanisantes » (tableau 6). Ce phénomène est d’autant plus marqué pour le virus porteur 

des cinq mutations SIV IN 5 mut qui est près de 4 000 fois moins infectieux que le SIV 

sauvage. 

Des expériences préliminaires ont été réalisées afin de tester l’infectivité du SIV IN 5 mut sur 

les étapes précoces et tardives de la réplication, en comparaison au SIV sauvage. Pour cela, 

des cellules TZM-bl ont été infectées avec des dilutions sérielles de ces deux types de 

production virale et un dosage luciferase a été réalisé 24 heures après l’infection afin 

d’étudier la réplication virale en cycle unique d’infection. Le SIV sauvage est capable 

d’activer efficacement le promoteur viral de ces cellules. Au contraire le SIV IN 5 mut n’induit 

pas l’activation du gène luciferase, y compris à des concentrations supérieures à 105 pg 

p27/ml (figure 40B). L’insertion de ces cinq mutations simultanées sur l’IN du SIV provoque 

un défaut lors des étapes précoces de l’infection. Afin d’évaluer la capacité de réplication du 

SIV IN 5 mut en multiples cycles d’infection, une expérimentation de CellTiter-Glo sur des 

cellules MT4 a de nouveau été réalisée. En corrélation avec les résultats obtenus sur les 

étapes précoces, la présence du SIV IN 5 mut n’induit aucun effet cytopathique visible sur 

 mutations [pg p27/ml] Titre BGal (UI/ml) 

SIV WT x x x x x 10 000 000 1 415 500 

SIV IN 5 mut R95Q E125T M128A S171H E173K 6 600 000 380 

SIV mut1 x x x S171H E173K 8 130 000 23 800 

SIV mut4 R95Q E125T x x x 7 160 000 25 000 
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des cellules MT4 après sept jours d’infection, contrairement à ce qui est observé pour le SIV 

WT (figure 40C). Le virus SIV IN 5 mut semble donc être non infectieux.  

 

 

Figure 40 : Caractérisation de la production de SIV porteur de 5 mutations de l’IN.  

En parallèle de virus sauvages, des particules virales de SIV contenant 5 mutations de l’IN (R95Q, 

E125T, M128A, S171H et E173K) ont été produites dans des cellules 293T. La maturation protéique 

de ces virions a été observée par western blot (A). Des cellules TZM-bl (B) et MT4 (C) ont été 

infectées avec des dilutions sérielles de ces productions virales, puis un dosage luciferase et un test 

CellTiter-Glo ont été réalisés respectivement 24h ou sept jours après l’infection. 

 

L’ensemble de ces résultats montre que la substitution simultanée des acides aminés R95Q, 

E125T, M128A, S171H et E173K sur l’IN du SIV le rendent non infectieux. Les doubles 

mutants R95Q/E125T (SIV mut1) et S171H/E173K (SIV mut4) semblent avoir un phénotype 

d’infectivité intermédiaire (tableau 6).  

Le mutant unique M128A étant en cours de synthèse, pourrait être plus infectieux que les 

multiples mutants et nous pourrions ainsi tester l’effet des INLAIs sur un virus SIV porteur 

d’une intégrase humanisée.  
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MATERIEL ET METHODES 
 

Le matériel et méthodes des résultats développés dans les parties I et III des résultats sont 

décrits dans les publications associées. Le matériel et méthodes développé ci-dessous 

correspond à la deuxième partie de mes résultats sur la caractérisation de l’effet des INLAIs 

sur la réplication du SIV en comparaison à leur mécanisme contre le VIH-1. 

 

Antirétroviraux 

Le Raltegravir (RAL) utilisé comme contrôle a été obtenu de Selleck Chemicals. Les 

molécules BI-D et BI-224436 de Boehringer Ingelheim [438] GS de Gilead et la molécule 

SHG065 de Shionogi ont également été testées. 

Les autres composés testés 237 (BDM1 ou MUT-A), 713 (BDM2), 851, 872, 884, 887 et 916 

ont été synthétisés par Mutabilis (brevet WO 2014/053666 publié le 10/04/2014). 

 

Culture cellulaire 

Nous avons utilisé des cellules 293T (Human embryonic kidney, HEK) transformées par 

l’antigène grand T de SV40) et des cellules TZM-bl qui correspondent à une lignée cellulaire 

HeLa (cellules épithéliales d’adénocarcinome humain) exprimant le récepteur CD4 et les 

corécepteurs CXCR4 et CCR du VIH-1 modifiée afin de contenir séparément deux copies 

intégrées des gènes Luciferase et β-galactosidase sous le contrôle d’un promoteur VIH-1. 

Ces cellules adhérentes sont cultivées dans un milieu Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

(DMEM, GibcoBRL) complété avec 10% de Sérum de Veau Fœtal (SVF, Invitrogen) inactivé 

et 1% d’antibiotiques antimycosiques (50 UI/mL de pénicilline, 50 µg/mL de sulfate de 

streptomycine et 125 ng/mL d’amphotéricine B, GibcoBRL) à 37°C sous 5% de CO2. Les 

cellules MT4  (Human T cell leukaemia) en suspension sont cultivées dans un milieu 

Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI 1640, GibcoBRL) également complémenté 

avec 10% de SVF et 1% d’antibiotiques. 

 

Constructions virales 

Le plasmide codant pour la séquence complète du virus sauvage VIH-1 NL4-3 WT provient 

du NIH (NIH AIDS Research and Reference Reagent Program, Division of AIDS, NIAID) et le 
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plasmide codant pour le SIVmac 239 nous a été donné par Desrosiers [440]. Il s’agit d’un 

plasmide codant pour le provirus SIVmac 239 complet dont la séquence, vérifiée par criblage 

par diverses digestions enzymatiques, a été déposée au NIH (GenBank M33262) numéro du 

catalogue NIH #12249. 

Une partie de la séquence du gène pol du plasmide SIVmac239 a été amplifiée par PCR 

Platinium® PCR SuperMix HiFi (Life Technologies) à l’aide des amorces SIV239-F3391 et 

SIV239-R5705Bam puis après digestion SbfI/BamHI a été lié spécifiquement dans un 

plasmide vecteur pUC18 par la T4 DNA Ligase (Fermentas). Ce vecteur pUC18-Pol SIV sert 

de cassette afin d’y inséré un gène synthétique contenant les mutations d’intérêt R95Q/ 

E125T, M128A et S171H/ E173K sur IN via les sites BglII. Enfin cette cassette pUC18-Pol-IN 

5mut SIV permet le clonage de la séquence d’IN mutée dans le plasmide de départ codant 

pour le provirus SIVmac239 complet via les sites PacI/SbfI afin de produire le virus SIV IN 5 

mut. Les virus SIV mut1 (S171H/ E173K) et mut4 (R95Q/ E125T) ont été produits par 

mutagénèse dirigée dans la cassette pUC18-Pol SIV ensuite réinsérée de la même manière 

dans le plasmide SIVmac239. 

 

Séquence du gène synthétique IN 5 mut:  

agatctagggacttggcaaatggattgtacccatctagagggaaaaataatcatagttgcagtacatgtagctagtggat 

tcatagaagcagaggtaattccacaagagacaggagaacagacagcactatttctgttaaaattggcaggcagatggcct 

attacacatctacacacagataatggtgctaactttgcttcgcaaacagtaaaggcggttgcatggtgggcagggataga 

gcacacctttggggtaccatacaatccacagagtcagggagtagtggaagcaatgaatcaccacctgaaaaatcaaatag 

atagaatcagggaacaagcaaatcacgtaaaaaccatagtattaatggcagttcattgcatgaattttaaaagaagggga 

ggaataggggatatgactccagcagaaagattaattaacatgatcactacagaacaagagatacaatttcaacaatcaaa 

aaactcaaaatttaaaaattttcgggtctattacagagaaggcagagatcaactgtggaagggacccggtgagctattgt 

ggaaaggggaaggagcagtcatcttaaaggtagggacagacattaaggtagtacccagaagaaaggctaaaattatcaaa 

gattatggaggaggaaaagaggtggatagcagttcccacatggaggataccggagaggctagagaggtggcatagcctca 

taaaatatctgaaatataaaactaaagatct 

 

Production et dosage des stocks viraux 

Les cellules 293T ensemencées dans du DMEM contenant 10% de SVF sans antibiotiques 

(DMEM+/-) à raison de 4.106 cellules/boîte de Pétri 10 cm (B10, Corning) sont transfectées 

le lendemain avec 18 µl d’agent transfectant (X-tremeGENE HP DNA Transfection Reagent, 

Roche) et 6 µg du plasmide pNL4-3 ou pSIVmac239 dans un volume final de 200 µL 

d’OptiMEM (GibcoBRL) par B10. 24 heures post-transfection les cellules sont rincées dans 5 
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ml de PBS 1X (GibcoBRL) puis remises en culture dans 10 ml DMEM+/- par B10. 48 heures 

post-transfection, le surnageant de culture est récolté et filtré à 0,45 µM (Dutscher). Puis 

l’ultracentrifugation de ces surnageant permet de les purifier et de les concentrer afin 

d’obtenir les différents stocks viraux. Pour la production de virus en présence d’inhibiteurs, 

les cellules sont également rincées 24 heures post-transfection et sont remises en culture 

dans du milieu DMEM+/- contenant 0,5% final de DMSO pour les stocks non traités, BDM2 à 

2 µM pour le stock NL4-3 inactivé ou la molécule 884 à 40 µM pour le stock SIVmac 239 

inactivé. La suite du protocole de production est identique à ce qui est décrit plus haut. Une 

remarque, l’ultracentrifugation permet d’éliminer le milieu contenant les différents inhibiteurs 

et les stocks « inactivés » sont resuspendus dans du milieu DMEM sans inhibiteurs. 

Tous les stocks HIV-1 NL4-3 sont quantifiés par le dosage de la protéine virale CAp24 

mesurée par un kit alliance HIV-1 p24 Antigen ELISA (Perkin Elmer) alors que le dosage de 

la protéine CAp27 des stocks SIV est réalisé via le kit ELISA de l’antigène p27 (ZeptoMetrix).  

L’infectivité de chacun des stocks produits est également mesurée. Les cellules TZM-bl sont 

ensemencées à 104 cellules par puits de plaque 96 puits la veille de l’infection. Des gammes 

de dilutions de virus au 1/5 à partir du stock pur sont réalisées afin d’infecter de façon 

sérielle ces cellules TZM-bl. 24h post-infection, les cellules sont fixées pendant 15 mins avec 

de la glutaraldéhyde 0,5% , rincées deux fois au PBS puis colorées via l’ajout d’un tampon 

(ferrocyanure de potassium 4 mM, ferricyanure de potassium 4 mM, MgCl2 2 mM) contenant 

du 0,14 mg/ml de X-Galactosidase (Roche). Ainsi le comptage des cellules infectées 

colorées en bleu correspond au dosage de l’expression du gène β-galactosidase et permet 

de quantifier le nombre de cellules infectées correspondant au titre de chaque stock en 

(unités infectieuses) UI/ml. 

 

Multiples cycles d’infection 

Des expérimentations tests en présence d’une gamme de RAL au 1/3 allant jusqu’à 2 µM ont 

été réalisées avec différentes concentrations virales pour déterminer la moi de chaque virus 

à utiliser. Les cellules MT4 sont infectées en « pull » avec une moi (multiplicity of infection) 

de 6,25.10-3 UI/¢ pour le VIH-1 et une moi de 10-2 UI/¢ pour le SIV. 2 heures post-infection 

les cellules sont rincées puis ensemencées en plaque 96 puits à raison de 105 cellules/puits 

dans du milieu RPMI complet en présence d’inhibiteurs. La gamme de RAL est réalisée avec 

des dilutions au 1/3 allant jusqu’à 2 µM et les INLAIs avec des gammes au 1/5 allant jusqu’à 

3 µM pour HIV-1 et 100 µM pour SIV. Un test de viabilité cellulaire utilisant le CellTiter-Glo 

luminescent reagent (Promega) est réalisé 5 ou 7 jours post-infection respectivement pour le 
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VIH-1 ou le SIV. Dans ce modèle cellulaire, la cytotoxicité étant directement corrélée à 

l’infectivité des virions en multiples cycles d’infection nous avons déterminé ainsi la 

concentration effective pour induire 50% de protection (EC50) de différents composés. Des 

conditions de cellules infectées en présence de DMSO à 0,5% ou de RAL à 2 µM sont 

utilisées pour chaque expérimentation comme contrôle négatif ou positif respectifs du 

pourcentage de protection de la réplication virale globale du VIH-1 et du SIV. 

 

Cycle unique d’infection 

Tout comme pour les expérimentations en multiples cycles d’infection, des tests en présence 

d’une gamme de RAL montant à 2 µM ont été réalisées pour déterminer la moi de chaque 

virus à utiliser. Les cellules TZM-bl sont infectées en « pull » avec une moi = 10-2 UI/¢ pour le 

VIH-1 et le SIV. 1 heure post-infection les cellules sont rincées puis ensemencées en plaque 

96 puits à raison de 104 cellules/puits dans du milieu DMEM complet en présence 

d’inhibiteurs. Les mêmes gammes que celles décrites précédemment sont utilisées à 

l’exception faite que les gammes d’INLAIs allant jusqu’à 100 µM sont utilisées pour le VIH-1 

et le SIV. Sachant que les cellules TZM-bl possèdent un gène codant pour la luciferase sous 

le contrôle d’un promoteur viral, un dosage de la luciferase utilisant le One-Glo luminescent 

reagent (Promega) est réalisé 24 heures post-infection afin d’observer les étapes précoces 

de la réplication VIH-1 et SIV. De nouveau les conditions DMSO et RAL 2 µM servent de 

contrôles indispensables au calcul des EC50 de chaque composé. 

 

Western blot 

Les protéines des stocks de virions VIH-1 et SIV sont dénaturées dans du tampon de 

migration Laemmli 2X (Sigma-Aldrich) contenant du SDS et du β-mercapto-éthanol puis par 

chauffage à 95°C pendant 5 mins. La récolte des cellules productrices des stocks de virus 

SIV WT et SIV IN 5 mut se fait par grattage, centrifugation et les cellules sont ensuite lysées 

à 4°C dans du tampon de lyse RIPA (50 mM Tris HCL pH 7,4, 2 mM EDTA, 300 mM NaCl et 

1% de NP-40) complété avec un cocktail d’inhibiteur de protéases PI (Roche) pendant 30 

mins. Les lysats cellulaires sont obtenus après centrifugation à 13200 rpm pendant 10 mins 

à 4°C puis élimination des culots contenant les débris cellulaires puis leur concentration 

protéique est déterminée par la méthode de dosage Bradford (Pierce). 

 Les protéines sont ensuite séparées en fonction de leur poids moléculaire par 

électrophorèse sur un gel de polyacrylamide 12% dans un tampon de migration (25 mM Tris, 
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192 nM de glycine pH 8,3 0,1% SDS) puis transférées sur une membrane PVDF 

(Immunobilon-P, Millipore) dans un tampon de transfert (25 mM Tris, 192 nM de glycine, 

SDS pH 8,3 complété avec 0,1% SDS et 20% d’éthanol) pendant 2h à 150 V ou pendant la 

nuit à 20 V. Les membranes sont saturées dans du TBS 0,05% Tween 20 (Sigma-Aldrich) 

contenant 5% de lait pendant 1h sous agitation puis incubées avec l’anticorps primaire dilué 

dans du TBS 0,05% Tween 20 5% de lait environ 2h à température ambiante ou pendant la 

nuit à 4°C. Les membranes subissent 4 lavages de 10 mins dans du TBS 0,05% Tween 20 

puis elles sont incubées avec l’anticorps secondaire couplé à la peroxydase HRP 

correspondant, également dilué dans du TBS 0,05% Tween 20 5% de lait, pendant 45 mins 

à température ambiante. Une dernière série de 4 lavages est réalisé puis la révélation des 

signaux chémio-luminescents est faite grâce au réactif ECL Prime (GE Healthcare). 

Les anticorps primaires suivant ont été utilisés en western blot pour reconnaitre les épitopes 

viraux du VIH-1 : anticorps monoclonal de souris anti-CAp24 VIH-1 Gag (ARP366 ; National 

Institute for Biotechnology), anticorps de lapin anti-RT VIH-1 (NIH), anticorps monoclonal de 

souris anti-IN VIH-1 (IN-2 ou sc-69721 ; Santa Cruz Biotechnology), anticorps monoclonal de 

souris anti-Env TMgp41 (41A, Hybridolab) et anticorps monoclonal de souris anti-Env VIH-1 

SUgp120 (110H ; Hybridolab). 

Pour reconnaitre les épitopes du SIV nous avons utilisés : anticorps monoclonal de souris 

anti-CAp27 SIV Gag (KK64 ; NIH), anticorps monoclonal de souris anti-gp120 SIV (KK8 ; 

NIH), anticorps monoclonal de souris anti-gp41 SIV (KK841;NIH) et anticorps de lapin anti-

Nef SIV (ARP4007 ; NIBSC). 

Les anticorps secondaires contre les immunoglobulines G couplées à l’HRP de souris 

(Polyclonal Rabbit anti-Mouse Immunoglobulins/HRP) ou de lapin (Polyclonal Swine anti-

Rabbit Immunoglobulins/HRP) de chez Dako sont utilisés pour les western blot. 

 

Construction et purification des protéines recombinantes 

La protéine GST-LEDGF a été produite et purifiée à l'IGBMC (Marc Ruff). 

Le plasmide codant pour la protéine recombinante His-IN VIH-1 a été décrit précédemment 

[441] et le protocole ayant permis le clonage du plasmide Flag-IN VIH-1 ainsi que la 

production de la protéine correspondante sont décrits la publication éditée dans 

Retrovirology [350]. 

Le plasmide codant pour la protéine IN-His SIVmac 239 nous a été donné par P.Cherepanov 

[437]. Des cellules BL21 DE3 pLysS (Merck) ont été transfectées avec ce plasmide et la 



156 
 

production de la protéine recombinante IN-His SIV a été induite par 0,5 mM IPTG 

(Invitrogen) ajouté à un milieu LB supplémenté avec 10% de sucrose, puis purifiée par 

chromatographie d’affinité. A l’aide des amorces OL786 et OL787 nous avons amplifié par 

PCR avec l’enzyme Platinium® PCR SuperMix HiFi (Life Technologies) la séquence IN SIV 

contenu dans ce plasmide en ajoutant une marque Flag en C-term. Après purification sur 

colonne (BioBasic) le produit de PCR IN-Flag SIV a ensuite été digéré avec les enzymes de 

restriction BamHI et XhoI afin d’être ligué spécifiquement dans un plasmide vecteur pGEX-

6P1 (GE-Healthcare) par la T4 DNA Ligase (Fermentas). La protéine IN-Flag SIV codée par 

ce plasmide a également été transformée dans des cellules pLysS et purifiée par 

chromatographie d’affinité sur colonne GSTrap HP (GE-Healthcare) en présence de la 

protéase PreScission afin d’éliminer spécifiquement la marque GST. 

Les culots cellulaires bactériens correspondant à 1l de culture à une DO de 600 nm sont 

resuspendus dans 3,5 ml de tampon A (50 mM HEPES pH 7,5, 1M NaCl, 5mM MgCl2, 2 mM 

BME, 7mM CHAPS, + Cocktail d’inhibiteur de protéases PI (Roche) + Benzonase ~ 1000 U 

i.e 5 µL). 20 g de billes de verre 150-212 µm sont ajoutés puis les cellules sont lysées par 

vortex pendant 10 mins à température ambiante. Les extraits cellulaires obtenus sont 

resuspendus dans 3 fois 15 ml de tampon A + PI et ultracentrifugés à 30 000 rpm pendant 

1h. Après élimination du culot cellulaire, le surnageant est déposé sur des colonnes GSTrap 

HP (GE Healthcare) préalablement équilibrées avec du tampon A. La colonne est rincée 

avec du tampon A jusqu’au retour à une DO basale (280 nm). La protéase Prescission est 

diiluée dans 10 ml de tampon A et déposée sur la colonne puis la colonne est incubée 

pendant la nuit à 4°C. Le lendemain, le flux de tampon A est relancé afin d’éluer toute la 

quantité de protéine disponible et des fractions de 2 ml sont collectées. La protéine de fusion 

non clivée, la GST relarguée et la protéase Prescission retenues sur la colonne sont ensuite 

éluées avec du tampon A contenant 20 nM de Glutathion. L’analyse des différentes fractions 

obtenues est réalisée par migration sur gel SDS-PAGE Bis-Tris acrylamide 10% NuPAGE, 

dans du tampon MES (Invitrogen). Les fractions contenant la protéine d’intérêt sont ensuite 

regroupées et concentrées. 

 

Interaction IN-LEDGF in vitro 

Comme décrit dans la partie résultats, des expériences préliminaires de mise au point ont 

été nécessaires pour définir les conditions optimales de tampon, de format, de couple 

d’anticorps ou de concentrations de protéines pour nos tests HTRF IN-LEDGF. 
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Les essais HTRF sont réalisés en plaque 384 puits (Corning) dans un tampon IN-LEDGF 

(tampon HT50 1X :50 mM HEPES pH 7,3, 300 mM NaCl, 4 mM MgCl2, 0,010% Tween-20, 

supplémenté de 0,4 M KF, 0,1% BSA et1 mM DTT). 2 µl de gammes sérielles d’inhibiteurs 

(préalablement dilué au 1/3 dans du DMSO 25%) sont pré incubés pendant 30 mins à 

température ambiante avec 8 µl de mix IN contenant 10 mM IN marquée His avec 1X 

d’anticorps monoclonal anti-His conjugué au fluorophore d2 (Cisbio). Ensuite 10 µl de mix 

LEDF composé de 10 mM LEDGF marquée GST avec 1X d’anticorps monoclonal anti-GST 

conjugué au fluorophore K (Cisbio) sont ajouté dans la plaque et celle-ci est incubée pendant 

2h à température ambiante. La lecture de la fluorescence en temps résolu (excitation à 337 

nm, double émission à 620 nm et 667 nm) est réalisée sur l’appareil PHERAstar. Le ratio 

HTRF est converti en pourcentage d’inhibition, grâce aux contrôles en présence de RAL et 

DMSO, afin de calculer l’IC50 (concentration nécessaire pour induire 50% d’inhibition) de 

chaque molécule pour chacune des interactions LEDGF-IN VIH-1 ou SIV. 

 

Multimérisation IN-IN in vitro 

Comme cela a également été décrit dans la partie résultats, des expériences de mise au 

point ont été nécessaires pour définir les conditions optimales des tests HTRF IN-IN. 

Les essais HTRF IN-IN sont également réalisées en plaque 384 puits dans un tampon 

HTR50 1X supplémenté avec 800 mM KF, 0,1% BSA et1 mM DTT. Le format de dépôt 

utilisé est différent de celui HTRF IN-LEDGF. 2 µl de gammes sérielles d’inhibiteurs sont pré 

incubés pendant 30 mins à température ambiante avec 4 µl de protéine IN marquée Flag à 

25 nM pour VIH-1 et 10 mM pour SIV.Puis 4 µl de protéine IN marquée His à 25 nM pour 

VIH-1 et 100 mM pour SIV sont ajoutés et la plaque est incubée pendant 3h à température 

ambiante. Enfin 10 µl de mix d’anticorps monoclonaux 1X anti-Flag-K et anti-His-d2 sont 

ajoutés et de nouveau incubés pendant 2h à température ambiante. La lecture de la 

fluorescence est réalisée comme décrit précédemment. 

 

Tableau 7 : Liste des amorces utilisées 

Nom des amorces Séquence (5’ à 3’) 

SIV239-F3391 CACACCCTGCAGGACTAGCAAAAAG 

SIV239-R5705Bam CAGTGGATCCTGTAGATCTTTAGTTTTATATTTCAGATATTTTATG 

OL786 TCCCCGGGATCCTTCTTGGAAAAGATAGAGCCAGCAC 

OL787 TCCCCGCTCGAGTTACTTGTCATCGTCGTCATCCTTGTAGTCTGCCACCTCTCTAGCCTCTCC 
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DISCUSSION ET CONCLUSION 

 

Les traitements antirétroviraux actuels ciblant majoritairement les enzymes virales comme la 

RT (reverse transcriptase) et la PR (protéase) sont très efficaces. Les recherches menées 

dans ce domaine depuis ces dernières années s’intéressent également au développement 

d’inhibiteurs de la troisième enzyme virale IN (intégrase). Ces antirétroviraux nommés 

INSTIs sont des inhibiteurs catalytiques de l’IN car via la fixation sur le site actif de l’enzyme 

ils inhibent efficacement l’étape d’intégration du cycle de réplication du VIH-1. Malgré 

l’efficacité des thérapies actuelles, l’éradication du VIH-1 n’est pas encore envisageable. En 

effet l’émergence de virus multirésistants contre l’ensemble des classes d‘antirétroviraux et 

l’existence de réservoirs viraux de latence sont certains des facteurs à l’origine de rebonds 

de la virémie chez les patients traités et illustrent la nécessité de développer de nouveaux 

agents thérapeutiques innovants. 

Parmi les cibles des antirétroviraux en cours de développement, l’intégrase conserve 

toujours une place de choix car son rôle est essentiel dans la réplication virale du VIH-1 et 

que des fonctions équivalentes aux siennes sont absentes dans les cellules humaines. Le 

principal cofacteur de l’IN du VIH-1 est la protéine cellulaire LEDGF/p75 (Lens Epithelium-

Derived Growth Factor). Il s’agit d’une protéine nucléaire liée à la chromatine et son 

interaction avec l’IN permet de cibler les régions transcriptionnellement actives du génome 

de l’hôte afin que le provirus y soit préférentiellement intégré [433]. Le rôle clé de l’interaction 

IN-LEDGF lors de l’étape d’intégration du VIH-1 en fait une cible thérapeutique de premier 

ordre afin d’inhiber l’IN par un mécanisme d’action différent de celui des INSTIs. 

Dans cette optique et suite à l’élucidation de la structure en trois dimensions de l’interface 

entre un dimère IN et son cofacteur LEDGF, différentes approches ont permis la découverte 

de petites molécules capables de se fixer efficacement sur l’interface de l’IN permettant la 

liaison de LEDGF. Cette classe d’antirétroviraux d’un nouveau genre ciblant une interaction 

protéique hôte-virus est décrite comme ayant une double activité antirétrovirale. En effet ces 

molécules inhibent les étapes précoces de la réplication du VIH-1 mais également, et de 

façon surprenante, ciblent de manière plus efficace les étapes tardives ce qui entraine la 

production de virions défectueux en infectivité. Mon projet de thèse, réalisé en partenariat 

avec la société biopharmaceutique Mutabilis, s’est intéressé à la caractérisation de l’activité 

antirétrovirale d’une nouvelle classe d’INLAIs selon deux axes: (1) l’approfondissement des 

mécanismes d’action de ces INLAIs sur les étapes tardives de la réplication du VIH-1 ; (2) 

l’appréciation de leur spectre d’activité sur la réplication du virus de l’immunodéficience 

simienne (SIV). 
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I - Mécanisme d’action des INLAIs : inhibition de deux étapes 

distinctes de la réplication du VIH-1 
 

Le mécanisme d’action des INLAIs a été étudié dans notre première publication de 

Rétrovirology « Dual inhibition of HIV-1 replication by integrase- LEDGF allosteric inhibitors 

is predominant at the post-integration stage ».  

Les INLAIs sont considérés comme des inhibiteurs allostériques car leur fixation sur l’IN, non 

pas sur son site actif mais au niveau de sa région d’interaction avec LEDGF, induit l’inhibition 

de cette interaction et empêche également l’activité catalytique de l’IN lors de l’intégration du 

VIH-1. 

La société biopharmaceutique Mutabilis a développé de nouveaux inhibiteurs candidats de 

cette interaction hôte-virus. Ces molécules dérivent de plusieurs séries chimiques originales 

de la famille des aryl ou heteroaryl-tertbutoxy-acetic acid. La molécule Mut101 présentée 

dans la publication parue dans Retrovirology fait partie des premiers composés synthétisés 

chez Mutabilis dont la structure quinoline est proche de celle du BI-D (Boehringer Ingelheim). 

La molécule BDM1 (ou MUTA) est le meilleur candidat d’une série chimique différente 

possédant un motif thiophène. 

Afin de confirmer l’appartenance de ces molécules à la classe des inhibiteurs allostériques 

de l’IN nommés INLAIs, plusieurs expériences ont été réalisées afin de vérifier dans un 

premier temps leur capacité d’inhibition de l’interaction IN-LEDGF et de l’étape d’intégration. 

Il a également été démontré que, outre l’activité inhibitrice de l’interaction IN-LEDGF, 

MUT101 et la famille des INLAIs avaient une deuxième activité biochimique, à savoir celle de 

potentialiser les interactions entres sous-unités de IN en provoquant la multimérisation de IN. 

Pour cela la co-cristallisation d’un dimère des domaines catalytiques (CCD) de l’intégrase en 

présence d’INLAIs a été réalisée et a permis de mettre en évidence que Mut101 se fixe 

efficacement sur cette interface CCD-CCD IN qui est le domaine de liaison à LEDGF. Des 

expériences in vitro ont également montré que Mut101 est capable d’induire une inhibition de 

l’interaction IN-LEDGF avec une efficacité (IC50) comparable à celle décrite dans la 

littérature pour d’autres types d’INLAIs [342]. De plus, Mut101 inhibe les réactions in vitro de 

3’ processing et de transfert de brin médiées par l’IN lors de l’étape d’intégration de la même 

manière que la molécule référence BI-D. Une expérience de « time-of-addition » (TOA) en 

cycle unique d’infection avec un virus Δenv pseudotypé VSVG a montré que Mut101 se 

comportait dans ces conditions d’une manière similaire au raltegravir (RAL), à savoir comme 

un inhibiteur spécifique de l’étape d’intégration.  
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Les infections en simple cycle permettent d’étudier, avec des virus Δenv non réplicatifs, 

uniquement les étapes précoces de la réplication, jusqu’à l’intégration et l’expression du 

provirus. En revanche, les essais cellulaires de multiples cycles d’infection avec des virus 

réplicatifs représentent la réplication du VIH-1 dans son ensemble regroupant donc les 

étapes précoces et tardives du cycle. En comparant l’activité antiretrovirale de MUT101 en 

cycle unique et multiples d’infection, nous avons été surpris de constater que l’activité en 

cycle unique était beaucoup plus faible que l’activité en cycles multiples. Ce résultat 

suggérait que MUT101 ne se comporte pas comme un simple inhibiteur de l’intégration et 

faisait suspecter une activité antirétrovirale supplémentaire à une étape plus tardive du cycle 

viral. De plus, le traitement de cellules productrices par MUT101, ne ciblant donc que les 

étapes tardives du cycle viral, a permis de confirmer la double activité antirétrovirale des 

INLAIs. L’efficacité des INAIs étant étonnamment beaucoup plus forte dans les étapes 

tardives qu’au niveau de l’intégration. Ainsi, la double activité biochimique des INLAIs 

correspondait à une double activité antirétrovirale. Ces observations ont ensuite été 

corroborés avec plusieurs molécules de la classe des INLAIs [343,350,352] .  

La perte de liaison de MUT101 sur l’interface CCD-CCD IN étant concomitante avec la perte 

d’activité dans les étapes tardives cela démontre que la double activité antirétrovirale des 

INLAIs est effectivement liée à leur fixation sur IN au niveau du site d’interaction de LEDGF. 

Afin d’expliquer le fait que ces deux activités différentes des INLAIs soient associées à un 

seul site de liaison sur une seule cible spécifique, nous avons été les premiers à proposer un 

modèle de compétition avec LEDGF. L’activité précoce des INLAIs au niveau de l’intégration, 

se déroulant dans le noyau, est liée à l’inhibition de l’interaction IN-LEDGF. Cette activité est 

contrecarrée par la compétition de LEDGF, protéine nucléaire très abondante, qui possède 

le même site de liaison sur l’IN que ces inhibiteurs. En revanche, leur activité tardive au 

niveau de la maturation des virions est liée à la deuxième activité biochimique des inhibiteurs 

qui est d’induire une multimérisation non fonctionnelle de l’IN. Cette activité se situant dans 

le cytoplasme, un environnement dépourvu de LEDGF, elle ne souffre pas de la compétition 

rencontrée dans le noyau au niveau de l’intégration. Ce modèle a été validé par le fait que 

dans des cellules LEDGF-/- l’activité inhibitrice à l’étape d’intégration (estimée en cycle 

unique d’infection) est bien meilleure que dans des cellules LEDGF +/+ et est équivalente à 

l’activité globale (estimée en cycles multiples d’infection). 

Ainsi, nous avons pu démontrer que les INLAIs, en tant qu’inhibiteurs d’une interaction 

protéine-protéine ont un mécanisme d’action tout à fait original et inattendu avec quatre 

caractéristiques majeures: (1) leur activité antirétrovirale au niveau de l’intégration du VIH-1 

en inhibant l’interaction IN-LEDGF, (2) leur caractère allostérique associé à leur simple 

liaison sur IN, indépendamment de LEDGF, qui entraine un remaniement conformationnel de 
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l’IN aboutissant à sa multimérisation anormale, (3) leur double activité antirétrovirale, 

l’inhibition de l’interaction IN-LEDGF et de l’intégration dans le noyau et l’inhibition des 

étapes tardives dans le cytoplasme via la multimérisation anormale de l’IN, (4) leur sensibilité 

à la compétition du partenaire cellulaire LEDGF de leur cible virale IN. Le mécanisme 

d’action des INLAIs est en réalité beaucoup plus complexe que leur simple effet d’inhibition 

d’interaction protéine-protéine pour lequel ils ont été initialement développés. 

 

II - Etude structurale des virus VIH-1 inactivés par les INLAIs et de 

leur réactivité immunologique 
 

Cette étude a fait l’objet du manuscrit « The HIV-1 integrase-LEDGF allosteric inhibitor MUT-

A impairs virus maturation and infectivity but does not influence RNA packaging or virus 

immunoreactivity » en cours de révision. 

 

A - Les INLAIs induisent la production de virions eccentriques 

défectueux en infectivité 

 

L’activité antirétrovirale des INLAIs dans les étapes tardives de la réplication du VIH-1 

conduit à la production de virions ayant un défaut d’infectivité lorsqu’ils sont mis en contact 

de nouvelles cellules cibles en l’absence d’inhibiteurs [344,352]. Comme en présence de BI-

D, nous avons montré que l’ajout de la molécule MUT-A (ou BDM1) dans les cellules 

productrices induit la libération de virions non infectieux. Ces particules virales ne présentant 

pourtant pas de défaut au niveau de leur maturation protéique ont également été 

caractérisées. L’empaquetage et la dimérisation de l’ARN viral au sein des virions ne sont 

pas altérés par la présence de BDM1. De plus ces particules virales contiennent l’enzyme 

transcriptase inverse (RT) sous forme fonctionnelle et l’ARNt cellulaire tous deux 

indispensables pour le démarrage de la transcriptase inverse dans les cellules cibles 

nouvellement infectées. Cependant plusieurs études ont montré que le défaut d’infectivité 

des virions produits en présence d’INLAIs est lié au fait qu’ils ne parviennent pas à achever 

l’étape de transcription inverse dans les cellules cibles [343,344,352]. 

Des études de microscopie électronique ont montré que jusqu’à 90% des virions produits en 

présence de différents types d’INLAIs dont le BI-D arborent une structure dite eccentrique 
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[343,354]. Il s’agit d’une structure particulière où le complexe RNP (ribonuléoprotéine), 

composé de l’ARN viral et de protéines NC (nucléocapside), se retrouve à l’extérieur du core 

au niveau de la membrane virale. Il serait donc intéressant de réaliser des expériences de 

microscopie électronique sur les virions produits en présence de BDM1 pour vérifier que 

comme d’autres INLAIs cette molécule est associée à l’apparition de cette structure 

eccentrique particulière.  

Le mécanisme reliant la multimérisation non fonctionnelle de l’IN induite par les INLAIs et le 

défaut d’infectivité des virions produits n’est pas encore totalement élucidé. Les INLAIs sont 

capables de se fixer à l’IN dans des virus aussi bien « entrants » dans les cellules cibles, lors 

de l’étape d’intégration dans le noyau en compétition avec LEDGF, mais également 

« sortants » dans les cellules productrices, en se liant à l’IN dans le cytoplasme en l’absence 

de compétition. Une des hypothèses pour expliquer leur activité optimale sur les étapes 

tardives serait que les INLAIs perturbent la réplication virale en se liant sur les précurseurs 

polypeptidiques Pr160gag-pol contenant l’IN en cours de synthèse [344]. Il serait donc 

intéressant d’étudier si les INLAIs sont également capables d’induire un multimérisation non 

fonctionnelle des précurseurs Pr160gag-pol via l’IN dans les virions néosynthétisés ce qui 

pourrait ainsi perturber la maturation des particules virales.  

Sachant que la présence d’ARNv est nécessaire à la formation de structure comprenant des 

complexes RNP eccentriques, une seconde hypothèse de l’action des INLAIs vient d’être 

récemment proposée. Kessl et al. ont montré que l’IN est capable de se lier de manière 

directe et spécifique à l’ARN viral génomique au sein des virions [442]. La production de 

virus porteurs de mutations au niveau de ce site de fixation sur l’IN est corrélée à la 

formation de particules virales eccentriques non infectieuses. De manière intéressante ils ont 

également suggéré que cette interaction IN-ARN viral dans les virions est inhibée lorsque la 

production virale se déroule en présence d’INLAIs. Bien que la forme d’oligomérisation 

fonctionnelle de l’IN au sein du virion ne soit pas totalement établie (probablement des 

tétramères), les INLAIs sont capables d’augmenter la multimérisation de l’IN à l’intérieur des 

virions [343,344,352]. Ainsi la multimérisation aberrante de l’IN induite par les INLAIs, dont 

les molécules synthétisées par Mutabilis, semble affecter la maturation normale des 

particules virales. Le mécanisme d’action des INLAIs sur les étapes tardives de la réplication 

du VIH-1 pourrait être, au moins en partie, associé à leur capacité d’induire une 

accumulation d’agrégats IN au sein des virions empêchant ainsi l’interaction fonctionnelle IN-

ARN viral génomique qui semble jouer un rôle dans la morphogénèse virale. Dans l’étude de 

Kessl et al., la présence d’INLAIs (BI-D) dans les cellules productrices inhibe la liaison de l’IN 

sur l’ensemble de l’ARNv génomique dans les virions. Cette activité est spécifique des 

INLAIs car l’interaction IN-ARNv dans des virions VIH-1 porteur de la mutation de résistance 
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aux INLAIs A128T est comparable à celle observée pour des virions sauvages. Il serait donc 

intéressant de tester l’effet d’autres séries chimiques d’INLAIs, telles que les molécules 

synthétisées par Mutabilis, sur la capacité de l’IN à lier spécifiquement l’ARNv en réalisant 

des expériences de CLIP (cross-linking immunoprecipitation) permettant de définir les 

protéines liées spécifiquement à l’ARN. 

Les mécanismes et les interactions moléculaires requis pour une morphogénèse virale 

correcte ne sont pas encore bien connus à l’exception du rôle de la NC dans la condensation 

du complexe RNP [443]. Cependant le complexe NC-ARNv est essentiel mais pas suffisant 

pour une morphogénèse virale correcte et l’interaction IN-ARNv semble également impliquée 

dans la formation de virions infectieux [442]. Il est important de noter que des différences de 

la liaison de l’IN et de la NC ont été mises en évidence sur de nombreuses régions de 

l’ARNv génomique. Par exemple, l’IN mais pas la NC montre une forte préférence de liaison 

dans la région TAR (trans activation response). Au contraire, l’IN ne se lie pas au Psi 

(packaging element) qui est la région de liaison préférentielle de la NC. Le pattern distinct 

des sites de liaison de l’IN et de le NC sur l’ARNv génomique suggère que ces protéines 

virales peuvent le lier simultanément à l’ARNv et permet d’envisager une action combinée de 

l’IN et de la NC dans la formation et la localisation correcte du complexe RNP à l’intérieur du 

core viral.  

L’IN sous forme libre est peu soluble, mais son cofacteur cellulaire LEDGF est capable de 

stabiliser la protéine virale sous forme d’un tétramère soluble [236,281,295]. Comme les 

virions VIH-1 produits en présence ou en absence de LEDGF ont une infectivité similaire 

[357], LEDGF ne semble pas impliqué dans la morphogenèse des particules virales. Cela 

soulève la question de savoir comment les formes fonctionnelles IN sont maintenues dans 

les virions après le clivage protéolytique du précurseur Gag-Pol. Kessl et al. ont défini un 

ratio de 4 sous unités d’IN se liant à une molécule d’ARNv afin de former des points de 

nucléation reliant différentes molécules d’ARN entre elles [442]. L’interaction IN-ARNv 

semble être « mutualiste » car elle parait « profitable » aux deux interactants. La liaison à 

l’ARNv pourrait assurer l’incorporation et la stabilisation sous forme fonctionnelle de l’IN à 

l’intérieur de la particule virale et l’IN semble à son tour contribuer à l'architecture correcte du 

complexe RNP en compactant les deux copies du génome viral via la liaison et la formation 

de ponts entre plusieurs régions différentes de l’ARNv dans des virions matures et infectieux. 

Néanmoins il est important de noter qu’environ 200 copies d’IN pour seulement deux copies 

identiques d’ARNv génomique sont empaquetées au sein d’une seule particule virale VIH-1. 

Il est par exemple possible que l’interaction IN-ARNv exerce un effet lors des étapes 

d’assemblage des particules virales au sein de la cellule productrice, notamment sur le 
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précurseur polypeptidique de l’IN Pr160gag-pol. Il n’est également pas exclu que l’IN possède 

un ou des rôles supplémentaires au cours de la morphogénèse virale encore méconnus qui 

pourraient eux aussi être la cible des INLAIs. 

Sachant que les enzymes virales RT et IN jouent un rôle essentiel dans la réplication du VIH-

1 elles sont les cibles privilégiées des thérapies antirétrovirales développées à ce jour. Les 

traitements antirétroviraux utilisés actuellement pour cibler l’IN sont basés sur 

l’administration d’un inhibiteur catalytique de l’IN (INSTI) et il est préconisé de le combiner 

avec deux inhibiteurs de la RT. Les patients en échec thérapeutique suite à ce type de 

traitement développent dans la majeure partie des cas des mutations de résistance 

simultanées sur les deux enzymes virales cibles ce qui induit une double insensibilisation 

concomitante aux inhibiteurs de RT et d’IN. Au regard de l’existence de réseaux de 

coévolution de l’IN et de la RT, nous pouvons supposer que ces protéines virales peuvent 

s’influencer l’un l’autre au niveau de leur fonctionnalité au cours de la réplication virale. En 

effet il a notamment été montré que la nature de la RT influence fortement l'efficacité du 

processus d'intégration médiée par l’IN. La caractérisation du ou des rôle(s) de l’interaction 

IN-RT au cours de la réplication virale pourrait nous permettre d’améliorer nos 

connaissances sur les différentes fonctions de l’IN sur l’ensemble des étapes du cycle 

réplicatif du VIH-1. Il serait également intéressant d’étudier si, comme pour les INSTIs, des 

mutations simultanées sur la RT et l’IN confèrent une résistance croisées aux INLAIs et aux 

inhibiteurs de la RT. 

 

B - Les INLAIs, potentiels agents thérapeutiques aux multiples 

facettes 

 

La société Mutabilis a développé des molécules faisant partie de la classe des INLAIs qui 

possèdent une activité antirétrovirale puissante sur la réplication du VIH-1. L’efficacité des 

INLAIs, y compris le composé Mut101, est maintenue sur des virus porteurs de mutations de 

résistance à différentes classes d’antirétroviraux dont les INSTIs [350]. A ce jour aucun 

inhibiteur de cette famille n’a été soumis à un essai clinique. Boehringer Ingelheim (BI) avait 

tenté d’initier une étude de phase I avec l’inhibiteur BI224436, mais cet essai a été 

abandonné très rapidement pour une raison inconnue. Depuis BI s’est retiré du champ des 

antirétroviraux et a licencié son inhibiteur à Gilead. La molécule sélectionnée par Mutabilis 

comme son meilleur candidat est actuellement en phase de développement préclinique. D’ici 
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une ou deux années, une validation de l’utilisation des INLAIs en essai clinique de phase II 

peut être envisagée.  

Malgré l’apparition de résistances aux INLAIs, la combinaison de ces inhibiteurs 

allostériques de l’IN avec des inhibiteurs catalytiques INSTIs est certainement une voie 

thérapeutique d’avenir. En effet, la nature synergique de l’activité des INSTIs et des INLAIs 

suggère la potentialité de la mise au point d’un traitement combinant ces deux classes 

d’antirétroviraux. De plus, les INLAIs inhibant efficacement la réplication des virus résistants 

aux INSTIs leur utilisation dans un traitement de seconde intention des patients en échec 

thérapeutique lié aux INSTIs est également envisageable. 

Nous avons également testé l’immunoréactivité des virions produits en présence du BDM1. 

Les résultats obtenus montrent que ces virions inactivés non infectieux conservent une 

capacité de reconnaissance et de présentation par les cellules dendritiques aux lymphocytes 

T similaire à des particules virales non traitées. Les cellules dendritiques stimulées par les 

virions produits en présence de BDM1 permettent ainsi l’activation des lymphocytes T CD4+ 

et CD8+ tout comme les virus sauvages. De plus, l’étude de la production de cytokines et 

chimiokines dans le milieu de co-culture montre que ces virions sont capables d’induire une 

réponse immunitaire spécifique de type Th1 toujours avec une efficacité comparable à ce qui 

est observé avec des virions VIH-1 non traités. Dans un autre registre, nous avons observé 

que les épitopes de virus produits en présence de BDM1 ou non traités sont reconnus de 

manière similaire par un panel d’anticorps neutralisants ou non neutralisants spécifiques de 

l’enveloppe virale. Cela suggère que la réactivité immunologique des virions n’est pas 

altérée par la présence d’INLAIs lors de la production virale. L’ensemble de ces résultats 

montre que la production de virions en présence d’INLAIs, ici le BDM1, n’influence pas la 

structure glycoprotéique de l’enveloppe virale et permet ainsi le maintien d’une 

immunoréactivité T et B du même ordre que des virions sauvages.  

Les multiples populations de VIH sont caractérisées par une grande diversité génétique. 

Cette diversification est associée à une grande variabilité antigénique qui joue un rôle 

essentiel dans l’échappement du VIH-1 à la réponse immunitaire de l’hôte et demeure 

encore aujourd’hui l'un des obstacles majeurs pour le développement d'une stratégie 

vaccinale efficace. Sachant que la variabilité génétique de la protéine d’enveloppe virale, 

notamment au niveau de la boucle V3 de la gp120, est l’un des obstacles majeurs à 

l’élaboration de vaccins préventifs basés sur l’utilisation d’anticorps neutralisants à large 

spectre (bNAbs), les virions inactivés par BDM1 maintenant une intégrité de leur 

glycoprotéine d’enveloppe pourraient être testés comme immunogène pour la production de 

ce type d’anticorps. En effet, les bNAbs sont depuis longtemps considérés comme la 
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protection vaccinale optimale car ils sont associés à la prévention de la plupart des 

pathologies virales répertoriées à ce jour. Le trimère de glycoprotéine d’enveloppe du VIH-1 

est aujourd’hui définit comme l’immunogène potentiel majeur pour activer la réponse B et la 

production de bNAbs. Les virus inactivés en présence d’INLAIs produites par Mutabilis 

arborant une enveloppe virale sous une forme native, avec une structure des virions 

globalement bien conservée excepté le caractère excentrique des RNP du core viral, ils 

pourraient donc représenter de bons candidats en tant qu’immunogènes pour tester leur 

capacité à induire par immunisation la production d’anticorps de type bNAbs contre le VIH-1. 

Cependant de nombreuses expériences test, telle que le degré d’inactivation de ces virions 

en modèle animal d’infection in vivo et la vérification de la stimulation de lymphocytes B 

naïfs, sont nécessaires avant d’envisager à plus long terme une exploitation en ce sens de 

ce type d’immunogène. 

Une des limites importantes pour l’éradication du VIH-1 est l’existence de réservoirs de 

latence. Les réservoirs cellulaires de latence, constitués majoritairement de lymphocytes T 

CD4 mémoires, sont caractérisés par un état d’infection non productif mais réversible après 

réactivation. Ces cellules ont une demi-vie longue (44 mois) durant laquelle la réactivation 

peut avoir lieu et permettre la production de nouvelles particules virales [148]. Le laboratoire 

de Stéphane Emiliani a montré que la protéine cellulaire LEDGF joue un rôle dans 

l’établissement de la latence via le recrutement des protéines cellulaires IWS1 et SPT6 sur 

les régions LTR du provirus ce qui empêche l’expression du génome viral intégré [158]. En 

effet, la déplétion de la protéine LEDGF entrave la réactivation du VIH-1 dans des cellules en 

culture. En plus de leur activité inhibitrice de l’interaction IN-LEDGF, étape nécessaire au 

ciblage de l’intégration dans des régions transcriptionnellement actives du génome de l’hôte, 

il a été mis en évidence que les INLAIs entrainent également une relocalisation de 

l’intégration sur de nouvelles régions cibles. Ce changement de ciblage de l’intégration sur 

des régions moins actives transcriptionnellement semble être associé à la formation d’un 

réservoir de latence réfractaire à la réactivation du VIH-1 [444]. Ainsi un nouveau modèle de 

stratégie utilisant les INLAIs pour diminuer la réactivation des réservoirs de latence a été 

proposé et il serait intéressant de tester l’effet de différents types d’INLAIs, notamment ceux 

développés par Mutabilis, sur la réactivation de réservoirs de latence du VIH-1. 
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III - Un modèle simien envisageable pour l’activité des INLAIs ? 
 

Cette étude qui correspond à la dernière partie de mes résultats, fera l’objet d’un manuscrit 

aujourd’hui en préparation. 

Le virus de l’immunodéficience simienne (SIV) cause chez leurs hôtes non naturels, 

notamment chez les macaques, une infection persistante associée la déplétion progressive 

de lymphocytes T CD4+ provoquant des symptômes similaires au SIDA chez l’Homme [391]. 

Le SIV de macaques (SIVmac) est donc considéré comme le modèle animal le plus 

biologiquement relevant et le plus largement utilisé pour étudier l’infection par le VIH-1 et le 

SIDA dans son ensemble. Sachant que l’interaction IN-LEDGF joue un rôle crucial dans 

l’étape d’intégration de la plupart des lentivirus animaux [280] et que le virus SIVmac a été 

identifié comme un bon outil d’étude de l’effet des mutations de résistance aux INSTIs [403], 

nous avons testé le spectre d’activité de différents INLAIs sur la réplication du SIV. 

Dans le but de comparer l’efficacité de composés provenant de différentes familles 

chimiques d’INLAIs, nous avons testé plusieurs molécules synthétisées par Mutabilis 

nommées 237 (BDM1), 713 (BDM2), 851, 872, 884, 887 et 916 et nous avons ajouté à notre 

étude les composés BI-D et BI-224436 (Boehringer Ingelheim), le composé GS (Gilead) et la 

molécule SHG065 (Shionogi). Le composé BI-D étant le premier INLAI à avoir été décrit, il 

sert donc de molécule de référence dans l’étude de cette classe d’antirétroviraux. 

Le Raltegravir (RAL), comme tous les INSTIs inhibiteurs catalytiques de l’intégrase, possède 

une activité similaire sur le SIV et le VIH-1 [405]. En effet nous avons confirmé ces résultats 

dans nos expériences en cycle unique (EC50 RAL VIH-1 de 7 nM et 9 nM pour SIV) ainsi 

qu’en multiples cycles d’infection (VIH-1 10 nM et SIV 4 nM). Ainsi nous avons ajouté le RAL 

comme contrôle positif dans l’ensemble de nos essais sur la réplication SIV. 

L’ensemble des INLAIs testé dans notre essai est capable d’inhiber l’interaction in vitro 

LEDGF-IN SIV. Néanmoins pour la majorité de ces molécules, regroupant des composés 

synthétisés par Mutabilis et des INLAIs ayant une structure chimique différente, l’activité 

inhibitrice contre SIV est 100-500 fois moins efficace que ce qui est observé pour le VIH-1. 

Malgré ce constat, nous avons pu montrer que le composé 884, faisant partie de la dernière 

série chimique développée par Mutabilis, possède une efficacité comparable sur les IN des 

deux lentivirus : avec seulement un ratio d’efficacité SIV/VIH-1 d’un facteur 1/4. Ces 

observations sont corrélées avec les résultats obtenus dans des expériences en unique 

cycle d’infection (avec une EC50 de nouveau d’un ratio SIV/VIH-1 de 1/ 4). Cela suggère 

que l’activité antirétrovirale des INLAIs sur les étapes précoces de la réplication virale via 



171 
 

l’inhibition de l’interaction IN-LEDGF semble être équivalente sur les lentivirus VIH-1 et SIV. 

Cependant il est important de noter que les expériences en cycle unique ont été réalisées 24 

heures post-infection afin de n’observer théoriquement que l’effet sur les étapes précoces 

mais de nouvelles manipulations avec un virus SIV Δenv nous permettrait de confirmer ces 

observations. 

En ce qui concerne les étapes tardives de la réplication du SIV l’activité des INLAIs est tout 

autre. Les expériences en multiples cycles d’infection montrent que la plupart des INLAIs 

sont peu ou pas capables d’inhiber les étapes tardives de la réplication du SIV. La majorité 

des INLAIs montre une EC50 de l’ordre de 10 µM contre la réplication du SIV cependant ces 

valeurs restent bien en dessous de l’efficacité observée pour le VIH-1 (EC50 entre 60 et 2 

nM). Le composé 884, identifié comme le plus efficace sur les étapes précoces de la 

réplication du SIV, et également le plus efficace sur les étapes tardives avec une EC50 de 1 

µM pour SIV. Cependant lorsque l’on observe le ratio d’efficacité SIV/VIH-1 on constate un 

facteur de 55, largement supérieur au facteur 4 obtenu sur les étapes précoces. De plus 

nous avons produit des virions SIV en présence du composé 884 et les résultats montrent 

que l’infectivité de ces virions n’est diminuée que de 50 fois en comparaison avec des virus 

sauvages. Au contraire, les virions VIH-1 produits en présence de BDM2 ont une infectiosité 

non détectable après 5 jours d’infection. L’ensemble de ces résultats suggère que les INLAIs 

ne parviennent pas ou peu à induire l’inhibition des étapes tardives de la réplication du SIV, 

phénomène caractéristique de leur activité antirétrovirale la plus efficace contre le VIH-1. 

L’absence d’activité ou l’activité limitée des INLAIs sur SIV, en comparaison avec leur effet 

sur la réplication du VIH-1 est réminiscente du comportement des inhibiteurs allostériques de 

la RT, les NNRTIs. Il semble donc que les inhibiteurs allostériques en général ont un spectre 

d’activité beaucoup plus étroits que celui des inhibiteurs catalytiques, que ce soit pour l’IN ou 

pour la RT La même observation en ce qui concerne le défaut d’activité des INLAIs sur HIV-

2, comme pour les NNRTIs, a également été faite. 

L’activité antirétrovirale des INLAIs sur les étapes tardives de la réplication du VIH-1 étant 

corrélée à leur capacité d’induire une multimérisation non fonctionnelle de l’IN, 

l’augmentation de l’interaction IN-IN SIV in vitro a également été testée. Alors que l’utilisation 

d’une gamme d’INLAIs allant jusqu’à 3 µM est amplement suffisante pour observer une 

multimérisation IN-IN VIH-1, des gammes allant jusqu’à 300 µM, y compris pour le composé 

884, sont utilisées pour le SIV mais ne permettent pas d’atteindre un plateau de 

multimérisation maximum. Ces résultats suggèrent que la capacité des INLAIs à induire la 

multimérisation IN-IN n’est pas conservée contre le SIV.  
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Dans le but de développer un modèle simien pour l’étude des INLAIs, nous tentons de 

développer des virus SIV porteurs de mutations « humanisées » sur l’IN afin d’étudier si le 

phénotype des INLAIs sur le VIH-1 peut ainsi être restauré contre le SIV. Pour l’instant, 

aucun des mutants que nous avons produits n’est assez infectieux pour envisager ce type 

d’étude. Une autre possibilité serait d’utiliser un virus chimérique SHIV (Simiain/Human 

immunodeficiency virus) contenant uniquement l’IN du VIH-1 comme contrôle positif. Nous 

avons réalisé des expériences préliminaires en produisant un stock de virus chimérique 

SHIV contenant les gènes codants pour la RT et l’IN du VIH-1 insérés dans un génome viral 

SIV (don de l’équipe E. Ido [445]). Nous ne sommes pas parvenus à produire ce virus 

chimérique avec une quantité de p27 ou une infectivité détectable. 

Une étude en microscopie électronique afin d’observer ou non la production de virions SIV 

arborant une structure eccentrique suite à la présence d’INLAIs pourrait nous indiquer dans 

un premier temps si la délocalisation du complexe RNP semble avoir lieu dans les virions 

SIV tout comme c’est le cas dans les particules virales VIH-1 produites en présence 

d’INLAIs. 

Par la suite, il serait donc intéressant de chercher à caractériser l’activité réduite des INLAIs 

sur les étapes tardives de la réplication du SIV. Sachant que la liaison de l’IN à l’ARNv 

génomique décrite par Kessl et al. affiche une haute sélectivité pour des éléments de 

structure d’ARN spécifiques sur l’ensemble du génome viral dont les séquences TAR et RRE 

[442], nous pourrions essayer de déterminer si ces régions sur l’ARNv simien peuvent 

permettre son interaction avec l’IN SIV. En effet, le SIV est plus proche génétiquement du 

VIH-2 qui possède une structure TAR très différente de celle du VIH-1 ainsi la fixation de l’IN 

sur la séquence TAR de l’ARNv pourrait donc être différente selon les lentivirus. La 

comparaison des éléments structurels d’ARN sur le génome viral VIH-1 et SIV et de leur 

affinité pour l’IN de ces différents lentivirus pourrait nous permettre d’expliquer, au moins en 

partie, l’activité diminuée des INLAIs sur la réplication du SIV.  

De plus, certains résidus sur le domaine CTD de l’IN du VIH-1 impliqués dans son interaction 

avec l’ARNv ont pu être identifiés [442] et leur mutation compromet l’interaction IN-ARNv 

sans affecter d’autres fonctions connues de l’IN ce qui induit la production de virions 

eccentriques non infectieux. En addition de la comparaison des résidus impliqués dans la 

fixation des INLAIs sur le dimère CCD-CCD IN, il serait donc intéressant d’étudier les 

différences de séquences entre IN VIH-1 et SIV au niveau du domaine CTD impliqué dans 

l’interaction avec l’ARNv.  

Ainsi l’analyse de l’effet des INLAIs sur SIV et l’identification du ou des facteurs impliqué(s) 

dans la diminution de leur activité sur la réplication du SIV semble être un bon modèle 
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d’étude pour approfondir le spectre des caractéristiques spécifiques du mécanisme d’action 

complexe des INLAIs sur la réplication du VIH-1. Afin d’élargir nos connaissances à ce sujet, 

nous pourrions également nous intéresser aux mutations pléiotropiques de l’IN de classe II. 

En effet, certaines de ces mutations induisent la production de particules virales 

eccentriques, structure similaire à ce qui est observé en présence d’INLAIs ou de l’inhibition 

de l’interaction IN-ARNv dans les virions. Il serait donc intéressant de tester si les mutants de 

classe II inhibant les étapes tardives de la réplication du VIH-1 ont un effet sur l’interaction 

IN-ARNv dans les particules virales de différents lentivirus.  

D’autre part, l’approfondissement de la caractérisation de l’activité des INLAIs sur la 

réplication du SIV est nécessaire avant d’envisager à plus long terme d’utilisation d’un 

modèle simien. Nous pourrions dans un premier temps réaliser des expériences en cellules 

primaires PBMC simiennes afin de comparer leur effet aux résultats obtenus in vitro et sur 

des expériences en cycle unique et multiples d’infection sur des lignées de cellules 

humaines. 
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RESUME 

Le virus de l’immunodéficience humaine (VIH-1) est l’agent causal de la pandémie du syndrome 

d’immunodéficience acquise (SIDA). Les rétrovirus ont la capacité de rétro-transcrire leur génome 
ARN en ADN afin qu’il soit intégré dans celui de l’hôte. Les traitements antirétroviraux (ART) actuels 
combinent plusieurs classes d’antirétroviraux (ARV) ciblant majoritairement les enzymes virales 

nécessaires à la réplication du VIH-1: la reverse transcriptase (RT), la protéase (PR) et l’intégrase 

(IN). L’émergence et la transmission de virus multirésistants à l’ensemble des ARV illustrent la 

nécessité de développer de nouveaux mécanismes thérapeutiques. Les inhibiteurs catalytiques d’IN 

(INSTIs) utilisés dans les ART ciblent le site actif de l’enzyme et empêchent ainsi la réaction de 
transfert de brin de l’intégration du VIH-1. La protéine cellulaire Lens Epithelium-Derived Growth 
Factor (LEDGF/p75), liée à la chromatine, est l’un des principaux cofacteurs de IN. En permettant le 

ciblage de l’intégration dans des régions actives du génome de l’hôte, l’interaction IN-LEDGF joue un 
rôle crucial pour la réplication effective du VIH-1 ce qui en fait une cible de premier ordre pour de 
nouvelles thérapies.  

Au cours de ces dernières années, des inhibiteurs allostériques de l’interaction IN-LEDGF (INLAIs 
encore appelés LEDGINs ou ALLINIs) ont été développés afin d’inhiber l’étape d’intégration. De 

manière inattendue, ces molécules exercent de fait une double activité antirétrovirale. En effet les 
INLAIs ciblent l'intégration mais possèdent également une seconde activité plus efficace sur les 
étapes tardives de la réplication du VIH-1. Celle-ci se traduit par la production de virions présentant un 
défaut d’infectivité. Mon projet de thèse, réalisé en partenariat avec la société biopharmaceutique 
Mutabilis, s’est intéressé à la caractérisation de l’activité antirétrovirale d’une nouvelle classe d’INLAIs 

selon deux axes: (1) l’approfondissement des mécanismes d’action de ces INLAIs sur les étapes 

tardives de la réplication du VIH-1 ; (2) l’appréciation de leur spectre d’activité sur la réplication du 

virus de l’immunodéficience simienne (SIV). 
 
J’ai pu montrer que les virions produits en présence d’INLAIs développées par Mutabilis présentent un 

défaut de transcription inverse lors de l’infection des cellules cibles, qui les rend non infectieux. Ces 

molécules n’influencent pas les étapes tardives de maturation protéique et d’empaquetage de l’ARN 

du VIH-1 dans les virions. De façon intéressante, ces virions non infectieux sont efficacement 
reconnus par un panel d’anticorps neutralisants spécifiques de l’enveloppe virale du VIH-1 et 
conservent  la capacité d’induire une réponse immunitaire T CD4+ de type Th1 dans des cellules de 

patients infectés. Nous avons également évalué l’effet des INLAIs sur la réplication du SIV. Des 
expérimentations in vitro ont permis de montrer que certaines INLAIs inhibent efficacement 
l’interaction IN-LEDGF mais n’induisent pas la multimérisation anormale de IN SIV contrairement à ce 

que nous observons pour IN VIH-1. Ces résultats ont été confirmés in vivo et indiquent que si 
certaines INLAIs de seconde génération montrent une activité antirétrovirale au cours des étapes 
précoces, elles ne sont pas capables d’inhiber efficacement les étapes tardives de la réplication du 

SIV. De fait, la production de virions SIV en présence de ces INLAIs n’entraîne qu’une faible 

diminution de leur infectivité.  

Mes travaux ont donc permis de mettre en évidence que les virions “inactivés“ par ces INLAIs 
pourraient représenter un nouveau type d’immunogènes pour l’établissement d’une réponse 

immunitaire anti VIH-1. Cependant l’étude du spectre d’activité suggère que bien que la capacité de 

certaines INLAIs à inhiber l’interaction IN-LEDGF/p75 semble relativement bien conservée entre le 
VIH-1 et SIV, elles sont peu efficaces sur les étapes tardives du cycle de réplication du SIV. 


