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INTRODUCTION

1. VIH : agent pathogéne responsable du SIDA
1.1 Les rétrovirus et leur classification

Les rétrovirus sont une famille de virus caractérisés par un génome diploide d’ARN
monocaténaire de polarité positive (1). Leur matériel génétique est présent dans la capside de
la particule virale contenant aussi des enzymes comme la transcriptase inverse et I’intégrase.
Cette capside est entourée par une membrane lipidique, I’enveloppe virale (Figure 1) (2).

Les rétrovirus se répliquent au sein de cellules infectées qui fournissent les systémes de
synthése et les sources d’énergie nécessaires. Ils sont caractérisés par leur capacité a réaliser la
transcription inverse. Au cours de ce processus, I’ARN simple-brin est rétro-transcrit en une
molécule d’ADN double-brin intégrée dans le génome cellulaire (’ADN proviral) afin
d’exprimer de nouveaux génomes viraux et les différentes protéines virales qui s’assembleront
ensuite pour former de nouveaux virions. Le genome de tous les rétrovirus infectieux possede
deux Long Terminal Repeats (LTR) qui encadrent au minimum trois principaux genes : gag
(codant pour les protéines structurales), pol (codant pour les enzymes virales), env (codant pour

les glycoprotéines d’enveloppe) (Figure 1) (2).

A Structural proteins
LTR and enzymes Envelope LTR
. A A v A A
. gag pol SuU ™ l
Host Provirus Host
genome genome
B

RNA genome

Structural proteins (gag)
and enzymes (pol)

Envelope (SU and TM)

Figure 1. Caractéristiques d’un rétrovirus (2). (A) Organisation génétique. (B) Structure de la
particule virale.



Le comité international de taxonomie des virus (ICTV) est chargé de la classification des virus.
Celle-ci est basée principalement sur la nature du génome viral et son organisation, les
propriétés de réplication ainsi que la structure de la particule virale (géométrie de la capside,
existence ou non d’une enveloppe par exemple). D’autres critéres comme la pathogénicité, le
spectre d’hdte « naturel » ou encore les propriétés physico-chimiques du virion peuvent étre

considérés (3).

L’ICTV a regroupé cinq familles de virus nécessitant une transcription inverse, dont celle des
rétrovirus (Retroviridae), en un ordre nommé Ortervirales, de par leurs caractéristiques
communes (notamment une monophylie des transcriptases inverses, une architecture de la

polymérase, une amorce ARN, la présence de capside) (4).

En se basant sur le potentiel pathogénique, la famille Retroviridae posseéde onze genres, dont
cing représentent des rétrovirus avec un potentiel oncogénique. Les spumavirus n’ont
actuellement pas été associés a des pathologies. En revanche, les lentivirus sont cytopathogenes

et responsables de maladie a évolution lente chez les vertébrés. (Tableau 1).

Famille Sous-famille Genre Nombre d’espéces
Alpharetrovirus 9
Betaretrovirus 5
Deltaretrovirus 4
Orthoretrovirinae Epsilonretrovirus 3
Gammaretrovirus 18
Lentivirus 10 dont les VIH-1 et VIH-2
Retroviridae
Spumaretrovirinae Bovispumavirus 1
Equispumavirus 1
Felispumavirus 1
Prosimiispumavirus 1
Simiispumavirus 15
Metaviridae - 2 genres 34
Caulimoviridae - 11 genres 94
Belpaoviridae - 1 genre 11
Pseudoviridae - 3 genres 34

Tableau 1. Classification des Ortervirales. (D’aprés la version 2022 de la taxonomie des virus,
https://talk.ictvonline.org/taxonomyy/).



https://talk.ictvonline.org/taxonomy/

1.2 Découverte scientifique du VIH

Les rétrovirus sont responsables de plusieurs affections chez diverses especes animales telles
que des tumeurs, des dégénérescences du systéme nerveux ou encore des pathologies
pulmonaires et articulaires. Le virus de I’immunodéficience humaine (VIH) est 1’agent
pathogeéne causant le syndrome de 1’immunodéficience humaine acquise (SIDA). Celui-ci
entraine la disparition progressive de ses principales cellules cibles, les lymphocytes T CD4*
(LT CD4%), essentielles au bon fonctionnement du systéme immunitaire et permettant
notamment 1’¢limination des cellules infectées. Avec I’évolution de la maladie, le systeéme
immunitaire n’est plus en mesure de protéger suffisamment 1’organisme laissant alors des
maladies opportunistes se développer.

Ce syndrome a été décrit pour la premiére fois au début des années 1980, aux Etats-Unis dans
la communauté homosexuelle. Il correspondait a une augmentation importante de cas
d’infections opportunistes telles que la pneumonie causée par Pneumocystis carinii ou encore
I’apparition d’une pathologie rare comme le sarcome de Kaposi, A ces maladies était associé
une diminution importante du taux de lymphocytes T CD4*. Le syndrome d’abord baptisé
« Gay syndrome » a rapidement été remplacé par « Acquired immunodeficiency syndrome »
(AIDS ou SIDA en francais) suite a I’apparition de cas chez les toxicomanes (prise de drogues
par voie intraveineuse), les hémophiles recevant des fractions plasmatiques, des patients
transfusés, des partenaires sexuels de patients atteints (hommes et femmes) et d’enfants nés de
meéres atteintes du syndrome. En Europe, des cas identiques ont rapidement été décrits chez ces
différents groupes. Un foyer majeur a ensuite été identifié en Afrique Centrale et en Afrique de
I’Est, notamment a Kinshasa, principalement chez les hétérosexuels suggérant I’existence d’un
agent transmissible par voie sexuelle et sanguine (5). Cela a pu étre mis en évidence en 1983
par Francoise Barré-Sinoussi et Luc Montagnier a I’Institut Pasteur (6), par la découverte du
premier isolat responsable du SIDA, appelé lymphodenopathy associated-virus (LAV) chez un
patient atteint d’une lymphadénopathie cervicale.

L’année suivante, 1I’équipe de Robert Gallo et Jay A. Levy ont identifié deux rétrovirus décrits
comme responsable du SIDA nommés respectivement Human T-Lymphotropic Virus (HTLV-
I11) (7) et AIDS-associated retrovirus (ARV) (8). En 1985, la communauté scientifique a conclu
que les trois rétrovirus étaient identiques. L’année suivante, un nouveau virus a été isolé de
deux malades d’Afrique de 1’Ouest ayant également pour cible les lymphocytes T CD4*, mais
se distinguant du LAV-1 par sa séquence génomique et ses protéines, il fut nommé LAV-2 (9).

La méme annee, LAV-1 et LAV-2 ont été respectivement renommés VIH-1 et VIH-2.



Le méme nom a été attribué a ces virus et ils font partis de la méme classe d’especes de par leur
similarité en termes d’organisation génétique, de cycles infectieux et de symptomes de la

maladie mais leurs origines phylogénétiques sont bien distinctes.

1.3 Origine et variabilité génétique

En 1987, il a été etablit un lien de parenté antigénique entre un virus simien provoquant une
immunodéficience chez le macaque rhésus et le VIH-2 (10). Tres vite, des virus, nommés
Simian immunodeficiency virus (SIV), affectant divers primates tels que les singes verts
africains, les mangabeys fuligineux ou encore les chimpanzés ont été identifiés (11). Des virus
simiens affectant les chimpanzés (12, 13) et les mangabeys fuligineux (14) ont été caractérisés
respectivement comme des proches parents du VIH-1 et du VIH-2. Ces observations ont pu
fournir un argument fort que le SIDA chez I’Homme était le résultat de transferts zoonotiques
de lentivirus de différentes espéces de primates (15). Le passage des SIVs a ’homme semble
s’étre fait par la chasse et la consommation de la viande de brousse, ou encore la domestication
des singes. La classification phylogénique des lentivirus a pu mettre en évidence I’origine et
I’évolution différente des deux VIH (Figures 2 et 3) (11).

Le VIH-1 est divisé en quatre groupes, M (pour major), O (pour outlier), N (pour non-M/non-
0), et P selon sa diversité génétique. Le groupe M est classé en 9 sous-types et 125 formes
recombinantes circulantes (CRFs) (16). Les CRFs sont des virus recombinants générés a partir
d’une co-infection de deux (ou plusieurs) sous-types différents et possédent une séquence
génomique distincte des virus parents ne pouvant alors étre classés dans aucun des 9 sous-types
existant. Les CRFs sont nommeés par ordre de découverte et identifies par leur sous-type
d’origine s’ils ont été retrouvés chez au moins trois patients épidémiologiquement non liés. Il
arrive qu’une forme recombinante ne se retrouve que chez un seul patient ou des patients
épidémiologiquement liés, on I’appelle alors forme recombinante unique (URF). Le groupe O
fut identifié en 1990 chez deux patients d’Afrique centre-ouest et est endémique dans cette
méme région (environ 100 000 personnes sont infectées) (17). Le groupe N découvert chez une
femme camerounaise est responsable d’une centaine d’infections (18). Le dernier identifié en
2009 est le groupe P (19). Les groupes N, O et P ne se limitent qu’aux résidents du Cameroun
(et du Gabon pour le groupe N) ou aux voyageurs en provenance du Cameroun (mis a part pour
un cas) (20, 21) et ne représentent qu’entre 1 et 2% des infections au VIH-1 (20).
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Figure 2. Arbres phylogénétiques du VIH-1 (11). Relations phylogénétiques représentées pour une
région du géne viral pol. Les quatre groupes du VIH-1 représentent une transmission croisée
indépendante. Les cercles noirs indiquent les quatre branches ou la transmission inter-espéces a I'homme
s'est produite. Les cercles blancs indiquent deux autres branches possibles sur lesquelles la transmission
du chimpanzé au gorille s'est produite. Les crochets a droite indiquent respectivement SIVcpz de P.
t. troglodytes (S1Vcpz Ptt) et P. t. schweinfurthii (SIVcpz Pts).

Les groupes M et N ont pour origine le SIV du chimpanzé commun (S1VVcpz de Pan troglodytes
troglodytes) en Afrique centrale. Les deux groupes se sont formés a la suite de deux
transmissions distinctes du virus de 1’animal a I’homme. Des études phylogénétiques ont mis
en evidence que le groupe M serait responsable du premier foyer endémique autour des années
1920 a Kinshasa (Léopoldville a I’époque) se disséminant en Afrique Centrale puis vers Haiti
autour des années 60 se retrouvant rapidement & New York au début des années 70 (22). Cela
a entrainé la propagation du virus dans le reste du continent et du monde avec plusieurs autres
évenements indépendants comme en Angleterre en 1980 (23) (Figure 4) (24).

Le SIV du gorille du Cameroun (SIVgor) est issu de la transmission par le chimpanzé et semble
étre un réservoir potentiel d’infection pour les groupes O (25) et P (26). Les deux groupes

semblent €tre eux aussi issus de deux événements de transmission indépendants de 1’espece

Gorilla gorilla vers Homo sapiens.



Le VIH-2 est divisé en huit groupes nommés de A a H (27), les groupes A et B étant les plus

représentés. Ce second type du VIH est surtout répandu en Afrique occidentale avec des taux

de prévalence plus élevés en Guinée-Bissau et au Sénégal (28). Aujourd’hui ces taux diminuent

(29). Entre 1 et 2 million des personnes sont infectés par le VIH-2 d’aprés les dernieres données

de 2018 (30). Par comparaison avec le VIH-1, les personnes séropositives au VIH-2 présentent

une période de latence clinique plus longue, une progression de la pathologie plus lente et une

plus faible charge virale au cours de la phase asymptomatique (31). En 1989, I’origine

mangabey fuligineuse (SIVsmm) du VIH-2 a été proposée et a été confirmée par plusieurs

équipes (32). Les différentes lignées semblent étre un transfert zoonotique indépendant.
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Figure 3. Arbres phylogénétiques du VIH-2 (11). Relations phylogénétiques représentées pour une
région du géene viral gag. Les différents groupes du VIH-2 représentent une transmission croisée
indépendante. Les virus non notés HIV-2 et SIVmac sont des SIVsmm.
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Figure 4. Propagation mondiale supposée a partir du premier ceeur endémique au Congo (24).
Sur la carte sont indiquées par des fléches les voies ainsi que les dates estimées d’introduction des sous-
types M, N, O et P du VIH-1 et des CRF du bassin du fleuve du Congo vers d’autres régions du monde.
La fleche bleue indique la chronologie estimée des ancétres communs des VIH-1 et 2 ainsi que
I’introduction estimée de certains sous-types.

L’étude en laboratoire du VIH-1 se fait principalement a partir des isolats du groupe M, ce sont
HXB2, NL4-3 et LAI du sous-type B et MAL qui est un recombinant des sous-types Al, D et
K.
1.4 Situation épidémiologique

Fin 2021, il a été estimé que 38,4 millions de personnes vivaient avec le VIH dont les deux tiers
se trouvent en Afrique avec 25,6 millions de personnes. C’est le continent dont la prévalence
est la plus élevée (Figure 5). Il a été estimé qu’un million et demi de personnes ont été infectées
en 2021, soit deux fois moins qu’a la fin des années 90 (Figure 6). Cela représente un peu plus
de 4000 nouvelles infections quotidiennes dont 400 sont des enfants. A 1’échelle mondiale, plus
de 0,5% de la population mondiale est infectée par le VIH et le taux de mortalité est de 11 déces
pour 100 000 habitants. Depuis 2010, 1’accés aux traitements antirétroviraux est passé de 25%
a 76% pour les adultes mais seulement la moitié des enfants vivants avec le VIH (52%) y ont

acces.
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Figure 5. Prévalence du VIH-1 en 2017. (Source : World Health Organizaion)

En 2014, un programme mondial de lutte ayant pour objectif de mettre fin au VIH/SIDA a été
rédigé par ’ONUSIDA. L’objectif était appelé « 90-90-90 » et devait étre atteint avant 2020.
Le but:
- 90% des personnes atteintes doivent connaitre leur séropositivité,
- 90% de toutes les personnes infectées par le VIH et dépistées doivent avoir un traitement
anti-rétroviral durable
- Et 90% des personnes recevant un traitement antirétroviral doivent avoir une charge

virale détectable durablement supprimee.

Cela a été le cas pour une quinzaine de pays mais la pandémie de la COVID-19 a ralenti
considérablement les dépistages, la mise en place des traitements et la prévention dans plusieurs
régions. A la fin 2019, les résultats étaient de 81% des personnes vivant avec le VIH
connaissaient leur statut, parmi elles, 67% avaient acces a un traitement et 59% des personnes
traitées avaient une charge virale indétectable. Les chiffres a atteindre sont maintenant de 95%
d’ici 2030.



Summary of the global HIV epidemic, 2021

People living with HIV People acquiring HIV People dying from HIV-
in 2021 in 2021 related causesin 2021
38.4 million 1.5 million 650 000
fotal (33.9-43.8 million] [1.1-2.0 million] [510 000-860000]
b 36.7 million 1.3 million 560000
(15+ years) [32.3-41.9 million] [990 000-1.8 million] [430000-740000]
Worman 19.7 million 640000 240000
(15+ years) [17.6-22.4 million] [480 000-870000] [180000-320000}
o 16.9 million 680000 320000
(15+ years) [14.6—19.7 million] [500000-920000] [250 000—430000]
Children 1.7 millipr\ 160000 98 000
(<15 years) [1.3-2.1 million] [110000-230000] [67 000-140 000]
Source: UNAIDS/WHO estimates

Updated: July 2022 7Y World Health
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Figure 6. Principaux chiffres de I’épidémie du VIH en 2021. (Source : World Health Organization)

1.5 Pathogénese du VIH

Le VIH se transmet par 1’échange de fluide corporel par voie sexuelle, sanguine, parentérale et
de la meére a I’enfant (allaitement ou accouchement) (33). La principale voie de transmission
du virus est la voie sexuelle lors de rapports non protégés. Cette transmission peut en plus étre
facilitée lors d’une inflammation du tractus génital, d’un déséquilibre de la flore bactérienne ou
des conséquences de maladies sexuellement transmissibles tels que les ulcéres génitaux.

Le VIH a un tropisme pour les lymphocytes T CD4*. Le virus infecte également d’autres
cellules comme les macrophages et les cellules dendritiques qui assurent la mise en place d’une
réponse immunitaire. Les cellules cibles du virus ont une longue durée de vie, sont circulantes
et résident dans les tissus lymphoides (ganglions lymphatiques, thymus, moelle osseuse, rate et
tissus lymphoides associés aux muqueuses tels que les intestins). Ces derniers sont les
principaux réservoirs anatomiques du virus avec le cerveau et le sang périphérique.
Ce réservoir anatomique est caractéristique de chaque patient et s’établit lors de la primo-
infection. Les cellules infectées quiescentes dans lesquelles se trouvent des ADN viraux
représentent un réservoir cellulaire. Elles échappent aux traitements antirétroviraux et au
systétme immunitaire pendant plusieurs dizaines d’années. En cas d’arrét de traitement, ces
cellules peuvent étre activées et le virus se multiplier massivement. L’infection par le VIH suit

différentes phases : aiglie, chronique et le stade du SIDA (Figure 7) (34).
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Lors de la primo-infection, le virus traverse dans un premier temps la barriere mucosale sous
sa forme libre ou via des cellules infectées du « donneur » ou en infectant les premiéres cellules
rencontrées telles que les LT CD4+ épithéliales, les macrophages ou encore les cellules
dendritiques dont les cellules de Langerhans. Les dix premiers jours, le virus n’atteint que les
cellules cibles des muqueuses du site de transmission et les vaisseaux sanguins proches (33).
Durant cette courte phase, le virus est indétectable. Rapidement, celui-ci parvient a coloniser
les tissus lymphoides. Ceci se traduit par une charge virale élevée dans le sang au bout de trois
a quatre semaines, un risque considérable de transmission et une diminution importante,
progressive et transitoire des LT CD4* (Figure 7). Cette diminution est la résultante de trois
mecanismes majeurs :

i) le rétrovirus détruit les cellules infectées,

ii) des cellules infectées entrent en apoptose,

iii) les lymphocytes cytotoxiques CD8* (LT CD8+) reconnaissent les lymphocytes T CD4*
infectés et les détruisent a la suite de la mise en place de la réponse immunitaire.

Ces derniers provoquent une diminution de la charge virale et une augmentation des LT CD4+
périphériques (35). Cette phase aigiie dure entre trois et douze semaines aprés 1’installation de
I’infection. La phase de latence clinique, dite chronique, est une phase asymptomatique d’une
durée de trois a dix ans selon les patients. Certains patients infectées par le VIH sont capables
de contrdler I’infection sans avoir recours a un traitement antirétroviral grace a une réponse
immunitaire suffisamment efficace qui conduit a une charge virale indétectable (36). Chez les
patients dont la progression suit un schéma classique la charge virale reste stable et un réservoir
cellulaire se met en place. Les provirus intégrés au genome de cellules immunitaires restent
sous forme latente mais cette intégration permet une propagation du virus grace a une
communication constante entre les cellules immunitaires circulantes. C’est durant cette phase
que le taux de LT CD4+ diminue progressivement jusqu’a atteindre des niveaux critiques (< a
500 LT CD4+/mm? dans le sang). La derniere phase correspond au stade du SIDA. La
réplication virale épuise le systeme immunitaire. Le déclin du nombre de lymphocytes T CD4*
en dessous du seuil critique entraine une perte d’immunité (< 200 LT CD4+/mm?3).
Progressivement, 1’organisme devient une cible pour les infections opportunistes et les
complications tumorales. Le déces du patient survient en moyenne neuf mois apres 1’entrée
dans le stade du SIDA.
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Figure 7. Evolution de I’infection naturelle du VIH-1 chez une personne infectée sans traitement
antirétroviral (34). L’infection par le VIH-1 décrit trois phases caractérisées par une évolution au cours
du temps de la virémie (courbe verte), du taux de LT CD4+ dans les muqueuses (courbe violette) et dans
le sang (courbe bleue) au cours du temps. Une réponse immunitaire stable est rapidement observée, au
bout de quelques semaines apres la primo-infection jusqu’au stade SIDA (courbe rouge).

2. VIH : Anatomie du virus, génome et cycle de vie

2.1 Structure de la particule virale

La particule virale mature et infectieuse (virion) du VIH-1 est de forme sphérique et a un
diametre d’environ 145 nm (37). Sa structure est caractérisée par une enveloppe virale, dérivée
de la membrane cellulaire de la cellule hote. Elle est constituée d’une bicouche lipidique
enrichie en protéines d’enveloppe, qui sont trois glycoprotéines gp120 formant la coiffe et trois
glycoprotéines gp41 ancrées dans la membrane virale. Le cceur de la particule mature est
composé de la capside présentant une forme conique. Celle-ci contient le matériel génétique du
virus, deux molécules d’ARN génomique (ARNg), associées a des protéines de nucléocapside
et des enzymes virales telles que la protéase, I’intégrase et la transcriptase inverse. La matrice
composée de protéines de matrice est située entre 1’enveloppe virale et la capside (Figure 8)
(38).
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Figure 8. Structure des particules virales immature et mature du VIH-1 (38). (A) Structure tertiaire
de Gag. (B) Organisation schématique de la structure des particules virales immature et mature. En
mauve : gpl120, en jaune : bicouche lipidique, en rouge : matrice (MA), en vert : capside (CA), en bleu :
protéine de nucléocapside (NC), filament rouge : ARNg. (C) Observation des particules virales
immature et mature par cryotomographie électronique.

2.2 Organisation génétique

L’ARN viral de presque dix kilo bases posséde sept marqueurs structuraux (UTR, TAR, RRE,
PE, SLIP, CRS et INS) et neuf genes (gag, pol, env, tat, rev, nef, vif, vpr, vpu) codant pour
quinze protéines canoniques (39) (dix-neuf en incluant les précurseurs et la protéine anti-sens
Asp (40)) gréace a des cadres de lectures chevauchants (Figure 9). Les génes structuraux gag et
env permettent la synthese des protéines jouant un réle crucial dans I’architecture de la particule
virale. Le gene pol code pour les enzymes virales réalisant les principales étapes de la
réplication telles que la transcription inverse, I’intégration et la protéolyse des protéines virales.
Les génes tat et rev sont des genes régulateurs tandis que les génes nef, vif, vpr et vpu sont des
genes accessoires. Ces deux derniers types de geénes permettent aux virus d’infecter des cellules,
de réguler les génes viraux, d’assembler de nouvelles particules virales et sont responsables des
propriétés cytopathogenes du virus.

L’existence d’un dixiéme geéne, hautement conservé parmi 12 souches du groupe M, présent
sur le brin anti-sens de I’ADN viral au niveau du géne env, a été mis en évidence in vitro (41)
etinvivo (42, 43). Ce gene code pour la protéine ASP (Anti-Sens Protein) de 189 acides aminés
dont le transcrit aiderait a induire et/ou a maintenir la latence virale (44, 45) de fagon

épigénétique. La fonction de la protéine n’est pas encore clairement établie.
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Des hypothéses d’un avantage sélectif du virus (46) ou une corrélation entre I’origine de la
pandémie et le sous-type M, chez qui ASP est uniquement présente, ont été émises (45).

Il existe plusieurs protéines de fusion non canoniques dans les cellules infectées qui sont codées
par exemple par le locus tat-env-rev dont le produit est la protéine Tev. Celles-ci ont été
retrouvées uniquement chez certaines souches et peuvent étre issues d’événements d’épissages
alternatifs, d’autres sont produites lors d’un changement de cadre de lecture du ribosome. Elles
peuvent réguler I’activité de leurs protéines parentales ou avoir de nouvelles fonctions mais in
vivo il n’a pas été démontré de fonctions pertinentes de ces protéines. Elles ne semblent pas

indispensables a la réplication du virus (47).

A 5’LTR 3LTR
U3 R U5 PBS | gag pol env |u3 RUS

B. S5'UTR 3'UTR

RUSPBS|  gag pol env 3R
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[
ORF2 gag tat@ __7__7___,__{?‘
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pol env

Figure 9. Organisation génétique du VIH-1. (A) ADN proviral. (B) ARN génomique. (C) Protéines
du VIH-1 traduites selon les différents cadres de lecture ouverts (ORF). U5 : unique 5’ region ; PBS :
primer binding site ; U3 : unique 3’ region ; R : repeated region ; MA : matrix ; CA: capsid ; NC :
nucleocapsid protein ; pl: spacer domain 2 ; p2 : spacer domain 1; PR : protease ; RT : reverse
transcriptase ; IN : integrase ; vif : viral infectivity factor ; vpu : viral protein U ; vpr : viral protein R ;
gp : glycoprotein ; nef : negative factor.

Les LTR (Long Terminal Repeat) ont une longueur d’environ 640 nucléotides segmentés en
trois régions, U3, R et U5 et se trouvent aux extrémités 5’ et 3° de I’ ADN proviral. Ils possedent
de nombreux éléments cis régulateurs notamment ceux permettant la régulation des genes
viraux (48) ou encore I’initiation de la transcription (49) et de la polyadénylation (50). La région
U3 est subdivisée en trois parties fonctionnelles : modulatrice (plusieurs sites de fixation de
facteurs de transcriptions), activatrice (qui contient des sites de liaison pour le facteur de
transcription NF-xB par exemple) et promotrice (contenant la TATA box) (51, 52).

Le TAR (Transactivator response element) constitué de 54 a 57 nucléotides selon les isolats
forme une tige-boucle située dans la partie R présente aux deux extrémités de I’ARNg. Le TAR
en 5 fixe des protéines cellulaires et la protéine virale Tat pour former un complexe

ribonucléoprotéique activant fortement la transcription du génome du VIH-1 (53-56).
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Le RRE (Rev responsive element) est un domaine ARN d’environ 350 nucléotides situé dans
la région env, plus précisément dans la partie englobant respectivement les extrémités 3’ et 5°
des domaines gpl120 et gp4l (57). Le RRE adopte une structure secondaire complexe en
plusieurs tiges-boucles (58). Cet élément est nécessaire a la fonction de la protéine Rev qui s’y
fixe permettant ainsi I’export des ARNmessager (ARNm) partiellement épissés et non épissés
(59). Cet élément structural est notamment tres conservé a travers les sous-types du groupe M
du VIH-1 (57).

Le SLIP (Slippery site), qui est présent entre les genes gag et pol, est un domaine contenant le
motif UUUUUUA suivi d’une structure en tige-boucle. Ce marqueur structural régule le
décalage du cadre de lecture ribosomal en -1 hors du cadre de lecture du gene gag et dans le
cadre de lecture du géne pol. Ce décalage de cadre de lecture permet la traduction du précurseur
polypeptidique Gag-Pol, a partir duquel les enzymes virales sont obtenues, et permet de réguler
un rapport entre les enzymes et les protéines structurelles nécessaire a l'infectivité (60-64).

Le PE (W element), présent dans la région 5S’UTR de I’ARNg jusqu’a ’extrémité 5 du géne
gag, est constitué de cing structures en tige-boucle (PBS et SL1 a SL4). Le W element est
retrouvé uniqguement dans les transcrits non épissés. SL1 possede une séquence palindromique
de six nucléotides décrit comme le site d’initiation de la dimérisation (DIS) de I’ARNg (65, 66)
et est importante dans la sélection du génome viral par le précurseur polypeptidique Gag (67,
68). SL2 contient le principal site donneur d’épissage (69). SL3 est la région la plus conservée
et jouerait un role dans I’encapsidation de I’ARNg dans la particule virale en interagissant avec
la protéine Gag (70) mais cette structure ne semble pas indispensable a ce processus puisque
SL1 intervient également et serait plus importante (69, 71). SL4 contient le codon d’initiation
AUG du gene gag mais sa structure est instable (72).

Les CRS (cis-acting repressive sequences) sont des séquences inhibitrices de 1’expression des
protéines structurales en absence de la protéine Rev. Un site a notamment été cartographié dans
les séquences du génes pol (73, 74) La fonction exacte des CRS est encore méconnue et certains
sites d’épissage agiraient comme des séquences CRS (62).

Les INS (inhibitory/instability RNA sequences) sont dans les génes de structure de certains
rétrovirus complexes dont le VIH-1. lls semblent agir comme des éléments inhibant
I’expression génique de manicre post-transcriptionnelle en affectant la stabilité de I’ARN ou
I’exportation nucléaire. L’effet inhibiteur a pu étre annulé par des mutations. Les éléments INS

existent dans le génome du VIH-1, par exemple dans le géne gag (62, 74).
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2.3 Cycle de réplication
Le cycle réplicatif du VIH-1 (Figure 10) se divise en deux phases : précoce et tardive. La phase
précoce comprend les étapes d’attachement a la cellule hote jusqu’a I’intégration de I’ADN
viral bicaténaire. La phase tardive inclue les etapes suivantes a partir de la transcription de

I’ ADN proviral jusqu’au bourgeonnement des nouvelles particules virales et leur maturation.

1
(._MM) Particule virale du VIH-1
Do ‘—\ =

membrane plasmique
- =/ delacellule hote

— microtubule
7
3. Transport cytoplasmique et : —
transcription inverse y =5

pore nucléaire -

Figure 10. Cycle de réplication du VIH-1. Adapté d’un schéma du site scienceofhiv.org

2.3.1 Entrée du virus
a. Les protéines d’enveloppe du VIH

Au niveau de I’enveloppe virale trois sous unités de gp120 ancrées a la surface du virion sont
liées de maniére non-covalente a trois sous-unités transmembranaires de gp4l (75). Le
complexe trimérique gp120-gp41 initie I’entrée dans la cellule hote en interagissant avec 1’un
de ses récepteurs CD4. La gp120 contient cing régions hautement variables (V1-V5), formant
des boucles au sommet du complexe trimérique, et cing régions conservées (C1-C5) (76). La
gp41 posséde une queue cytoplasmique, un domaine transmembranaire et un ectodomaine
contenant plusieurs régions caracteristiques qui sont le fusion peptide (FP), deux séquences
heptad repeat (HR1 et HR2), une boucle et la membrane-proximal external region (MPER)
(Figure 11) (77).
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Figure 11. Protéines de I’enveloppe virale. (A) Représentation schématique de 1’organisation
structurale de gp120 et gp41 (77). Sont représentées les régions variables en couleurs (V1 a V5) et les
régions constantes de gp120 C1 a C5). Les différents acronymes indiquent : queue cytoplasmique (CT),
domaine transmembranaire (TMD), fusion peptide (FP), fusion peptide proximal region (PR), N-
terminal heptad repeat-1 (HR1), C-terminal heptad repeat-2 (HR2), membrane proximal external
region (MPER). (B) Structure de la protéine Env (PDB : 5SFUU).

b. Les récepteurs et corécepteurs cellulaires

Les macromolécules nécessaires a 1’entrée du virus sont le récepteur CD4 et les corécepteurs
CXCR4 et CCR5. Le récepteur CD4 est une glycoprotéine exprimée a la surface des cellules
T, des monocytes, des macrophages et certaines cellules dendritiques. Celui-ci interagit avec le
complexe majeur d’histocompatibilité de classe II (CMH II) présent a la surface de cellules
présentatrices d’antigénes permettant notamment I’activation des LT CD4". Les récepteurs de
chimiokines CXCR4 et CCR5 appartiennent a la famille des récepteurs couplés aux protéines
G et possédent sept domaines transmembranaires. Le récepteur CXCR4 est exprimé par les
cellules sanguines (globules rouges et blancs notamment) et joue un réle dans le recrutement
tissulaire des cellules immunitaires. Le récepteur CCR5 est principalement exprimé par les LT
CD4* et les macrophages et est implique dans le recrutement des cellules immunitaires sur les
sites inflammatoires. Néanmoins, ce récepteur ne semble pas étre indispensable a ’Homme et
les individus nés avec une mutation du gene CCRS5 présenteraient une résistance naturelle au
VIH (78).

C. Le mécanisme d’entrée du virus
Le processus peut étre divisé en trois temps : la liaison de gp120 au récepteur CD4, la liaison
de gp120 au corécepteur (CXCR4 ou CCR5) et la fusion membranaire déclenchée par gp41l. La
premiére étape induit des changements structuraux du complexe trimérique adoptant alors un
état ouvert et exposant la boucle V3 de gp120 et la tige centrale de gp41l (Figure 12 A et B).
Cela permet la liaison au corécepteur et ’amorgage de la fusion membranaire par gp4l.
Précisément, la liaison CXCR4 ou CCR5 a la gp120 étend les séquences HR de gp41, libérant

le fusion peptide qui s’insére dans la membrane cellulaire (Figure 12 C et D).
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Les HR en interagissant provoque le repliement sur lui-méme de gp41 pour former une structure
en boucle (ou « épingle a cheveux ») (Figure 12 E). Les membranes cellulaires et virales sont
ainsi a une tres faible distance conduisant a leur fusion et libérant le contenu de la particule

virale, dont la capside, dans le cytoplasme de la cellule (Figure 12 F) (79).

Virus membrane

gp41 gp41 HR1 and
HR2 exposure

1. Receptor binding cD4 op120  wllpy

p gp120 coreceptor
CCR5 or CXCR4 binding site exposure
Cell membrane 7
C D

gp41 pre-fusion
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2. Coreceptor binding
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3. Membrane fusion Lipid mixing * and content
mixing

Figure 12. Entrée du VIH-1 dans la cellule (79). (1) Liaison au récepteur CD4. (2) Liaison au
corécepteur. (3) Fusion membranaire.

2.3.2 Transcription inverse de PARN et décapsidation

La transcription inverse permet la conversion de ’ARNg en ADN double-brin pouvant intégrer
le génome de la cellule héte. Pour cela, le virus posséde une protéine adéquate : la transcriptase
inverse. L’étape de transcription inverse débute aprés I’entrée de la capside dans la cellule.
Cette étape du cycle de réplication est détaillée dans le chapitre suivant.

La capside doit se désassembler, processus appelé décapsidation, pour permettre 1’achévement
de la transcription inverse ou du moins permettre 1’intégration de I’ADN viral au sein des
chromosomes de 1’hote. A ce jour, les études ne sont pas parvenues a un consensus sur le
moment, le lieu exact, la vitesse et les mécanismes régissant le processus de décapsidation. En
effet, I’¢tude de la protéine composant la capside peut s’avérer complexe du fait de plusieurs
facteurs :

- de nombreuses interactions observees avec les protéines cellulaires (80-85),

- une fragilité génétique significative et notoire de la capside (86),
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- une minorité des particules virales entrantes entraine une infection productive, les
nombreux événements d'infection abortifs peuvent créer un bruit de fond lors de
I’expérience compromettant I’interprétation des résultats,

- une distinction entre les capsides entiéres et les capsides partiellement désassemblées
est difficile a mettre en évidence,

- des capsides entieres pouvant étre issues de particules non infectieuses (87, 88),

- une utilisation de marquage direct de la protéine pouvant engendrer des modifications
de la morphologie de la capside,

- des résultats dépendant des techniques ou des lignées cellulaires utilisées.

Actuellement, plusieurs groupes développent des stratégies d’imageries sophistiquées afin de
comprendre le processus de décapsidation in situ au niveau d’une seule particule ayant permis

une infection productive (89-93).

a. Protéines responsables du désassemblage

La proteine de capside (CA) est lacomposante formant la capside conique du VIH (Figure 13A)
(94). Avec 186 hexameres et 12 pentameres (soit 1176 molécules de CA), la capside a une
longueur de 100 a 200 nm et une largeur de 45 a 50 nm (95) ce qui lui offre une large surface
d’interactions avec des protéines cellulaires. Ces dernieres peuvent agir comme des facteurs
antiviraux ou des cofacteurs viraux. Certaines interactions vont notamment favoriser la stabilité
de la capside, participer a I’import nucléaire de la capside et/ou promouvoir la décapsidation.
Parmi ces cofacteurs cellulaires (96), nous pouvons citer :

- La cyclophiline A (CypA), connue pour interagir avec les lentivirus (97), stabilise la
capside selon le type cellulaire étudié (97-99) et serait impliquée dans I’import
nucléaire (100). Elle protége également le virus du facteur de restriction TRIM5a (97,
101).

- BICD2 (bicaudal D2 protein) et FEZ1 (fasciculation and elongation protein zeta 1) :
deux protéines agissant comme des adaptateurs de transport de la dynéine et de la
kinésine lors du trafic du virus a travers la cellule qui lorsqu’elles sont altérées
conduisent a des défauts de trafic cytoplasmique, de décapsidation et d’import nucléaire
de la capside (102—-104).

- Les nucléoporines, constituant des pores nucléaires, Nup153 et Nup358 sont impliquées
dans I’import nucléaire de la capside tout comme le facteur CPSF6 (97) (Cleavage and

Polyadenylation Specific Factor 6).
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Plus précisément, Nup358 favoriserait la décapsidation (97, 105) tandis que Nup153 et
CPSF6 influenceraient le choix du site d’intégration (97, 106, 107).

- Pinl (108) (peptidyl-prolyl isomérase), ERK (109) (extracellular signal-regulated
kinase 2), MELK (110) (maternal embryonic leucine zipper kinase) et TRN-1 (111) (f-
karyopherin transportin 1) sont des protéines cellulaires qui interagissent avec la

capside et ont un effet sur sa décapsidation.

b. Mécanismes de décapsidation

Comme dit précédemment, le déroulement temporel et a I’échelle moléculaire de la
décapsidation n’est que partiellement élucidé. Néanmoins, nous savons que la décapsidation ne
peut avoir lieu prématurément et de maniére complete dans le cytoplasme. En effet, le contenu
de la capside se diluerait dans I’environnement cytoplasmique et pourrait alors étre exposé a
une réponse antivirale. La capside ne peut cependant rester longtemps intacte dans la cellule
héte car cela aurait pour conséquence de retarder 1’intégration de I’ADN viral et la poursuite
du cycle réplicatif. Plusieurs modéles sont décrits actuellement :

- une décapsidation cytoplasmique (Figure 13B premiere colonne) : plusieurs études ont
montré la présence de protéines de capside et/ou de capsides partiellement intactes dans des
cellules infectées dont certaines évoquent un couplage avec la transcription inverse (84, 112—
116). Des études récentes (83, 97, 117) suggerent que le désassemblage de la capside ne se fait
que partiellement dans le cytoplasme, révélant le caractere protecteur de la capside pour son

contenu.

- une décapsidation aux portes du noyau cellulaire (Figure 13B deuxieme colonne) : la
capside intacte ne pourrait étre importée dans le noyau car sa taille excéderait celle du diametre
du pore nucléaire. La capside, aprés avoir utilisé les microtubules comme voie de transport
intracellulaires (118), serait amarrée au pore afin de libérer le reverse transcription

complex/pre-integration complex (RTC/PIC) au cours de son désassemblage (100, 119-124).

- une décapsidation a ’intérieur du noyau cellulaire (Figure 13B troisiéme et quatrieme
colonne) : le dernier modéle correspond a la traversée du pore nucléaire par la capside intacte
ou partiellement intacte qui se désassemble a I’intérieur du nucléoplasme (92, 93, 120, 125—
128).
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Plusieurs travaux récents sont en faveur de ce modéle. Premiérement, la capside intervient dans
les étapes post-entrée intranucléaire (129-132). Deuxiémement, les facteurs d’interactions
nécessaires a I’import nucléaire de la capside se fixent aux hexameres de CA ou aux poches
hydrophobes formes par les hexaméres de CA et non aux monomeéres. La capside doit alors étre
en partie intacte ou une partie des capsides qui sont entrées dans le noyau doit I’étre (133, 134).
Troisiemement, un remodelage des protéines de capside, en collier de perles autour de I’ADN
viral, a été mis en évidence par le groupe de F. Di Nunzio (93). Il a aussi été montré, par des
études de cryo-microscopie électronique, que le linker des domaines N-terminal et C-terminal
des monomeres sont flexibles permettant aux hexameéres et donc a la capside de se courber (87,
135). Enfin, des données cristallographiques démontrent que les liaisons hydrogénes médiées
par I’cau au niveau des chaines latérales de certains résidus, important notamment pour les
interactions CA-CA, rendent le réseau hexamérique de la capside flexible (136). De plus, une
flexibilité structurelle de la taille des pores nucléaires a été décrite suggérant que le passage
d’une capside assemblée ou partiecllement assemblée est possible (92, 136-140). Celle-ci serait
modulée par des signaux allostériques tels que le processus de transcription inverse ou la
fixation & la capside de co-facteurs (95, 141). A noter, que les dNTPs cellulaires seraient
capables d’entrer via le canal des hexameéres de la protéine de capside permettant ainsi la
transcription inverse tout en excluant les molécules de tailles supérieures au diamétre du canal
d’hexameéres (142, 143).

Le groupe de Pathak grace a un marquage de la CA avec la GFP et une détection par imagerie
des cellules vivantes (live-cell imaging) a publié (132) que la capside intacte ou quasi intacte
pénétre dans le noyau et que la décapsidation a lieu prés du site d’intégration (144). L équipe
de Campbell a également publié un article dans ce sens, et a de plus montré que la transcription
inverse se termine dans le noyau (145). Finalement, il y a de plus en plus d’études publiées sur
la décapsidation nucléaire. L’entrée nucléaire de la capside est permise par une décapsidation
partielle ou une plasticité du pore nucléaire ou les deux a la fois. Les modeéles de décapsidation
dans le cytoplasme, au niveau du pore nucléaire ou dans le noyau ne sont pas forcément

contradictoires mais peuvent étre complémentaires selon le type cellulaire considéré.
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Figure 13. Schéma d’une capside et des quatre modeles de décapsidation. (A) Capside du VIH-1
assemblée a partir de hexameéres et de pentameéres de protéines de capside. L’ ARN viral, I’intégrase et
la transcriptase inverse y sont logés (94). (B) Sont schématisés : la capside (en orange) du VIH-1
contenant ’ARN viral (en rouge) recouvert de protéine de NC (en bleu clair), des enzymes virales
(transcriptase inverse en vert, protéase en jaune, intégrase en violet) (étape 1). La transcription inverse
commence et la capside se déplace vers le noyau grace aux microtubules de la cellule infectée (étape 2).
L’ADN proviral peut traverser le pore nucléaire (étape 3), seul dans le modele de décapsidation
cytoplasmique (premiere colonne) ou dans la capside partiellement décapsidée dans le modéle de
décapsidation NPC (seconde colonne), ou dans la capside intacte dans les modeles de décapsidation
dans le noyau (troisiéme colonne) ou prés du site d’intégration (quatriéme colonne). L’ADN en
association avec CPSF6 (en vert) se déplace vers les sites d’intégration (étape 4), s’intégre dans la
chromatine (étape 5) pour former le provirus (étape 6) (146).

c. Lien entre transcription inverse et décapsidation
La capside est une coque protectrice du matériel génétique du virus et du processus de la
transcription inverse. Plusieurs études suggérent que la décapsidation est initiée par la
transcription inverse de I’ARNGg (84, 90, 124, 147, 148). La transcription inverse commencerait
dans le cytoplasme, dans des capsides intactes ou quasiment intactes (82, 127, 128, 132, 146),
et se terminerait dans le noyau (122, 125, 127, 128, 132, 145, 149-151). Depuis de nombreuses
annees, des études rapportent que la transcription inverse est liée a la stabilité de la capside.
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Lorsque la stabilité de la capside est fortement augmentée, la transcription inverse ne se produit
pas (152). De plus, lorsque la transcription inverse est bloquée par des inhibiteurs de la
transcriptase inverse ou des mutations de cette enzyme, la décapsidation est retardée (84, 115)
suggérant qu’un certain degré de transcription inverse est nécessaire pour réaliser la
décapsidation. Finalement, la décapsidation semble étre fortement dépendante de la
transcription inverse (84, 90, 99, 115, 116, 152-154).

Les premiéres études par vitesse de sédimentation avaient montré la présence de protéine de
CA dans le RTC quelques heures apres I’infection et une diminution significative plus de 16 h
apres. Plus recemment, des études par imageries ont révélé la présence de protéines de CA dans
les RTC pendant le transcription inverse et des capsides intactes prés de I’enveloppe nucléaire
(Reférences cités dans la revue (85)). Un consensus a eté établi définissant le RTC comme une
capside en cours de désassemblage composée des protéines de CA, de la RT, de I’intégrase, de
Vpr et d’ARNg sur lequel est fixé des NC (83). Des expériences biochimiques ont montré que
des capsides isolées effectuent une transcription inverse plus efficacement en présence d'IPs,
incorporé dans les virions, et se desassemblent avec une cinétique plus lente que les capsides
en absence d’ IPs (155, 156). Ces résultats sont en accord avec 1’idée qu’une capside intacte
facilite la transcription inverse. In vitro, il a cependant été montré que la transcription inverse
en présence d'IPs génére différentes morphologies de noyau de la capside, allant d'intacte a 50%
désassemblée (82). Ces résultats permettent de conclure que la décapsidation n’est pas un

processus de « tout ou rien », mais peut se produire partiellement de fagon progressive.

Une décapsidation partielle permettrait I’afflux de dNTPs et par conséquent la réalisation de la
transcription inverse qui induirait une modification de la structure de la capside telle qu’elle a
été observée lors des études par vitesse de sédimentation et par imagerie. Cette hypothése est
étayée par une étude récente de Rankovic et al. qui suggeére que certaines étapes de la
transcription inverse induisent des changements mécaniques dans la capside, la remodelant
progressivement, par étapes, afin d’induire son désassemblage (141). Une décapsidation
progressive permettrait également d’empécher la dégradation des acides nucléiques viraux par
les nucléases cellulaires bien qu’ils existent d’autres mécanismes comme 1’action de SAMHD1.
D’autres éléments vont dans ce sens comme une transcription inverse capable de se poursuivre
dans le noyau (127, 150) et plusieurs moyens d’échappement au systéme immunitaire de la

cellule, préservant I’intégrité les acides nucléiques viraux (85).
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2.3.3 Intégration du provirus
L’ADN bicaténaire linéaire néosynthétisé est intégré dans le génome de la cellule infectée afin
d’exprimer les génes viraux et produire de nouvelles particules virales. L’intégration de ’ADN
double-brin, caractéristique des rétrovirus, permet d’avoir une copie du génome viral dans
chaque cellule fille lors de divisions cellulaires. Il peut aussi permettre au virus de persister
dans I’organisme en état de dormance. L’ADN du VIH s’intégre préférentiellement dans des
genes transcriptionnellement actifs (157).
L’intégration est catalysée par I’intégrase (IN) virale et nécessite trois réactions : la maturation
des extrémités 3’ (3 ’-end processing), le transfert de brin réalisé par 1’intégrase et la réparation
du site d’intégration. L’intégrase est présente aux deux extrémités de I’ADN wviral
correspondant aux LTR. Ensemble ils forment 1’intasome, sous-structure du complexe de pré-
intégration (PIC) (158, 159). Ce dernier est définit comme un complexe nucléoprotéique
d’ADN viral associé a des protéines virales telles que la RT, I’IN, la MA, la CA, la NC et Vpr
ainsi que des facteurs cellulaires comme LEDGF, INI 1 ou HMG | (160-162). 1l est formé apres
la rétro-transcription du génome viral afin de réaliser le processus d’intégration. Le génome
viral intégré est appelé « provirus ».
L’intégrase possede deux activités : la maturation des extrémités 3’ et le transfert de brin. La
premiére étape du processus d’intégration, celle de la maturation des extrémités 3’ consiste a
hydrolyser la liaison phosphodiester a chaque extrémités 3’ de I’ADN viral éliminant ainsi le
dinucléotide 5°-GT-3’ et exposant le groupe hydroxyle du dinucléotide conservé 5’-CA-3’(163)
(Figure 14). Puis la seconde étape est le transfert de brin. L’intégrase catalyse 1’insertion
covalente des extrémités 3’ de I’ADN viral dans I’ADN chromosomique.
Plus précisément, 1’intégrase réalise une attaque nucléophile des liaisons phosphodiester pour
cliver simultanément les deux brins de I’ADN cellulaire en utilisant le groupement 3° hydroxyle
de ’ADN viral comme nucléophile (164, 165). Cela permet la formation d’une liaison
covalente entre les extrémités 3’ de I’ADN viral et ’ADN cible (162) (Figure 14). La derniere

étape est la réparation par des enzymes cellulaires des deux sites encadrant I’ ADN intégré.
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Figure 14. Processus d’intégration (166). Le processus d’intégration débute avec la maturation
des extrémités 3’ puis I’insertion de I’ADN viral dans I’ADN cellulaire et se termine avec la
réparation des sites encadrant I’ADN viral.

Lors d’une infection naturelle au VIH-1, I’ADN linéaire connait plusieurs destins. Il peut étre
intégré ou degradé si celui-ci n’est pas rapidement intégré. Des formes non intégrées d’ADN
viral sont également formées pendant la transcription inverse (167-169) donnant naissance a
des formes circulaires (Figure 15) (167) (170). Parmi elles, des cercles d’ADN ne contenant
pas la longueur totale de I’ADN d’origine ou des cercles d’ADN réarrangés issus d’une auto-
intégration catalysée par I’intégrase (167).

Il'y a aussi la formation d’ADN circulaire a 1-LTR et 2-LTR. Les circulaires a 1-LTR sont
principalement formés dans le noyau bien qu’une faible proportion, environ 10%, puisse étre
formée dans le cytoplasme (171). lls peuvent étre générés par des recombinaisons homologues
d’ADN linéaire au niveau des LTR. Les facteurs cellulaires de 1’hote peuvent également
conduire a la formation de ces formes circulaires & 1-LTR ainsi qu’aux formes a 2-LTR gréce
a la voie de réparation de I’ADN non-homologous end joining (NHEJ) qui est une réponse de
la cellule hote a la présence d’ADN double brin dans le noyau (171, 172).
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Figure 15. Différentes formes non intégrées d’ADN viral (167). L’ADN viral linéaire est la principale
forme susceptible d’étre intégrée. L auto-intégration de cette forme linéaire peut conduire a la formation
d’une forme circulaire tronquée non intégrée ou réarrangée. Par la voie de non-homologous end joining,

les formes circulaires a 1-LTR et 2-LTR sont formées. La recombinaison homologue des LTR peut
aboutir a la formation d’une forme circulaire a 1-LTR.

Le rble de ces formes circulaires n’est actuellement pas établi. Des études suggérent que les
formesa 1-LTR et 2-LTR seraient responsables d’une faible transcription des génes accessoires
tels que Nef (167). Deux équipes ont montré que la production virale pouvait étre détectée a
partir de ces formes dans des LT CD4+ quiescents apres leur infection, suggérant un réle dans
le processus de réplication des 1 et 2-LTR (173, 174). 1l a été montré que ’ADN a 2-LTR peut
étre utilisé comme une réserve de génomes pour l’intégration provirale (173, 175, 176),
suggérant que l’intégrase est capable de cliver la jonction entre les 2 LTR. Cette jonction
possede d’ailleurs une séquence palindromique capable d’étre clivée in vitro par des intégrases
recombinantes du VIH-1 conduisant a la formation d’ADN linéaire maturé aux extrémités 3’
(175, 177).

Plus récemment, I’équipe d’O. Delelis a mis en évidence dans un contexte virologique que
I’intégrase catalyse I’intégration d’une forme circulaire a 2-LTR dans I’ADN génomique (178).
L’ADN circulaire a 2-LTR est donc probablement une autre source de génome rétroviral

pouvant étre intégré (178).
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2.3.4 Syntheése, maturation et export des ARN viraux
La phase tardive du cycle réplicatif du VIH-1 débute avec la transcription du provirus en ARNm
par ’ADN polymérase II de la cellule-hote. Les transcrits subissent des modifications post-
transcriptionnelles similaires aux pré-ARNm de la cellule infectée comprenant 1’ajout de la
coiffe en 5°, le clivage avec la polyadénylation de I’extrémité 3° et 1’épissage par les
machineries cellulaires.
Le signal de polyadénylation est présent dans la séquence R située aux deux extrémités du
génome (Figure 9). Le signal poly(A) correspond a un motif hautement conservée
« AAUAAA », une région riche en GU, un site de clivage ainsi que des séquences activatrices
ou inhibitrices (USE : upstream sequence element) (179). Les rbles de la coiffe 5° et la queue
poly(A) sont multiples. Ils permettent notamment I’export des ARNm du noyau vers le
cytoplasme et stabilisent les ARNm en évitant leur dégradation par des ribonucléases (180).
Afin de produire ses différentes protéines virales tout en ayant une taille de génome pouvant
étre contenu dans une capside, la majorité des souches du VIH-1 présente cing sites donneurs
d’épissage et huit sites accepteurs. Ces derniers peuvent produire plus d’une centaine
d’isoformes d’ARN dans les cellules infectées (Figure 16) (181) (182).
Différentes tailles de transcrits sont générées :

- Les ARNm d’environ 1kb complétement épissés et identifiés en 2012 par I’équipe de F.
Bushman (183). Ces ARN pourraient coder pour des protéines de fusion ou des ARNs
régulateurs (183, 184).

- Les ARNm faisant entre 1,8 et 2 kb qui codent les protéines virales Tat, Rev et Nef selon
le site accepteur d’épissage (185) (Figure 16). Ces ARNm sont constitutivement exportés
vers le cytoplasme via la voie TAP/NXF1 et traduits de la méme fagon que les ARNm
cellulaires (59, 186). Ces transcrits n’utilisent pas le systéme d’export dépendant de la
protéine virale Rev.

- Les ARNm de 4 kb produisant les protéines Vif, Vpr, une forme a un exon de Tat et
I’ ARNm bi-cistronique Env-Vpu non épissés ou partiellement (181).

- Les ARNm de 9 kb non épissés servant d’ARN génomique pour les nouvelles particules

virales mais codant également pour Gag et Gag-Pol (181).

Les deux derniéres classes d’ARNm (non épissés de 9 kb et partiellement de 4 kb), obtenues
lors d’une phase plus tardive que les ARNm entiérement épissés, sont exportées vers le
cytoplasme par la protéine virale Rev interagissant avec 1’¢lément structural RRE présent sur

ces ARNm et des facteurs cellulaires (187).
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Rev utilise la voie d’exportation CRM1/Ran-GTP (Chromosome maintenance factor 1 ou
exportin-1) (57). CRM1 est un récepteur d’exportation reconnaissant la séquence NES (nuclear
export sequence) que possede Rev (188) et permettant ainsi 1’exportation dans le cytoplasme
de ’ARNm li¢ a Rev.
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Figure 16. Organisation du génome du VIH-1 et les différents ARNm produits a partir des sites
d’épissage (181). Les sites donneur (D1-D4, D6) et accepteur (A1-A8) d’épissage sont indiqués. Les
transcrits sont classés par taille (le génome non épissé, partiellement épissé ou 4 kb, complétement épissé
ou 2 kb et une derniére classe d’ARN complétement épissés ou 1 kb). Les exons sont représentés par
des traits épais et les introns par des traits fins. Les protéines obtenues a partir de transcrits hautement
conservés sont représentées. L’abondance relative de chaque transcrit au sein de sa classe constitutive
est indiquée par une couleur suivant 1’échelle affichée.
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2.3.5 Syntheése des protéines virales
L’expression des génes viraux peut étre séparée en deux phases: la phase précoce
(indépendante de Rev) et la phase tardive (dépendante de Rev). La phase précoce correspond a
I’expression des protéines issues des transcrits de 2 kb (complétement épissés et exportés de
facon constitutive vers le cytosol pour y étre traduit) codant pour Tat, Rev et Nef. Le taux de
transcription virale est fortement augmenté en présence de la protéine trans-activatrice Tat qui
se fixe sur I’¢lément structural TAR de la région R en 5’ influencant la processivité de I’ARN
polymérase Il cellulaire (189, 190). Grace a cette interaction et au recrutement de facteurs
cellulaires, Tat joue un réle important dans I’expression des génes de la phase tardive qui sont
les transcrits non épissés ou partiellement. Le virus utilise donc 1’épissage alternatif pour
exprimer tous les genes qui lui sont nécessaires tout en limitant la taille de son génome. Rev
permet 1’export des ARNm non épissés ou partiellement épissés. Nef joue un réle dans
I’échappement a la réponse immunitaire en « masquant » la cellule infectée. Une expression en
deux temps des protéines virales peut s’expliquer par le fait que les protéines structurales sont
plus immunogenes. 11 est donc plus intéressant pour le virus de les produire aprés 1I’échappement
au systeme immunitaire grace a I’action de Nef. S’en suit une phase tardive correspondant a
I’expression des autres protéines virales (plus immunogénes) produites a partir des transcrits
non épissés (9 kb) ou partiellement épissés (4 kb) dont le transport vers le cytoplasme dépend

de Rev.

a. La glycoprotéine de I’enveloppe

Le gene env code pour un précurseur polypeptidique glycosylé de 160 kDa (gp160). Le clivage
de ce dernier par la furine, une protéase cellulaire (191), produit les glycoprotéines gp120 et
gp4l (192). Celles-ci forment la protéine d’enveloppe (Env) constituée d’un trimére de gp120
formant le spicule présent a la surface du virion et d’un trimére de gp41 formant la tige
transmembranaire (Figures 11 et 12). Les trois sous-unités gp120 sont liées par des interactions
non covalentes aux trois sous-unités de gp4l. La protéine d’enveloppe est essentielle a
I’infection via la fusion membranaire (191). Elle représente donc la premiere et principale cible

de la réponse humorale car c’est le seul antigéne a la surface de la particule virale.
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b. Les protéines de régulation

Tat (Transactivator of transcription) est une protéine de 86 a 104 acides aminés selon la souche
(193) et est codée par deux exons dans le génome viral. Elle est synthétisée a partir d’ARNm
partiellement ou completement épissés (Figure 16). Elle est localisée principalement dans le
noyau mais peut aussi étre libérée dans 1’espace extracellulaire par les cellules infectées (194).
Cette protéine virale est I’'un des deux facteurs de régulation viraux qui sont essentiels a
I’expression du virus. Cette protéine est impliquée dans plusieurs mécanismes moléculaires
ayant pour but d’augmenter le taux de transcription de I’ADN proviral. Elle a notamment un
effet sur le remodelage de la chromatine (195), I’initiation et 1’élongation de la transcription
(196, 197) et la phosphorylation de I’ ARN polymérase Il (198). Plus précisément, Tat possede
plusieurs domaines (Figure 17) (193) dont un domaine basique grace auquel elle peut interagir

avec I’élément structural TAR présent dans la région R située en 5° de I’ARNg.

RKKRRQRRR
Exon | \ / Exon Il
21 37 48 59 72 86 101
N-terminus Cysteine-rich Hydrophobi Basic  Glutamine-rich RGD motif
acidic core

Figure 17. Domaines de la protéine Tat. Tat contient les domaines suivants : domaine N-terminal (1-
21), domaine riche en cystéine (22-37), domaine noyau hydrophobe (38-47), domaine basique (48-59),
domaine riche en glutamine (60-72) et domaines codés par le second exon.

Cette interaction facilite la transcription virale (189, 199, 200) par le recrutement de la forme
active du positive transcription elongation factor b (P-TEFb) composé de la cycline T1 et la
cyclin-dependent kinase 9 (Cdk9). Tat se lie a la cycline T1 et a la tige-boucle TAR formant un
complexe ternaire TAR:Tat:complexe P-TEFb sur les ARN naissants. Les changements de
conformation du complexe P-TEFb induit par Tat permet a Cdk9 de phosphoryler I’ARN
polymérase 1l (201-203) (Figure 18) (204). Cela rend ainsi 1’enzyme plus stable, plus
processive et capable de transcrire 1’intégralité de I’ ADN proviral (204).
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Figure 18. Transactivation par Tat de Dexpression virale. (A) Lorsque le
complexeNF«B:p50:pS0:HDAC est li¢ au LTR du virus latent, une déacétylation des histones et des
changements de la structure de la chromatine ont lieu (205). En absence de la protéine Tat, I’ARN
polymérase Il initie la synthése des transcrits viraux sans parvenir dans la majorité des cas a réaliser
I’étape d’élongation nécessaire a la synthése de I’ARN viral complet. (B) En présence d’une stimulation
comme le TNF-a, les complexes induisant une latence du virus sont éliminés du LTR viral. Le complexe
CBP/p300 se lie au promoteur et acétyle les histones environnantes ainsi que Tat (206, 207). Tat interagit
avec le complexe P-TEFb et se fixe sur la tige-boucle TAR de I’ARN viral. S’ensuit une phosphorylation
de I’ARN polymérase Il & son domaine C-terminal afin de la rendre plus efficace et capable de
synthétiser intégralement I’ ARN viral.

Rev (Regulator of virion expression) est une phosphoprotéine de 116 acides aminés (19 kDa)
qui est synthétisée a partir d’ARN viraux entierement €pissés (Figure 16). Rev est le second
facteur de régulation essentiel pour I’expression du génome viral. Cette protéine se fixe
spécifiquement sur 1’élément structural RRE (Rev responsive element) situé dans le gene env
(Figure 9). Plusieurs molécules de Rev se fixent sur RRE en formant un complexe homo-
oligomérique (208). Ce complexe interagit avec la machinerie d’exportation de la cellule-hote
et permet ainsi le transport des ARN viraux non épissés ou partiellement épissés du noyau vers

le cytoplasme (63, 188).

c. Les protéines accessoires

Nef (Negative regulatory factor) est I’'une des quatre protéines accessoires du VIH-1. Elle est
constituée de 207 acides aminés et est myristoylée a son extrémité N-terminale (209). Elle est
produite a partir d’ARN viraux entiérement épissés (Figure 16). Nef est principalement
localisée dans le cytoplasme et la membrane plasmique de la cellule infectée. Cette protéine
posseéde un noyau structuré, une boucle interne et des régions flexibles aux extrémités C et N-
terminales. Ces régions peu structurées sont capables de subir des changements
conformationnels permettant a Nef d’avoir de nombreuses interactions avec les protéines
cellulaires (210, 211). Nef a plusieurs activités dont I’'une est de réguler négativement

I’expression du récepteur CD4 (212) ainsi que des molécules du CMH de classe | des cellules
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infectées (213). Nef est également capable d’inhiber I’incorporations des protéines
transmembranaires SERINCs dans les virions (214, 215). Les facteurs de restrictions SERINCs
influenceraient la taille du pore de fusion membranaire entre le virion et la cellule, empéchant
la capside d’entrer. Enfin, nef est décrite comme un facteur de pathogénicité requis pour une

réplication optimale du virus (216).

Vpr (Viral protein R) est une protéine de 96 acide aminés produite a partir d’ARN viraux
partiellement ou complétement épissés (Figure 16). Cette protéine est incorporée dans les
particules virales grace a une interaction spécifique avec le domaine p6 du précurseur Gag
(217). Vpr est présente dans les noyaux des cellules infectées et est impliquée dans
I’importation nucléaire du PIC. Cette protéine accessoire interagit avec des protéines de la
cellule hote afin d’induire leur dégradation ou pour moduler leurs activités (218). Les molécules
cibles de Vpr jouent notamment un role dans le cycle cellulaire, la différenciation cellulaire,
I’apoptose ou encore la réparation de I’ADN cellulaire. Vpr se trouve étre aussi impliqué dans
la transactivation des génes viraux et cellulaires, et dans la régulation de I’activité de Nf-xB
(216, 217). Vpr peut également induire la dégradation du facteur de restriction SAMHDI,

régulateur majeur de ’homéostasie des nucléotides (220).

Vpu (Viral protein U) est une protéine accessoire de 81 acides aminés propre au VIH-1 et a
certains SIV dont le SIVcpz (le plus proche du VIH-1). Il n’existe pas une protéine similaire
chez le VIH-2. Elle est générée a partir de transcrits partiellement épissés (Figure 16). Cette
protéine transmembranaire posséde deux principales fonctions biologiques. Une premiére
fonction qui est la régulation négative de 1’expression des récepteurs CD4 en modulant la
dégradation des CD4 nouvellement synthétisés par le protéasome dans le réticulum
endoplasmique (221). Et une seconde fonction qui est la stimulation du relargage des virions a
partir de la membrane plasmique des cellules infectées par le VIH-1 en contrant I’effet du
facteur de restriction BST2. Cette protéine cellulaire est capable de retenir physiquement les
nouveaux virus formés a la surface des cellules infectées en s’incorporant dans la membrane

des particule virales (222, 223).
Vif (Viral infectivity factor) est une protéine accessoire basique constituée de 220 acides

aminés. Elle est produite a partir d’ARN viraux partiellement épissés (Figure 16) et est localisée

dans le cytoplasme des cellules infectées ou a I’intérieur des particules virales (224, 225).
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Vif favorise ’infectiosité. Son role principal est de contrer 1’effet antiviral de la protéine
cellulaire APOBEC3G (225, 226). Cette derniére est capable d’induire la conversion de
cytosine en uracile dans I’ADN simple-brin négatif, induisant ainsi des mutations de guanine
en adénine dans I’ADN viral double-brin. De fagon tres simplifiée, vif empéche I’incorporation
d’APOBEC3G dans les virions en phase de bourgeonnement en déclenchant sa dégradation par
le protéasome via la voie d’ubiquitination (227, 228). Vif peut également inhiber la
transcription d’APOBEG3G par la fixation du facteur de transcription CBF-f (core binding
factor ), sa traduction en se liant aux UTR de ses ARNm, son encapsidation dans les particules
virales en cours de bourgeonnement dont le mécanisme n’est pas encore clairement établi.
(225, 229-232) Enfin, d’autres études suggérent que Vif inhibe 1’activité désaminase dans les
virions (225, 233-235).

d. Les enzymes virales

- Laprotéase

La protéase (PR) est générée a partir du précurseur Gag-Pol (Figure 9) qui est synthétisé a partir
de PARNm 9 kb non épissé (Figure 16). La dimérisation du precurseur Gag-Pol induit
’activation de la protéase située dans le domaine Pol et permet ainsi la libération de la protéase
mature (236-238). Cette derniere est active sous la forme d’un dimére dont chaque sous-unité
est constituée de 99 acides aminés (239). Elle fait partie de la famille des protéases a acide
aspartique (acide aminé présent dans le site actif avec deux autres acides aminés formant la
triade catalytique). La protéase en réalisant les clivages protéolytiques des précurseurs
polypeptidiques Gag et Gag-Pol joue un role essentiel dans la maturation des particules virales
(224, 228, 229). Pour cette raison, les inhibiteurs qui ciblent la protéase sont utilisés depuis

1995 comme médicaments dans le traitement des personnes infectées par le VIH (229, 230).

- L’intégrase

L’intégrase est une enzyme essentielle pour I'intégration de I’ADN viral dans le génome
cellulaire en réalisant la maturation des extrémités 3’ et le transfert de brin. L’intégrase est
une polynucléotidyle transférase de 288 acides aminés possedant trois domaines
structuralement indépendants : le domaine amino-terminal (NTD) arborant un motif conservé
HisHisCysCys liant le zinc, le domaine du cceur catalytique (CCD), comprenant la triade
catalytique Asp-Asp35-Glu spécifique des intégrases rétrovirales et rétrotranspsons, et le
domaine carboxy-terminal (CTD) (243).
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L’intégrase est en équilibre entre les états monomérique, dimérique, tétramérique et d’autres
états oligomériques (166). Elle se lie a ’ADN uniquement sous sa forme dimérique qui
représente la forme active de I’enzyme (244). Deux protéines cellulaires ont été caractérisées
comme intervenant dans I’import du PIC. Le complexe IN-ADN est transporté vers le noyau
par la transporine-SR2 (TR2) (245). LEDGEF/p75 est un autre cofacteur cellulaire de I’intégrase
du VIH-1 qui interagit avec elle par son IN binding domain (IBD) et fixe le PIC a la chromatine
de la cellule héte (246, 247) (Figure 19).

HIV-1
intasome

Figure 19. Interactions entre LEDGF/p75, ’intasome et I’ADN cellulaire (246). L’ADN cellulaire
(trait fin rouge) est enroulé autour des histones (en gris) formant un mononucléosome. LEDGF/p75 (en
bleu) se fixe sur ce dernier grace a une liaison entre son domaine PWWP et la queue de I’histone H3 et
ses trois régions chargées (CR1-3) avec I’ADN cellulaire. Le IN binding domain (IBD) permet au
LEDGF/p75 de se lier a I’intégrase (tétramére en orange), elle-méme liée a I’ADN viral (trait épais
rouge).

- Latranscriptase inverse

La transcriptase inverse (RT) (Figure 20) (248, 249) est un hétérodimeére généré a partir du
clivage du précurseur Gag-Pol par la protéase virale. Elle posséde deux sous-unités : une
grande, p66 et une plus petite, p51 qui est un produit proteolytique de la p66 (250).

La sous-unité p66 posséde deux domaines :

- le domaine N-terminal contenant I’activit¢ ADN polymérase ADN-ARN dépendante
responsable de la conversion de I’ARNg viral simple-brin en ADN double-brin. Sa structure
tridimensionnelle est comparée a une main droite composée de sous-domaines Nommes
Fingers, Palm et Thumb (227, 239). Le sous-domaine Palm posséde I’activité polymérase avec
les trois acides aspartiques formant le site actif (D110, D185 et D186). Les dNTP se fixent entre
les sous-domaines Palm et Fingers et d’importants contacts se produisent entre les riboses et
les bases azotées avec les residus L74, Y115, M184 et Q151. La poche catalytique est formée

par le sous-domaine Fingers qui se rabat sur le sous-domaine Palm (252).
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- le domaine C-terminal qui contient 1’activité RNase H qui dégrade le brin d’ARN dans un
hybride ADN-ARN. Il est constitué des 120 derniers acides aminés de la sous-unité p66,
correspondant au fragment p15 généreé par le clivage de la sous-unité p66 par la protéase virale.
Le domaine RNase H est a proximité du domaine catalytique lié par le domaine de connexion
au sous-domaine Thumb. Le clivage de p66 par la protéase virale génere la sous-unité p51 de
la RT et p15. La p51, a I’exception du domaine RNaseH, contient les mémes sous domaines
que p66. Néanmoins, elle ne présente pas d’activité catalytique comme p66, présentant une
structure ouverte et flexible, et jouerait davantage un réle structural malgré une séquence

d’acides aminés similaire (253).

38-mer DNA
aptamer

Figure 20. Structure de la transcriptase inverse du VIH-1 liée a un aptameére d’ADN (248). (A)
Hétérodimere p66-p51 (gris) et un aptamére d’ADN (vert). La premiére paire de bases est située au
niveau du site actif de 1’activité polymérase et la boucle apicale de 1’aptameére est située pres du site actif
de I’activité RNase H. (B) Représentation de la densité électronique de I’aptamére d’ADN au centre du
site actif de I’activité polymérase.

Propriétés de la transcriptase inverse

Les deux activités de la RT (activité ADN polymérase et activité RNase H) sont nécessaires et
coopérent pour convertir le génome viral d’ARN simple-brin en ADN double-brin. La RT ne
posséde pas d’activité de relecture exonucléotidique permettant a I’enzyme de vérifier que le
transcrit est I’exact copie de la matrice ADN ou ARN. Son taux d’erreur a ét¢ mesuré en culture
cellulaire et est d’environ 1,4 & 2,4.10° par base et par cycle de réplication (254, 255). Cette
estimation peut ne pas refléter le réel taux de mutations du VIH-1 in vivo car plusieurs facteurs
cellulaires entrent en compte chez les patients atteints, notamment la concentration de dNTP,
le taux de co-infection cellulaire avec des génomes viraux distincts ou la taille de la population

virale, qui peut alors influencer le type de mutation et la fréquence.
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Cuevas et al (256) ont mesureé in vivo le taux de mutation en analysant la fréquence des codons
stop trouvés dans les séquences virales des patients. Le taux est de 4,1+1,7.10" mutations par
base et par cellule dans les séquences d’ADN des cellules mononucléaires du sang
périphériques de patients. Le virus est également soumis aux facteurs cellulaires antiviraux tel
que APOBEC3. Cette méme étude a révélé que 98% des mutations identifiées ont été générées
par les protéines APOBEC3 et non par la RT. Néanmoins, I’hypermutation induite par

APOBECS3 est généralement létale pour le virus (86, 257, 258).

L activitée ADN polymérase

\
PDB ID 6HAK PDBID 1HYS

PDB ID 4PQU

Figure 21. Etats conformationnels de la transcriptase inverse du VIH-1 (259). (A) Forme Apo de
la RT ou le domaine Thumb est fermé et le domaine Fingers ouvert. (B) Forme complexée de la RT
avec I’ARN viral et I’amorce ARNt. (C) RT complexée avec I’ARN viral et I’ADN viral néosynthétisé.
Sous ces deux conformations, la RT peut incorporer un dNTP ou le domaine Thumb est maintenant
ouvert. (D) Un dNTP s’est fixé au site N de la RT sur lequel le domaine Fingers s’est rabattu. (E) La
liaision phosphodiester se forme entre 1’amorce et le nucléoside, le domaine Fingers s’ouvre de
nouveau.

La fixation de la RT sur I’ARNg viral induit un changement conformationnel du sous-domaine
Thumb de la sous-unité p66, d’une conformation fermée a une conformation ouverte (Figure 21
A, B et C). Comme d’autres ADN polymérases, la RT a besoin a la fois d’une amorce et d’une
matrice pour démarrer la polymérisation. L’enzyme se fixe préférentiellement sur les acides
nucléiques double-brin. Ainsi, I’extrémité 3° de I’amorce appariée a la matrice interagit avec le
site P (Priming site) de la RT qui est adjacent au site actif de I’activité polymérase. L’étape
initiale d’incorporation nucléotidique est la fixation des dNTP entrants au niveau du site N

(Nucleotide binding site) de I’enzyme formant alors un complexe ternaire (Figure 21 D et E).
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La limitation de la cinétique de la réaction de polymérisation est due a un changement
conformationnel du sous-domaine Fingers qui se rabat sur le dNTP entrant et le site actif de
polymérisation (Figure 21 D), permettant d’aligner le 3’-OH de I’amorce, le phosphate o du
dNTP et le site actif de la polymérase. A lieu ensuite la formation d’un pont phosphodiester
entre le nucléoside entrant et I’amorce, générant alors un pyrophosphate. Le sous-domaine
Fingers s’ouvre (Figure 21 E) et conduit le pyrophosphate hors du site actif. A mesure de la
synthése du brin d’ADN, la matrice est transloquée de fagon a libérer le site de liaison
nucléotidique pour que I’enzyme fixe le prochain dNTP entrant (Figure 21 C). La
polymérisation nécessite la présence de deux ions Mg?*, ils coordonnent les oxygénes des trois
phosphates d’un dNTP entrant et la chaine latérale des résidus aspartate catalytiques (D110,
D185 et D186). Cette étape de coordination au niveau du site polymérase permet au 3°’OH
d’attaquer le phosphate o du nucléotide entrant. Les deux ions métalliques contribuent
également a la stabilisation de la charge des intermédiaires de la réaction formant la liaison

phosphodiester.

L activité RNase H :

Le site actif de la RNase H est situé dans le domaine C-terminal de la RT et est séparé du site
de polymeérisation par dix-huit paires de bases lorsque la RT est fixée sur un hétéroduplex ARN-
ADN (250, 251). De cette fagon, la RT peut cliver I’ARN au cours de la synthése de I’ADN, ce
processus est appelé polymerization-dependent RNase H activity (262). Néanmoins, le taux de
polymérisation est supérieur au taux d’hydrolyse de I’ARN. Des coupures RNase H
indépendantes de la polymérisation sont aussi réalisées par la RT car nécessaire pour la
dégradation compléte de I’ ARN copié (262). Si des virus sont déficients en RNase H, ils sont
non-infectieux (263-266). La dégradation de ’ARN est normalement indépendante de la
séquence mais la RNase H du VVIH-1 peut effectuer certains clivages spécifiques. Similairement
aux autres polymérases associées a des nucléases, I’activité RNase H, produisant des extrémités
5°P et 3°OH au niveau du site de clivage, est dépendante des ions Mg?* (267).

Il a été suggéré que la spécificité de 1’activité de la RNase H aux hybrides ARN-ADN soit liée
a la largeur du petit sillon d’environ 9 a 10 A (268, 269).

La RNase H utilise trois modes de clivage distincts pour dégrader I’ARN dans I’hybride ADN-
ARN (Figure 22) (270) :
- Clivage dirigé par l'extrémité 3’ de 'ADN et situé a 15-20 nucléotides de celle-ci. Ce

clivage est couplé a la synthése d'ADN (clivage dépendant de I’activité polymérase).

37



- Clivage dirigé par ’extrémité 5' de I’ARN et situé a 13-19 nucléotides de celle-ci, dans
lequel I'extrémité 5' de I’ARN est en retrait sur un long fragment d’ADN,

- Clivage interne.

Les deux derniers modes de clivages sont indépendants de 1’activité polymérase de la RT (271)
mais ceux-ci fonctionnent simultanément (272). L’orientation de la RT lorsqu’elle est fixée sur
des duplexes ARN-ADN semble déterminer son action, soit la synthése d’ADN ou I’hydrolyse
du brin ARN hybridé a I’ADN (273).
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DNA 3' end-directed 5 5 2 )
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RNAS5'end-directed T TTTTT T TTTT IO ITTTITTITY
cleavage ? !
1I 5 10 15 20 25
|III|IIII|IIII|IIII|I1 I||I
Nucleotides from recessed end

Figure 22. Modes de clivage de la RNase H du VIH-1 (38). En noir I’ADN et en rouge I’ARN forme
I’hybride ADN/ARN. Les fléches du clivage interne correspondent aux sites de clivage par la RNase H
déterminé par la séquence. La région de clivage pour le mode de clivage dirigé par l'extrémité 3' de
I'ADN (15 a 20 nucléotides a partir de I'extrémité d’ADN en amont) est surlignée en vert. La région de
clivage pour le clivage dirigé par lI'extrémité 5' de I'ARN (13 a 19 nucléotides a partir de I'extrémité) est
surlignée en bleu.

e. Les protéines de structure

Les protéines de structure sont codées par le géne gag et issues du précurseur polypeptidique
Gag de 55 kDa (Pr55%%) (Figure 9). Les protéines matures obtenues aprés clivage par la
protéase virale sont la protéine de matrice (MA, p17), la protéine de capside (CA, p24) et la
protéine de nucléocapside (NC, p7) (Figure 23). Ces trois protéines constituent les éléments

fondamentaux de la structure du virion et ont des réles divers.

Notamment, les protéines, MA assurant la liaison aux membranes et tapissent la membrane
interne de la particule virale. Les protéines CA formant la capside contenant I’ARNg dimérique
ainsi que les protéines de nucléocapside dont la forme mature (NCp7 nommée communément
NC) recouvre ’ARNg dimérique dans le virion. Les domaines protéiques du précurseur Gag
sont reliés entre eux par des peptides espaceurs, SP1 et SP2. La région C-terminale de Gag
correspond au peptide p6 impliqué dans le bourgeonnement des particules virales naissantes
(274) et dans I’encapsidation de Vpr en le fixant (275, 276).
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Figure 23. Protéolyse séquentielle de Gag. (A) Modele structural de la protéine Gag (38). Les pointes
de fléches correspondent aux clivages effectués par la protéase virale. (B) Clivage séquentiel du
précurseur Gag permettant d’obtenir plusieurs protéines et peptides (277).

- La protéine de matrice
La protéine de matrice (MA) représente le domaine N-terminal du précurseur Pr55%% (Figure
23). Cette protéine basique posséde environ 130 acides aminés et est principalement constituee
de cinq hélices a majeures et trois feuillets B. Environ 30 résidus du domaine C-terminal
forment une hélice a servant a relier le domaine MA au domaine CA du précurseur Gag
(268, 269) (Figures 8 et 24).
MA est impliquée dans I’interaction de Gag avec la membrane plasmique, I’incorporation de la
glycoprotéine Env dans 1’enveloppe des particules virales naissantes et dans des événements de
la phase précoce suivant I’entrée du virion (278).
Dans la particule virale mature du VIH-1, la protéine de matrice est localisée sous 1’enveloppe
virale dérivant de la membrane de la cellule infectée. MA possede un double signal avec le
groupe myristoyle a I’extrémité N-terminale et la région hautement basic (HBR).
La liaison a la membrane plasmique se fait par ancrage du groupement myristoyl dans la
bicouche lipidique et par le domaine N-terminal basique qui lie les phospholipides acides,
particulierement le phosphatidylinositol-4,5-biphosphate P1(4,5)P2 qui est fortement présent
dans la membrane plasmique (278).
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Figure 24. Modéle de reconnaissance entre MA et la membrane plasmique (280, 281). (A) Modele
en cartoon du précurseur Gag (en vert) avec la MA (identifiée par la ligne blanche) ancrée dans une
bicouche membranaire. (B) Trimére de MA vu du dessous. (C) Trimére de MA lié la membrane par ses
domaines HBR (en bleu), ses groupements myr et la téte polaire de PI(4,5)P2. Les résidus en rouge sont
localisés a I’interface trimérique.

- La protéine de capside

La protéine de capside est une protéine d’environ 230 acides aminés composée de deux
domaines liés par une région flexible : la région N-terminale dite « le domaine central »
intervenant dans la maturation du virion et I’incorporation de la Cyclophiline A (CypA, protéine
favorisant la réplication du VIH) et une région C-terminale dite « domaine de dimérisation »
impliquée dans les interactions Gag-Gag (282).

Le domaine central est composé de sept hélices a, deux feuillets B et une boucle fortement
exposée servant de site de liaison canonique pour la CypA (283). Le domaine CA du précurseur
Gag joue un role important dans 1’assemblage et la maturation du virion. Son extrémité N-
terminale n’est d’ailleurs pas structurée et est liée au domaine MA lui-méme relié a la
membrane plasmique. Cette extrémité est libérée lors de la protéolyse du précurseur, permettant

a la région N-terminale de se replier en épingle a cheveux 3 (284).

- Laprotéine de nucléocapside
La protéine de nucléocapside mature (NCp7 communément nommée NC) est codée par le géne
gag et est présente entre 1000 a 1500 copies par virion (285, 286). L’ARNg dimérique est
couvert de NC dans le virion. Le rapport NC:ARNg est de 1 molécule de NC pour 12 a 18
nucléotides. Cette protéine, sous forme mature ou comme domaine du précurseur Gag, est

impliguée dans plusieurs étapes du cycle réplicatif, notamment la transcription inverse (détaillé
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dans le chapitre suivant), ’intégration de I’ADN double-brin dans le génome cellulaire,
I’assemblage de la particule virale ainsi que la dimérisation et I’encapsidation de I’ARNg.

La NC est une petite protéine de 55 acides aminés générée par le clivage protéolytique du
précurseur Gag qui produit séquentiellement trois protéines contenant le domaine NC:NCp15,
NCp9 et finalement NCp7 (Figure 23). La NC se fixe sur les acides nucléiques grace a son
caractére basique et a ses deux doigts de zinc (ZF1 et ZF2). Ces derniers contenant le motif
conservé CCHC fixent le zinc avec une trés forte affinité (Figure 25). Les extrémités N et C-
terminales ainsi que la région charniere entre ZF1 et ZF2 sont flexibles et faiblement structurées
(287, 288)
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Figure 25. Structure 3D (A) et primaire (B) de la NC (289). Les deux domaines en doigts de zinc
sont en rouge (ZF,) et bleu (ZF2), la région charniere en gris clair et les extrémités N- et C-terminales
en gris foncé.

Propriétés de la protéine de nucléocapside

Interaction avec les acides nucléiques :

La NC se fixe sur ’ADN et ’ARN préférentiellement au niveau des régions simple-brin. La
constante d’association de cette protéine a un acide nucléique dépend de la nature, la séquence
et le repliement de la molécule cible, ¢’est pourquoi elle peut varier de plusieurs ordres de
grandeur (de quelques nM a 1400 nM (290)). Cela lui permet d’exercer différentes fonctions
selon la nature des séquences et les concentrations des acides nucléiques.

Cing a huit nucléotides contenant généralement au moins une guanine non appariée constituent
le site d’interaction de la NC (291). De plus, les motifs TG, GNG et TNG constituent des sites
de fixation préférentielle pour la NC (292-295) . Ces motifs sont notamment présents dans les
tiges-boucles : TAR de ’ARNg, cTAR et PBS de I’ADN (-) viral (284, 287). Les interactions
spécifiques ont un role crucial dans la reconnaissance du signal d’encapsidation de ’ARNg
viral par le domaine NC du précurseur Gag, impliquant la reconnaissance et la sélection
spécifique parmi de nombreux ARN cellulaires lors de 1’assemblage de la particule virale (298,

299).
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Une autre caractéristique de la NC est qu’elle présente une polarité de fixation opposée selon
la nature de I’acide nucléique (300, 301). La NC se fixe sur ’ARN avec une orientation
antiparalléle, c'est-a-dire que son extrémité N-terminale est orientée vers I’extrémité 3’ de
I’ ARN. Inversement, la NC se fixe sur I’ADN de fagon paralléle avec son extrémité N-terminale
orientée vers I’extrémité 5° de I’ADN (Figure 26) (292, 293).
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Figure 26. Polarité de fixation de la NC aux acides nucléiques (301). (A) La NC se fixe sur ’ARN
avec une orientation antiparalléle. (B) La NC se fixe sur I’ADN avec une orientation paralléle. Dans les
deux cas, ZF2 est a proximité de la région simple-brin et induit une déstabilisation de la tige dans le sens
indiqué par la fleche

Activité chaperon des acides nucléiques :

La NC posséde une activité chaperon des acides nucléiques lui permettant de réarranger I’ADN
et PARN dans la structure secondaire la plus stable thermodynamiquement contenant
généralement le maximum de paires de bases. La NC a un role prépondérant dans I’appariement
des acides nucléiques complémentaires qui forment des structures secondaires en tige-boucle.
Cette activité chaperon repose sur trois activites (302) :

1) La déstabilisation transitoire des structures secondaires des acides nucléiques qui est
principalement due aux deux doigts de zinc. Les motifs tels que les bulges, les boucles
apicales et internes, les mis-appariements et les paires de bases terminales constituent des
¢léments qui facilitent I’action déstabilisatrice de la NC (303, 304).

Celle-ci est souvent initiée dans les régions double-brin qui sont proches de nucléotides non
appariés. La déstabilisation se propage ensuite le long de 1’acide nucléique cible permettant
le glissement de la NC et/ou la fixation de nouvelles molécules de NC (298, 299). La
déstabilisation des structures secondaires favorise les processus d’hybridation inter ou

intramoléculaires durant le cycle réplicatif.

2) L’agrégation des acides nucléiques due aux résidus basiques. Cette activité facilite le
contact et par conséquent 1’appariement des acides nucléiques complémentaires.

3) Un temps de résidence court sur les acides nucléiques.
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2.3.6 Encapsidation de ’ARN génomique dans la particule virale
Au cours de la phase tardive, deux copies d’ARNg non épissé contenant une coiffe en 5° et une
queue poly(A) en 3’ sont sélectionnées. Elles sont recrutées pres de la membrane plasmique au
niveau du site d’assemblage de la particule virale pour y étre encapsidées. On retrouve dans le
cytoplasme proche de la zone d’assemblage plusieurs types d’ARN pouvant étre cellulaires ou
viraux. Ces derniers sont alors soit épissés, codant pour les protéines virales accessoires, soit

non épisses, codant pour les protéines virales Gag et Gag-Pol et servant d’ARNg a encapsider.

Plusieurs études ont montrés que 1’encapsidation de I’ARNg est liée a sa dimérisation (299,
306, 307). L’ARNg dimérique est préférentiellement incorporé par rapport aux autres ARNm
viraux et cellulaires (308, 309). L’interaction entre les deux copies d’ARNg se réalise au niveau
du signal d’encapsidation W qui débute dans la région non codante 5’ et s’étend jusqu’au
premiers nucléotides du gene gag. L’interaction ARNg-ARNg est initiée plus précisément par
la tige-boucle SL1 (310). Cette derniére posséde une séquence palindromique dans sa boucle
apicale, appelée site d’initiation de dimérisation (DIS) permettant une interaction boucle-boucle
entre deux molécules d’ARNg (310, 311). Pour rendre possible cette interaction
intermoléculaire, onze nucléotides de la séquence U5 doivent étre appariés avec la séquence
contenant le codon d’initiation AUG du gene gag (Figure 27) (312) laissant exposé le DIS.
Deux autres conformation non compatible avec la dimérisation de I’ARNg existe ou le DIS est

apparié avec les nucléotides de la séquence U5 (Figure 27) (312) ou avec le poly(A) (313).

Les études in vitro suggéerent fortement que la NC joue un réle important dans la formation du
dimeére d’ARNg (312, 314-317). Le domaine NC de Gag interagit spécifiquement avec I’ARNg
grace a ses deux doigts de zinc au niveau du signal d’encapsidation ¥ constitué des tiges-
boucles PBS, SL1 a SL4 situé dans la région 5’UTR (67, 70, 308, 310, 318). Le PBS ne
contribue pas a la dimérisation ou 1’encapsidation de I’ARNg (319). La tige-boucle SL3 est un
élément important de ce signal (320) mais plusieurs études de mutagénése dirigée suggérent
que la tige-boucle SL1 serait un élément structural plus essentiel a ’encapsidation de ’ARNg
que la tige-boucle SL3 (67, 69, 71, 321). La région ¥ de I’ARNg contient sept sites contenant

des guanines non appariées qui peuvent étre reconnues par le domaine NC du précurseur Gag.
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La substitution de ces guanines par d’autres nucléotides a montré qu’elles agissaient de fagon
synergique suggérant une fixation d’un précurseur Gag sur chacun des sites pour conduire a
une encapsidation optimale de I’ARNg dimérique (322). En effet, 1’encapsidation était peu
diminuée lorsqu’il n’y avait que deux sites putatifs mutés mais 1’était d’un facteur trente-quatre

quand six des sept sites étaient mutés (322).
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Figure 27. Conformations adoptées par la région 5°UTR de ’ARNg (312). Dans la conformation
monomeére dimer-incompetent la séquence du DIS (en rouge) est impliquée dans des appariements avec
une partie de la séquence U5 (en bleu) empéchant la formation d’une interaction intermoléculaire entre
deux molécules d’ARNg. Dans la conformation monomeére dimer-competent le codon AUG (en vert)
du géne gag est apparié avec une partie de la séquence U5 libérant ainsi le DIS qui est capable d’interagir
avec le DIS d’une autre molécule d’ARNg pour former le complexe boucle-boucle (kissing dimer).

L’interaction ARNg-ARNg agit comme un point de nucléation afin de permettre
I’oligomérisation des unités Gag et Gag-Pol par des interactions Gag-Gag et Gag-ARN
contribuant a I’assemblage de la particule virale immature. La délétion du domaine NC du
précurseur Gag entraine 1’accumulation de ce dernier au niveau de la membrane plasmide in
cellula (323). Des mutations au niveau des doigts de zinc de la NC ont un impact négatif sur le
bourgeonnement et le clivage du précurseur Gag (314, 315). L’assemblage du virion est ainsi
médié par I’encapsidation de I’ARNg dimérique et les interactions Gag-Gag ou le précurseur

Gag est I’acteur protéique principal du processus d’encapsidation (323, 324).

Il a été montré que les tiges-boucles TAR et poly(A) de la région 5°, qui n’est pas comprise
dans le signal W, jouent un role dans I’encapsidation de I’ARNg sans une quelconque
intervention dans I’interaction du domaine NC avec le génome viral. L'ouverture de la tige-
boucle TAR provoque une dimérisation aberrante et une encapsidation réduite de 'ARNg (325).
Le motif 5’poly(A) a été identifié comme nécessaire a I’encapsidation de I’ARNg bien que
généralement réprimé lors de la réplication virale afin d’éviter la génération de courts transcrits.

Le signal 5’poly(A) pourrait faciliter I’encapsidation par une interaction directe ou indirecte du
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précurseur Gag avec la machinerie cellulaire de polyadénylation (326). CPSF6 semble étre un
possible candidat puisqu’il intervient dans la répression du signal 5’poly(A) mais également
dans le 3’-end processing de I’ARN (326). Néanmoins, des études RMN ont montré que les
tiges-boucles TAR et poly(A) forment un empilement coaxial ou la coiffe 5’ de I’ARNg est
« prise en sandwich » entre les deux tiges-boucles (327). Cette séquestration de la coiffe 5’
permettrait aux ARNg de ne pas étre reconnu par le facteur d’initiation de la traduction elF4E,
d’éviter leur dégradation par la machinerie cellulaire et donc d’étre disponibles pour interagir
avec les polypeptides Gag (327). Elle ferait donc partie, avec le reste de la région 5’ non
codante (signal d’encapsidation W et de dimérisation DIS), des éléments prérequis pour une

encapsidation optimale de I’ARNg (328).

2.3.7 Assemblage, bourgeonnement et maturation de la particule virale

100 nm

Figure 28. Etape de bourgeonnement du VIH-1 observée par microscopie électronique dans des
cellules T humaines (329). (a, b) Lors des premiéres étapes du bourgeonnement, on observe une
accumulation de protéine Gag proche de la membrane plasmique. (¢, d) Formation de la coque sphérique
immature de la particule conduisant a la courbure de la membrane. (e, f, g) Le lien membranaire s’affine
entre le virion naissant et la cellule infectée conduisant a sa fission. (h) Gag est clivé par la protéase
virale, la capside virale est ainsi formée.

L’assemblage de la particule virale a lieu au niveau de la membrane plasmique de la cellule
infectée. Les différents composants (ARNg, Gag, Env, Gag-Pol, protéines accessoires) de la
particule virale doivent étre acheminés simultanément vers la membrane cellulaire depuis leur
lieu de synthése. Tout d’abord, le précurseur polypeptidique Env (gp160) est traduit prés du

réticulum endoplasmique puis est inséré dans la membrane de ce dernier afin d’étre glycosylé.
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I1 est ensuite transporté vers la membrane plasmique via I’appareil de Golgi ou il est clivé par
la furine, une protéase cellulaire, afin de générer les deux glycoprotéines, gp120 et gp41. Par la
suite, ces derniéres sont transportées vers la membrane plasmique et gp41 ancre gp120 a la
membrane des cellules infectées. Les précurseurs polypeptidiques Gag (Pr®°) et Gag-Pol (Pri¢°)
sont exprimés a partir de I’ARNg non épissé. Ils se fixent a la membrane plasmique par leur
extrémité N-terminale myristoylée (Figure 24) (330). Gag oligomérise via son domaine CA et
interagit avec I’ARNg via son domaine NC permettant ainsi I’assemblage de la particule virale
(331, 332). Le domaine p6 du précurseur Gag contient une région riche en proline et un domaine
di-leucine qui sont les cibles des proteines cellulaires Tsg101 et ALIX. Ces derniéres sont
impliquées dans le processus d’export cellulaire par les protéines de classe E et la machinerie

nécessaire au bourgeonnement de la particule virale immature (Figure 28) (172, 333).
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Figure 29. Maturation séquentielle d’une particule virale de VIH-1 (241). (A) Sites de clivage de la
protéase virale dans les précurseurs Gag et Gag-Pol. La taille des fleches correspond aux taux relatifs
de clivage déterminés in vitro. TF : peptide-transframe. (B) Modéle de maturation morphologique du
VIH-1 médiée par le clivage séquentiel de Gag. (i) Clivage séparant MA-CA-SP1 et NC-SP2-p6 qui
permet une premiére condensation des nucléoprotéines. (ii) Clivage séparant NC-SP2 et p6 qui permet
la suite de la condensation des nucléoprotéines ; clivage MA-CA libérant CA de la couche MA liée a la
membrane. (iii) Clivage des peptides espaceurs de CA et NC entraine la condensation compléte des
nucléoprotéines et une dissociation de la couche de CA. (iv) CA forme la capside entourant le complexe
de nucléoprotéines condensées.

Apreés le bourgeonnement, la particule virale n’est pas infectieuse et nécessite une maturation.
Celle-ci repose sur le clivage des précurseurs Gag et Gag-Pol par la protéase virale, permettant
ainsi d’obtenir les protéines fonctionnelles du VIH-1. Environ 1000 a 1500 copies du précurseur
Gag sont nécessaires a la formation d’un virion infectieux (285) (286). Gag présente cing sites

de clivages protéolytiques ciblés par la protéase virale (Figure 29) (241). Le clivage entre SP1
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et NC est le premier a se produire, tandis que les clivages entre SP2-p6 et MA-CA se produisent
en second. Les deux sites restants CA-SP1 et NC-SP2 sont les derniers a étre clivés. Le clivage
entre CA et SP1 permet de déclencher le réarrangement structurel de la capside de la particule
virale en forme conique (334). Le clivage entre SP1 et NC conduit a séparer le domaine MA-
CA du domaine NC associé¢ a ’ARNg. Lors de la protéolyse, le domaine NC existe sous deux
formes intermédiaires : NCp15 (produit de clivage partiel comprenant les domaines NC-SP2-
p6) et NCp9 (produit de clivage partiel contenant les domaines NC-SP2). La forme finale
NCp7, communément nommée NC, résulte du clivage total (38).

3. Transcription inverse

Lorsque qu’un virion infecte une cellule, les interactions entre les glycoprotéines virales, les
récepteurs et corécepteurs cellulaires entrainent une fusion des membranes. Cette fusion
conduit a la libération du contenu de la particule virale dans le cytoplasme cellulaire (Figure
10) et permet ainsi a la transcription inverse d’étre initiée. La transcription inverse est un
processus complexe (Figure 30) (335) permettant de convertir I’ARNg simple-brin en ADN
double-brin linéaire qui est nommé ADN proviral lorsqu’il est intégré dans le génome
cellulaire. Un seul ADN proviral est produit a partir d’un dimére d’ARNg (336). Deux protéines
virales sont utilisées lors de la transcription inverse : la RT avec ses activités ADN polymérase
et RNase H, ainsi que la NC possedant une activité chaperon des acides nucléiques (291, 302,
337). Des études ont montré que des mutations de la NC peuvent affecter le déroulement de la
transcription inverse (337-341).

Il est établi que la majorité de ’ADN proviral est synthétisé dans la cellule infectée (342).
Néanmoins, plusieurs ¢tudes ont montré qu’une faible proportion de dNTPs de la précédente
cellule infectée peuvent étre incorporé lors du bourgeonnement, permettant une initiation de la
transcription inverse dans les particules avant I’entrée dans une nouvelle cellule (343, 344).
Plusieurs équipes ont développé des systémes acellulaires afin d’identifier les mécanismes
impliqués dans les étapes clés de la transcription inverse. La transcription inverse endogene
naturelle (NERT) permet de synthétiser dans des virions purifiés les différents intermédiaires
et produits de la transcription inverse (345, 346). Ce processus peut étre amplifiée dans des
virions purifiés en la présence de désoxyribonucléotides et de détergents doux, alors appelé
transcription inverse endogéne (ERT) (347, 348). Toutefois, le rendement du produit complet

est extrémement bas (346).
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Figure 30. Schéma de la transcription inverse chez le VIH-1, adapté de (349). L’ARN viral est en

rouge, I’ADN viral en bleu (-) et jaune (+), I’ ARNt (trait et nuage) est en violet.

3.1Fixation de ’amorce et formation de I’hybride ARNg-ARNt-Y3

Lors de I’assemblage des particules virales, les isoaccepteurs cellulaires ARNt lysine 1, 2 et 3
sont incorporés sélectivement (350). Cette incorporation sélective implique les précurseurs
polypeptidiques Gag et Gag-Pol, et les Lysyl-ARNt synthétases de la cellule hote (351, 352).
Les Lysyl-ARNt synthétases servent d’intermédiaires pour le recrutement des ARNt (353). Seul

I’ ARNtYYS sert d’amorce pour la transcriptase inverse. Les deux autres ARNt auraient un role

dans I’importation du PIC jusqu’au noyau cellulaire (354).
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La séquence sur laquelle se fixe I’amorce est nommée Primer binding site (PBS), elle est située
au niveau du 5’UTR du génome viral (Figure 30) (355, 356). Elle est complémentaire des dix-
huit derniers nucléotides de ’extrémité 3” de I’amorce ARNtY*? (357). L hybridation entre
I’amorce ARNt et le PBS permet I’initiation de la transcription inverse. Plusieurs études in vitro
suggeérent que par son activité chaperon des acides nucléiques, la NC est I’acteur principal de
cette hybridation (337, 340, 358). L’ ARN hélicase A humaine pourrait étre un acteur secondaire
qui faciliterait I’hybridation en induisant un changement conformationnel dans la région 5’-
UTR de I’ARNg (359, 360) mais ceci a été contredit par 1’équipe de X. Heng (361). L’ARN
hélicase A n’agirait que sur la processivité de la RT durant la phase d’élongation (361). Gag
peut aussi faciliter ’hybridation ARNtYY*3-PBS dans des virions dépourvus de protéase virale
fonctionnelle (362—-365).

La détermination de la structure secondaire de la région PBS dans les particules immatures et
matures a permis de proposer un processus d’hybridation en deux étapes : une initiation de
I’hybridation par le domaine NC de Gag suivi d’un remodelage par la NC mature du complexe
ARNtYY2-PBS vers 1’état thermodynamiquement le plus stable (356). La NC agirait tout au
long du processus de transcription inverse en déstabilisant les structures secondaires comme les
tiges-boucles afin d’éviter les pauses de la RT et sa dissociation de la matrice ARN (291).

Les régions du génome viral sur lesquelles agit la NC ne sont pas réparties de maniére uniforme
sur ’ARNg. En effet, six sites double-brin situés entre I’extrémité 5° de ’ARNg et la séquence
PBS (les 185 premiers nt) sont préférentiellement déstabilisés par la NC (366). Ces sites sont
situés justement dans la région contenant la séquence PBS ainsi que la séquence copiée par la
RT lors de la synthése de I’ADN strong-stop (ADNss) (Figure 31) (366).
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Figure 31. Schéma de la structure secondaire de I’extrémité 5° de I’ARNg. En vert, ’ARNt engagé
dans trois interactions avec I’ARNg viral. Les fléches grises indiquent les sites déstabilisés par la NC.

Deux interactions supplémentaires entre le 5’UTR et I’amorce ARNt, formées in vitro en
I’absence de NC a haute température (70 °C), ont été identifiées (367). Elles impliquent deux
séquences de ’ARNg en amont du PBS : une boucle riche en A et une séquence riche en C
engagée dans une tige (Figure 31) (338, 347). Ces deux interactions supplémentaires sont
supportées par la détermination de la structure secondaire de I’ARNg dans le virion (366). Une
¢tude récente rapporte que ’interaction entre la boucle riche en A du PBS et I’anticodon
I’ ARNtYS3 est conservé entre différentes souches du VIH-1(348). Lorsque cette interaction est
perturbée par des mutations, une diminution de l'infectiosité, une diminution de la synthése des
produits de transcription inverse et une augmentation de la dégradation de de I’ARNg ont lieu
(348). Ces résultats suggérent que I’interaction entre la boucle riche en A du PBS et I’anticodon
I’ ARNtY2 protége I’ARNg de la dégradation par I’activité RNase H de la RT en I’absence de
dNTPs lorsque le virion n’est pas entré dans la cellule hote (348). La NC semble jouer un role
important dans la formation du duplex ARNtYY3-ARNg car elle permet sa formation in vitro a

température physiologique (368). L’étude de Heng et al. parvient a la méme conclusion (365).
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Les structures secondaires de la région PBS au sein des particules virales matures et immatures
ont été déterminées au moyen de la méthode SHAPE (356, 366). Ces structures ont permis de
proposer la formation du duplex ARNtYY$3-ARNg en deux étapes (Figure 32) (356) :
i) un duplex instable qui est facilité par le domaine NC du précurseur Gag avant la
maturation de la particule virale ;
i) un duplex stable, impliquant les deux interactions supplémentaires, qui est facilité

par la NC présente dans la particule virale mature.
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Figure 32. Mod¢le de liaison de ’ARNt"** a PARNg (356). (A) Structure secondaire de la région
PBS synthétisée in vitro en 1’absence de ’ARNt™*, (B) Interaction initiale entre I’ ARNt-*%¢t le PBS
générée par l’action du polypeptide Gag. (C) Interactions principales et secondaires entre I’ ARNt-? et
I’ARNg générées par I’action de la NC.

Les études in vitro du groupe de Berkhout suggérent un autre type d’interaction supplémentaire
entre la séquence 48-55 de I’ARNtYYS2 et une séquence conservée de huit nucléotides en amont
du PBS, nommée primer activation signal (PAS) (369, 370). Toutefois, cette interaction
supplémentaire n’est pas supportée par les études structurales de I’ARNg incorporé dans le
virion.

La résolution par RMN de la structure du PBS décrit trois tiges-boucles distinctes riches en
adénosine a partir d’une jonction trois voies : la tige tRNA-like element (TLE) (nt 135 a 177),
la tige PAS (nt 125 a 223) et la tige fixant ’amorce ARNt (Figure 33) (371). Des mutations
affectant la structure altérent la transcription inverse dans les cellules infectées (371).

La fixation de I’ARNt amorce au PBS ne dépendrait pas que de la NC mais serait aussi facilitée
par la lysyl-ARNt synthétase et I’ARN hélicase A qui se lie aux tiges TLE et PAS (353, 371—
373). L’implication des enzymes cellulaires permettrait une fixation optimale de I’ ARNt-Y3 et

un contrdle temporel de I’initiation de la transcription inverse afin d’assurer son efficacité.

51



tRNA 190 GA A

132A A216
UG
130G -»-C
G- C
U - A220
C- G passtem
U-e A
125C —o- G223

Figure 33. Structure de la région PBS déterminée par RMN (371). Les tiges TLE, PAS et celle
fixant I’ ARNt sont respectivement en rouge, gris et bleu.

3.2 Initiation de la transcription inverse
La transcriptase inverse a une affinité beaucoup plus faible pour I’ARN double-brin que pour
I’ADN double-brin ou les duplex ADN-ARN expliquant la difficulté d’une caractérisation
structurale du complexe amorce ARNtYYS3-ARN(g lié a la transcriptase inverse (355). L’équipe
de Puglisi a été la premiére a publier une structure tridimensionnelle du complexe ternaire (RT-
ARNtY3-portion d’ARNg) d’initiation de la transcription inverse, grace a la cryo-microscopie
électronique avec une résolution de la région duplex de 4,5 A (PDB ID 6B19) (374). L’année
suivante 1’équipe d’Arnold a publié la structure cristalline avec une résolution de 3,95 A d’un
complexe ternaire (RT-matrice ARN-amorce ARN, PDB ID code 6HAK) qui mime en partie
le complexe naturel (375). Les deux structures apportent des informations complémentaires
(Figure 34) (376). La structure cristalline représente le cceur du complexe d’initiation de 1a
transcription inverse formé par un duplex ARN-ARN en partie double-brin (23 mer pour la
matrice et 17 mer pour I’amorce) afin de mimer la région PBS de I’ARNg appariée avec
Iextrémité 3° de P ARN{tYYS3, Cette structure décrit le complexe prét a incorporer un nucléotide
(site P : position de I’amorce 0). La structure déterminée par cryo-microscopie électronique
décrit le complexe d’initiation de la transcription inverse formé par la RT et une portion
d’ARNg (101 pb) hybridée avec I’ARNtYY*? entier. Ce complexe représente 1’étape juste aprés

I’incorporation d’un nucléotide et avant la translocation (site N : position de 1’amorce +1).
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Figure 34. Structures des complexes d’initiation de la RT obtenus par cryomicroscopie
électronique et cristallographie (376). (A) Séquences PBS appariées utilisées pour la cristallographie
(en haut) et la cryomicroscopie électronique (en bas). (B) Cartes de densité du complexe d’initiation de
la transcription inverse obtenues par la cristallographie (en haut, PDB ID 6B19) et par cryo-ME (en bas,
PDB ID 6B19). (C) Superposition des complexes montrant les fortes ressemblances structurales.

L’addition des premiers désoxyribonucléotides est lente et non-processive puis une fois les cing
a six premiers nucléotides ajoutés a I’extrémité 3’ de I’amorce ARNt la synthése de ’ADN
viral s’accélére (377). A partir des deux structures, il a été observé un déplacement important
de ’extrémité 3’ de I’amorce du site actif de la RT (259). Ce qui pourrait expliquer le faible
taux d’ajout des premiers désoxyribonucléotides (376). De plus, I’équipe de Zhuang (378) a
montré que la RT adopte deux orientations : une favorisant 1’activité polymérase et une
orientation inversée dans laquelle le site actif de la polymérase se place a 1’opposé de
I’extrémité 3’ de I’ARNg. L’équilibre entre ces deux orientations joue un réle dans la régulation
de I’activité de la RT au cours de I’initiation de la transcription inverse. En effet, les structures
secondaires de ’ARNg au niveau de la région PBS orientent la RT vers la position non
favorable a la polymérisation conduisant a une pause de la RT. L’ajout des premiers nucléotides
a PARNtYS® conduit a un changement d’orientation de la RT vers la position favorisant la

polymérisation (Figure 35) (378).
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Figure 35. Orientation de la RT au cours de Pinitiation de la transcription inverse (378). La RT
adopte deux orientations lorsqu’elle se fixe sur le duplex ARNtY-ARNg (stade 0 schématisé par les
deux fléches incurvées) : une favorable a I’activité polymérase et une défavorable a I’activité
polymérase. L’orientation non favorable a la polymérisation (domaine RNase H de la RT du coté 3’ de
I’amorce) est adoptée par I’enzyme aprés ajout des 3°™, 4°™ et 58m¢ nycléotide. Le taux de synthése
diminue considérablement a la position +3 car la RT rencontre les structures secondaires de ’ARNg
induisant I’enzyme a se lier de maniére inversée au duplex matrice-amorce, augmentant la probabilité
de pause de la RT. La synthése par déplacement de brin jusqu’en position +6 conduit a la déstabilisation
de la structure secondaire permettant a la RT de se réorienter dans le mode de liaison compétent pour la
polymérisation et entrer dans la phase d’¢longation processive de la synthése d’ADN.

Les interactions supplémentaires décrites dans la partie 3.1 faciliteraient la fixation de la RT
sur le duplex matrice-amorce en évitant des encombrements stériques (355, 379). 1l a été montré
in vitro qu’en I’absence de NC, D’interaction de ’ARNtY*3 avec la boucle riche en A est plus
importante chez I’isolat MAL que chez I’isolat HXB2 pour I’initiation de la transcription
inverse (380-382). Pour les isolats HXB2 et LAI, c’est I’interaction entre la séquence 48-55 de
I’ ARNtYS3 et le PAS qui favorise I’initiation in vitro (369). Des mutations dans la boucle riche
en A entrainent une diminution de la synthése de I’ADN viral et de I’infectivité pour les souches
MAL et NL4-3 (365). La tige PAS de la région PBS (Figure 33) serait importante la fixation et
le recrutement I’ARN hélicase A, enzyme augmentant la processivité de la RT (361, 371). La
suppression de la boucle riche en A dans I’isolat HB2X altere probablement I'initiation de la
transcription inverse car elle conduit a une diminution de la synthese d’ADN viral dans les tests

in vitro et ex vivo (365).

3.3 Synthése de ’ADN strong-stop
L’¢longation de I’ARNt amorce par la RT conduit a la synthese de I’ADNSss, un court ADN qui
est la copie de la région R-U5 de I’ARNg (Figure 30). Cet ADN a été découvert lors de la
synthése in vitro de I’ADN du virus du sarcome de Rous par la RT endogéne du virus (383).
Un fragment d’ADN de 101 nucléotides a été le principal produit généré par la synthése
incompléte de I’ADN viral, il a pour cette raison été nommé ADN strong-stop (ADNss). Chez

le VIH-1, I’ADNSss a une longueur d’environ 180 nucléotides qui peut 1égérement varier selon
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les isolats (384). Une étude récente montre qu’au sein d’un méme isolat la longueur de I’ ADNss
peut étre allongée de 1 a 2 nucléotides car il résulte de la copie de I’ARNg encapsidé qui peut
posséder une, deux ou trois guanines a son extrémité 5’ (385). L’ARNg qui est
préférentiellement encapsidé contient une seule guanine a son extrémité 5’ et par conséquent la
forme prépondérante d’ ADNSss est celle qui contient une seule cytosine a son extrémité 3’ (385).
Des études phylogénétiques prédisent que la séquence R de I’ARN forme les tiges-boucles TAR
et poly(A) (386, 387).
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Figure 36. Structure secondaire prédite pour ’ADNss de I’isolat MAL en présence de NC (384).
Les ellipses mauves correspondent aux quatre sites forts de la NC. Les domaines cpoly(A) et cTAR sont
encadrés.

Des études in vitro et in virio ont montré que la séquence R dans les 5* et 3°UTR forme ces
tiges-boucles (388, 389), suggérant que la copie de R présente dans I’ADNss forme aussi deux
structures en tige-boucle nommées cpoly(A) et cTAR, en référence aux tiges-boucles analogues
présentes dans I’ARN viral (390, 391). Notre équipe a été la premiere a montré in vitro que
I’ ADNss de I’isolat MAL adopte une structure secondaire constituée de trois tiges-boucles dont
I’analyse phylogénétique suggére qu’elle est conservée chez les différents isolats (384). Une
tige-boucle est dans la région u5 et deux sont dans la région r (cpoly(A) et cTAR) (Figure 36).
Avant ’entrée du virus dans la cellule-héte, il y a trés peu d’ ADN viral synthétisé dans le virion
environ une molécule d’ADNss pour 60 & 1000 molécules d’ARNg selon le type cellulaire
produisant les virions (392-394). La transcription inverse dans le virion produit 100 fois moins
de molécules d’ADN simple-brin de polarité négative (Figure 30, étape Minus strand synthesis)
que de molécules d’ADNSss (345).
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Lors de la synthése de I’ADNS5ss par I’activité polymérase de la RT, les régions copiées R et U5
sont dégradées par son activité RNase H. L’ADNSss peut donc se désengager de sa matrice ARN
et se replier avant de s’apparier en partie via sa séquence r avec la séquence R complémentaire
située a ’extrémité 3° de I’ARNg. Notre équipe a identifié in vitro quatre site forts de fixation
de la NC sur I’ADNsss structuré, confortant I’idée qu’elle déstabiliserait les tiges-boucles CTAR
et cpoly(A) afin de permettre la formation de I’hétéroduplex ADN-ARN de 95 pb qui est

nécessaire au premier transfert de brin (130).

3.4 Le premier transfert de brin
Le premier transfert de brin correspond au passage de I’ADNss de I’extrémité 5° a I’extrémité
3’ de ’ARNg. Il peut se produire sur la méme molécule d’ARNg ou sur la seconde incorporée
dans le virion et permet la synthése du brin (-) de I’ADN viral. Il est basé sur la complémentarité
entre les séquences r de I’ADNss et R du 3’UTR de I’ARNg (Figure 30). Cette partie sera
détaillée dans le chapitre 4.

3.5 Syntheése du brin (-) d’ADN viral
Une fois le premier transfert de brin réalisé, la RT catalyse la polymérisation de I’ADNss tout
en dégradant par son activité RNase H la matrice d’ARNg qui a été copiée (Figure 30, étape
Minus strand synthesis). La synthese du brin (-) d’ADN viral peut-étre ralentie lorsque la RT
rencontre des structures secondaires formées par I’ARNg. Les études in vitro montrent que la

NC peut réduire les pauses de la RT en déstabilisant ces régions structurées (395, 396).

3.6 Initiation de la synthése du brin (+) d’ADN viral
Chez tous les rétrovirus, I’initiation du brin (+) d’ADN nécessite au minimum une séquence
constituée de purines située juste en amont de la séquence U3. Au sein de I’ARNg du VIH-1,
il existe deux séquences identiques constituées uniquement de  purines
(5'AAAAGAAAAGGGGGG-3) nommeées poly purine tracts (PPTs) (Tableau 2) (397).

3’PPT CUUUUUAAAAGAAAAGGGGGGACUGGAAG

cPPT AAUUUUAAAAGAAAAGGGGGGAUUGGGGG

Tableau 2 : Séquences PPT et cPPT du HIV-1 NL4-3 (GenBank accession number : AF324493).
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Le groupe de Weeks a déterminé au moyen de la méthode SHAPE la structure secondaire de
I’ARNg du VIH-1 dans le virion (389). Suite a une optimisation de la méthode SHAPE en 2013,
il a apporté des modifications sur le repliement de certains éléments dont les PPT (Figure 37)
(398).
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Figure 37. Structure secondaire du cPPT et du 3’PPT (398). En couleur sont représentées les
séquences PPT selon leur réactivité au SHAPE.

Les séquences 3’PPT et cPPT sont situées respectivement a 1I’extrémité 5> du U3 et au centre
du génome dans le géne de I’intégrase virale (Figure 30). Ces séquences sont utilisées comme
amorces par la RT pour la synthése du brin (+) d’ADN viral. Pendant la synthese du brin (-)
d’ADN viral, les motifs PPT de I’ARNg sont résistants au clivage par la RNase H tandis que le
reste est dégradé. Un clivage précis de la jonction 3’PPT-U3 est important car il définit
I’extrémité 3°’LTR servant de substrat a 1’intégrase virale (399). Les amorces PPT présentant
des clivages aberrants ou initiant mal la synthése du brin (+) d’ADN empéchent un déroulement
efficace de la transcription inverse.

La répétition des quatre adénines contribuerait a la reconnaissance des PPT et au
positionnement du site actif de 1’activité polymérase de la RT (400). Le duplex formé par
I’amorce PPT d’ARN et I’ADN (-) peut étre fixé par la RT dans les deux orientations qu’elle
peut adopter, lui conférant soit son activité RNase H soit son activité de polymérase. Le PPT
n’est pas intrinsequement résistant au clivage puisqu’il peut étre hydrolysé par la RNase H1
cellulaire et I’activité RNase H de la RT du VIH-1 (401). Les propriétés conférant la résistance
au clivage lors du processus de transcription inverse n’ont pas encore été clairement identifiées.

Une équipe a montré derniérement que la séquence PPT poly(rA/dT) adoptait une conformation
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d’une rigidité importante inadéquate pour le clivage par I’activité RNase H a n’importe quelle
position (402). Pour générer I’amorce PPT par le domaine RNase de la RT, le PPT doit subir

un changement de conformation sans distorsion pour permettre I’hydrolyse (400, 402).

La synthese du brin (+) d’ADN a partir du 3’PPT a lieu aprés la synthése du brin (-) d’ADN et
la dégradation de la matrice d’ARNg (+). La RT allonge I’amorce 3’PPT en utilisant comme
matrice le brin (-) d’ADN, encore li¢ 8 ARNtY*3 (Figure 38) (401). Le produit de cette extension
d’ADN est constitué des régions U3-R-U5-PBS et est nommé ADN strong-stop (+)
(ADNss(+)). La RT ne copie pas I’intégralité de I’ARNtYS3 car la polymérisation est stoppée
par la présence d’une adénine méthylée en position 58, mais reconstitue la séquence du PBS
(335, 403, 404). L’élimination de I’ ARNt-Ys3 nécessite un clivage primaire par la RNase H qui
ne se produit pas a la jonction ARNt-ADN mais au niveau de I'extrémité 3' de 'ARNtYYS3 entre
’adénine et la cytosine adjacente. Cela conduit a la présence d’un ribonucléotide (rA) et non
d’un désoxyribonucléotide a I'extrémité 5' de I'ADN (-) et la formation d'un duplex transitoire
ADN-ARN de dix-sept paires de bases entre I'extrémité 3' de I'ARNt et la séquence PBS de
I’ADNss (+) (291).

3.7 Le second transfert de brin
3.7.1 Acides nucléiques intervenant dans le second transfert de brin

Le second transfert de brin est nécessaire a la synthése compléte du brin (+) de I’ADN viral
(Figure 30, étape second strand transfer). C’est un processus correspondant au passage de
I’ADNss (+) de I’extrémité 5° a I’extrémité 3’ du brin d’ADN(-). Il repose sur I’appariement
entre la séquence PBS de I’extrémité 3° de I’ADNss (+), appelée PBS (+), et la séquence
complémentaire située a I’extrémité 3> de I’ADN(-), appelée pbs(-) ou cPBS (Figure 38).
Comme il existe deux copies d’ARNg dans chaque virion, les transferts de brin peuvent étre
intra ou intermoléculaire. Il était jusqu’a présent considéré que le second transfert de brin est
majoritairement intramoléculaire (405) mais une étude récente basée sur I’analyse des
séquences de virus recombinants suggére que ce transfert peut étre intra ou intermoléculaire
(406).

58



(A)

(8)

©

(D) (JDNA PPT U3 R PBS
U5

Figure 38. Etapes conduisant au second transfert de brin chez tous les rétrovirus (349). (A)
Initiation de la synthése du brin (+) d’ADN (en vert) grace a ’amorce ARN 3’PPT. En paralléle, la
dégradation de I’ARNg (en rouge) par ’activité RNase H de la RT se poursuit. (B) L’ADN (+) en cours
de synthése copie le pbs de I’ARNt. (C) L’ ARNt est dégradé par I’activité RNase H de la RT. (D) La
séquence PBS de I’ADN (+) s’apparie avec la séquence pbs de I’ADN (-) : cette étape constitue le
second transfert de brin. Le cPPT du VIH-1 n’a pas été représenté.

3.7.2 Meécanismes intervenant dans le second transfert de brin
L’activit¢ RNase H de la RT et I’appariement de la séquence PBS de I’ADN (+) avec la
séquence pbs de I’ADN (-) sont indispensables a la réalisation du second transfert de brin
(Figure 38). En effet, aprés avoir copié la séquence pbs de ’ARNtY3, la RT via son activité
RNase H dégrade I’ARNt libérant ainsi ’extrémité 5° de ’ADN (-) (Figure 38). L’activité
chaperon des acides nucléiques de la NC jouerait un rdle dans I’élimination de I’extrémité 3’
de I’amorce par dissociation des courts duplex ARN-ADN générés par 1’activité RNase H (407,
408). Plusieurs études in vitro ont montré que I’ajout de la NC dans des tests de transcription
inverse augmente de deux a trois fois le second transfert de brin (409, 410). La NC déstabilise
la structure en tige-boucle qu’adoptent les 18 nt du pbs a I’extrémité 3’ de I’ADN (-). Cette
déstabilisation facilite ’appariement du pbs avec le PBS de ADNss (+) (411). Une autre étude
(297) a montré que la fixation de la NC sur le pbs ouvre sa boucle apicale favorisant ainsi la
formation d’un complexe boucle-boucle avec la tige-boucle PBS de I’ADNss (+). Cette étude
suggere que la NC déstabilise via son doigt de zinc N-terminal la paire de bases adjacente a la
boucle apicale. D’aprés les travaux du groupe de Mély, les tiges-boucles pbs et PBS possédent

trois sites sur lesquels se fixe la NC (412).
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Une étude par fluorescence a montré que la NC multiplie par 10 la cinétique d’hybridation des
deux tiges-boucles (413). La méme étude a montré qu’une forme tronquée de NC multiplie par
6 la cinétique d’hybridation des tiges-boucles complémentaires en favorisant 1’interaction

boucle-boucle.

3.8 Synthese compléte du brin (+) et des deux LTR

Le second transfert de brin conduit a la formation d’une forme circulaire intermédiaire
permettant a la RT d’allonger les brins d’ADN viral (Figure 39) et notamment de synthétiser
les deux séquences LTR. La synthése discontinue du brin (+) d’ADN conduit a la formation
d’une structure triple nommé central flap avec deux segments d’ADN double-brin et un
segment du brin (+) d’ADN non apparié d’une centaine de nucléotides (Figure 39) (406). Le
segment non apparié dans ce triplex est issu du cPPT tandis que I’ADN double-brin en amont
a été initié a partir du 3’PPT.

Des enzymes cellulaires seraient impliquées dans 1’¢limination du central flap et la réparation
des coupures dans I’ADN double-brin mais cela n’a pas ét¢ démontré in cellula (414). Une
étude suggere que le central flap aurait un réle dans la décapsidation au niveau des pores
nucléaires (124). Deux études indépendantes ont présenté des résultats indiquant que le cPPT
protege le VIH-1 de I'activité des facteurs de restriction APOBEC3 humains (415, 416). La
transcription inverse s’achéve par un déplacement de brin, autrement dit, une synthése d’un
brin d’ADN a travers une région d’ADN double-brin. Cette étape est facilitée in vitro par la NC
(417-419). Un échec dans la finalisation de la synthese par déplacement de brin entrainerait la
formation d’extrémités LTR incomplétes créant un ADN double-brin ne pouvant étre intégré

dans le génome cellulaire.
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Figure 39. Transcription inverse chez le VIH-1 Adapté de (406). (A) Brin d’ARNg (en noir) avec les
trois principaux genes, les régions non traduites R, U5 et U3, le 3°’PPT et le cPPT (en rouge) et I’ARNt
servant d’amorce hybridé au PBS de I’ARNg. (B) Synthése de I’ADNss (-) (en bleu). Le premier
transfert de brin est illustré par la fleche pointillée. (C) Le premier transfert de brin conduit a la
circularisation de ’ARNg permettant la poursuite de la synthése de I’ADN (-). Le contenu de
I’encadrement correspond aux étapes D a G. (D) La synthése du brin (+) d’ADN initiée au niveau du
3’PPT se produit de I’extrémité 5° a I’extrémité 3’ de la matrice ADN (-). La synthéese du brin (+) d’ADN
est aussi initiée au niveau du cPPT. (E) La synthése du brin d’ADN (+) commencé a partir du 3’PPT se
prolonge jusqu’a la copie des 18 nucléotides de I’extrémité 3 de I’ ARNt qui nécessite le déplacement
du PBS de I’ARNg ; cela génére le fragment d’ADNSss (+). (F) Le PBS de I’ARNg est dégradé par la
RT apres avoir été copié. (G) L’ADNSss (+) se déplace de I’extrémité 5’ vers I’extrémité 3° du brin
d’ADN (-) gréce a la complémentarité des séquences PBS. Cette étape correspond au second transfert
de brin. (H) La synthése d’ADN (+) initiée a partir du 3’PPT atteint le brin d’ADN (+) débutée au cPPT
et ne le déplace que partiellement avant de s’arréter a la central terminal sequence et générant ainsi le
central flap ;la synthése du brin d’ADN (-) se poursuit en déplagant le brin (+) pour générer le 5 LTR
; la synthése d’ADN (+) initiée a partir du cPPT se poursuit en déplagant le brin d’ADN (+) pour générer
le 3° LTR. (I) ; ADN pré-proviral complet contenant les deux LTR et le central flap.
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3.9 Recombinaisons chez le VIH-1
3.9.1 Larecombinaison dépend du transfert de brin interne

Les rétrovirus recombinent a une fréquence élevée. C’est notamment le cas pour le VIH-1 qui
présente a travers le monde de nombreux isolats générés par recombinaison (258, 420, 421). Le
génome viral du VIH-1 étant constitué de deux copies d’ARNg, les transferts de brin peuvent
se produire de maniere intra ou intermoléculaire (422). La recombinaison génétique résulte de
la présence dans un virion de deux molécules d’ARNg qui ne sont pas identiques. En effet, ce
type de virion peut étre produit par une cellule infectée par deux virus ayant des séquences trés
proches mais non identiques (Figure 40) (423). La diversité génétiqgue générée par
recombinaison peut conférer certains avantages aux virus comme un mécanisme de résistance
aux facteurs antirétroviraux de I’hdte et aux agents pharmacologiques (396, 398—400).

En plus des deux transferts de brins terminaux pour générer un ADN viral double-brin (Figure
30), la RT change fréqguemment de matrice au niveau des régions internes du génome pendant
la synthése du brin d’ADN (-). Ces transferts de brin internes sont principalement responsables
de la recombinaison rétrovirale (Figure 41) (427). In vitro, en I’absence de NC, ’efficacité des
transferts est plus importante avec des matrices ARN faiblement structurées qu’avec des
matrices hautement structurées (428). La NC augmente Iégerement le transfert lorsque les
matrices sont faiblement structurées tandis qu’elle 1’augmente significativement dans le cas de
matrices trés structurées (429-432). L’activité déstabilisatrice de la NC via ses doigts de zinc
ainsi que la structure de I’ARN accepteur jouent des roles essentiels dans le processus de

transfert de brin (433-435).
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Figure 40. Evolution de la diversité génétique chez le VIH-1 au cours du cycle réplicatif viral et
création de formes recombinantes uniques dans le cas d’une co-infection par deux sous-types
(423).

Il'y a environ 5 a 14 événements de recombinaison par génome et par cycle de transcription
inverse in vivo (436). Lorsque les deux ARNg sont génétiqguement divergents, un transfert de
brin interne peut conduire a la production d'un virus recombinant (Figure 40) (423). Les
événements de transfert de brin intermoléculaire conduisent & une recombinaison
majoritairement homologue et & de la recombinaison non homologue qui est 100 a 1000 fois
moins fréquente que la recombinaison homologue (437-439). Les événements de transfert de
brin intramoléculaires peuvent générer des mutations (duplications, suppressions, suppressions
avec insertions) (438). De plus, la faible fidélité de la RT crée des mutations pouvant étre

propagées rapidement par les transferts de brin internes (Figure 41) (427).
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Figure 41. Présentation schématique de la genése de la diversité du VIH-1. (A) Mutation « orange »
présente sur le brin n°l d’ARNg copiée par la RT lors de la synthése du brin (-) d’ADN viral. (B)
Transfert de brin intermoléculaire et interne conduisant & la copie de la mutation « verte », qui est
présente sur le brin n°2 d’ARNg ; ce transfert permet la synthése du brin (-) d’ADN viral contenant deux
mutations. (C) Obtention de I’ ADN viral double-brin et doublement muté aprés synthése du brin (+).

3.9.2 Modeles de recombinaison par transfert de brin interne
Trois modeéles de recombinaison par transfert de brin interne sur la base des homologies de
séquence sont actuellement décrits dans la littérature (439) :

1. Le forced copy choice (440) propose qu’en raison de coupures présentes dans le brin
matrice de ’ARNg la RT stoppe sa progression au niveau des coupures avant de
poursuivre la synthese du brin (-) d’ADN sur le second brin d’ARNg encapsidé. L’ADN
contiendra donc les informations génétiques des deux copies du génome viral.

2. Le copy choice ne nécessite pas la présence de coupure dans I’ARNg et repose sur la
possibilité de changement de matrice pendant la synthese du brin (-) d’ADN dans des
régions non altérées du géenome viral (441).

3. Le dynamic copy choice (442) propose que le changement de matrice n’est pas
forcément causé par des cassures de I’ARNg mais dépendrait d’avantage de la
dynamique de la RT. D’aprés ce mod¢le, le changement de matrice est influencé par la
balance entre les activités polymérase et RNase H de la RT (443). Plus précisément,
pendant la synthése du brin (-) d’ADN, I’activité polymérase synthétise I’ADN tandis
que I’ARNg de I’hybride ARN-ADN est dégradé par I’activité RNase H, exposant alors
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I’ ADN néosynthétisé. Celui-ci serait plus susceptible de s’hybrider avec le second brin
d’ARNg encapsidé et de I'utiliser pour la suite de la synthése de I’ADN viral.

Ce modele découle d’études démontrant que la recombinaison est favorisée par une
diminution de I’activité polymérase ou une augmentation de I’activité RNase H (443).
Cette étude suggere que le complexe RT-matrice devient moins stable lorsque la
synthése d’ADN ralentit ou que ’activité RNase H dégrade plus rapidement la matrice
d’ARNg, provoquant ainsi la dissociation de la RT du brin copié, lui permettant alors

de se fixer sur la seconde matrice.

3.9.3 Meécanismes du transfert de brin interne

Le transfert de brin interne est reconstitué in vitro pour déterminer les mécanismes moléculaires
qui régissent ce processus. Pour cela, un ARN donneur et un ARN accepteur sont utilisés en
tant que matrices. La synthése d’ADN en présence de RT et des quatre INTP est initiée a partir
d’une amorce hybridée a ’extrémité 3’ de I’ARN donneur (435). L’extension de I’amorce
s’effectue le long de cet ARN, homologue a I’extrémité 3’ de I’ARN accepteur. Au cours de
cette extension, I’ADN complémentaire néosynthétis¢é (ADNc) est transféré vers I’ARN
accepteur servant de matrice pour la synthese d’ADN (435).

Les différentes études in vitro suggérent I’existence de trois mécanismes de transfert de brin
interne :

a. Transfert de brin interne par invasion de brin

Le transfert de brin interne par invasion est un mécanisme caractérisé par une premiere
interaction entre I’ADNc et ’ARN accepteur se produisant en amont de I’extrémité 3’ de
I’ADNCc (349, 444). Le site en question est nommé « site d’invasion » et correspond a une
région d’ADNc libérée par I’activité RNase H de la RT. Ce mod¢le (Figure 42) (445) repose
sur le fait que I’ARN donneur pendant la synthése d’ADN est clivé par I’activité RNase H de
la RT, libérant ainsi I’ADN néosynthétisé qui peut s’apparier avec I’ARN accepteur. La
synthése d’ADN se poursuit en copiant le brin accepteur deés que la longueur du duplex ARN
accepteur-ADN est suffisante pour permettre un appariement stable. In vitro, la NC facilite le
transfert de brin interne en déstabilisant les structures de I’ADN et de I’ARN accepteur et

permettre ainsi leur appariement (444).
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Figure 42. Mécanisme de transfert de brin par invasion (445). (A) Le brin d’ADN (-) (en bleu) est
hybridé a la matrice d’ARN donneur (donor template, DT en noir). (B) La RT synthétise le brin d’ADN
et clive en paralléle par son activité RNase H I’ARN donneur. (C) A la suite des coupures, une partie
de ’ADN n’est plus appariée a I’ARN donneur et peut donc s hybrider en partie avec I’ARN accepteur
(acceptor template, AT en gris). Cette étape est appelée « invasion » ou « docking ». (D) L’appariement
de ’ADN avec I’ARN accepteur se propage et déplace les fragments d’ARN clivés. (E) La synthése
d’ADN se poursuit jusqu’a I’extrémité 5° de I’ARN accepteur

b. Transfert de brin interne pause-dépendant

Lors de la synthése d’ADN, les structures secondaires de I’ARNg tels que les tiges-boucles et
les tétrades de G peuvent ralentir la RT et ainsi favoriser le clivage de ’ARN donneur par
I’activité RNase H (378, 379, 446-448). Cela facilite ainsi I’interaction entre ’ADN et I’ARN
accepteur (435, 449).
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c. Transfert de brin interne pause-indépendant

En I’absence d’une forte pause de la RT au niveau de I’ARN donneur une interaction entre
I’ ARN accepteur et I’ADNCc en cours de synthése est possible dans certains cas et peut permettre
par conséquent un transfert de brin interne efficace (428). Par exemple, in vitro en I’absence de
NC, lorsqu’une matrice ARN est faiblement structurées comme c’est le cas de la région pol-
vif, I’efficacité du transfert est significativement plus élevée qu’avec une matrice ARN treés
structurées comme la région gag-pol (428).

Des études in vitro ont montré que des mutations ou une délétion de la tige-boucle SL1
(contenant le DIS, responsable de la dimérisation de I’ARNg) peut conduire a une diminution
d’environ quatre fois le taux de transfert de brin interne in vitro et par conséquent la
recombinaison entre ces deux ARN encapsidés dans le méme virion (450, 451). De plus, deux
études montrent que le taux de recombinaison augmente lorsque les deux ARNg encapsidés
présentent chacun un SL1 complémentaire qui en rapprochant les deux molécules d’ARNg

faciliterait les transferts de brin interne (309, 451).

3.10 Rdle de la RNA hélicase A dans la transcription inverse
Lors du bourgeonnement de la nouvelle particule virale, de nombreuses molécules de la cellule
hoéte infectée vont y étre incorporées. C’est notamment le cas des isoaccepteurs cellulaires 1, 2
et 3 de I’ARN lysine, de nucléotides ou de protéines (452, 453). La RNA hélicase A humaine
(RHA) est incorporée dans les virions selon une steechiométrie proportionnelle a I’ARNg (490,
491). Cette enzyme est capable de dérouler a la fois I’ARN double-brin et I’ADN double-brin
dans le sens 3’ vers 5°(454, 455). Elle posséde deux domaines de liaison a I’ARN double-brin
dans sa partie N-terminale, un domaine central lui conférant son activité d’hydrolyse des
nucléotides triphosphates et sa partie C-terminale possédant la séquence RGG répétée qui a une
affinité plus élevée pour I'ARN simple-brin que pour I’ARN double-brin (455). La RHA
intervient dans les étapes du métabolisme des ARN cellulaires comme la transcription et la
traduction (359) mais elle est aussi impliquee dans des réponses immunitaires liées a la présence
de pathogénes dont les virus (359, 456). L’infectiosité d une particule virale diminue lorsqu’elle
ne contient pas de RHA (457) car cette hélicase intervient dans plusieurs étapes du cycle de
réplication du VIH-1 tels que la transcription inverse (458, 459), la transcription (460), la
traduction (457) et I’export des ARNm viraux (461). La RHA favorise la transcription inverse
du VIH-1 en facilitant I’hybridation de I’ ARNtY® avec la séquence PBS (458). Il a été montré
que la RHA se fixe sur une structure ARN formant une jonction a trois hélices et contenant la
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séquence PBS (371, 462). La RHA joue aussi un réle positif dans la transcription inverse en
augmentant la processivité de la RT pendant la phase d’élongation de la synthése de I’ADN
(459).

3.11 Inhibition de la transcription inverse par les agents

pharmacologiques

Il existe aujourd’hui plusieurs types d’agents pharmacologiques pour traiter les personnes
infectées par le VIH. En 2019, on compte une trentaine de médicaments antirétroviraux
approuvés par I’agence américaine des médicaments (FDA) (463). La prise en charge des
patients le plus tot possible permet de faire de 1’infection par le VIH une maladie chronique
mais gérable. Les traitements actuels sont a prendre tout au long de la vie du patient pouvant
ainsi contribuer a ’apparition de résistances. Ces traitements ciblent les différentes étapes du
cycle de réplication du virus. Ainsi, sont aujourd’hui commercialisés les inhibiteurs d’entré du

virus, de RT, de protéase et d’intégrase.

3.11.1 Inhibiteurs ciblant la RT

Deux types d’inhibiteurs de RT sont actuellement commercialisés pour empécher la progression
de la transcription inverse. Ce sont les inhibiteurs nucléosidiques/nucléotidiques (INTI) et les
inhibiteurs  non  nucleosidiques  (INNTI). Les INTI sont des analogues
nucléosidiques/nucléotidiques qui sont dépourvus du 3’OH du ribose nécessaire a I’ajout du
prochain nucléotide ; ils bloquent ainsi la synthése de I’ADN par la RT (464). Les INNTI
ciblent directement la transcriptase inverse en se fixant prés du site actif de polymeérisation et
empéchent les mouvements de 1I’enzyme (465). Un nouvel inhibiteur nucléosidique prometteur
a été identifié et est actuellement en phase d’essai clinique, ¢’est un inhibiteur de la translocation
des nucléosides de la RT (466-469). Une nouvelle classe d’agents pharmacologiques agissant
sur la fonction polymérase de la RT est aussi developpée (376, 470, 471).

L’inhibition de I’activité RNase H de la RT conduirait a I’inhibition du premier transfert de brin
et par conséquent a I’inhibition de la transcription inverse. Parmi les antirétroviraux utilisés par
les patients infectés par le VIH, il n’en existe pas a ce jour qui ciblent I’activité RNase H de la
RT. En effet, plusieurs obstacles subsistent pour développer des inhibiteurs ciblant 1’activité
RNase H de la RT. Les activités RNase H et polymérase de la RT sont étroitement liées dans
le temps et dans 1’espace. Le substrat naturel, I’hybride ADN-ARN, interagit plus fortement
avec le domaine polymérase qu’avec le domaine RNase H (261). De plus, I’hybride ADN-ARN

empécherait les petites molécules d’atteindre le site actif du domaine RNase H (472).
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Il faut également souligner que le domaine RNase H de la RT appartient a la superfamille des
intégrases rétrovirales, il possede un haut degré de similitudes structurelles et mécanistiques
avec I’intégrase virale (dépendance a deux ions Mg?* et motif du site actif) (473). Actuellement,
plusieurs composés ont montré une efficacité en terme d’inhibition de la RNase H mais ils
avaient une faible activité antivirale ex vivo et/ou avait une toxicité importante en culture
cellulaire (472). Des études rationnelles avec une approche basée sur les pharmacophores
chélateurs de métaux et la structure du domaine RNase H sont en cours et pourraient conduire
a la conception d’inhibiteurs spécifiques de 1’activité RNase H de la RT (376, 472). D’autres

inhibiteurs potentiels dérivés de la coumarine sont également étudies (474).

3.11.2 Inhibiteurs ciblant la NC

Gréce a ses fonctions pléiotropes et sa haute conservation dans plusieurs sous-types du VIH-1,
la NC est une cible attractive pour la conception de médicaments antirétroviraux. Les études in
vitro suggérent que la NC joue un r6le important lors du premier et du second transfert de brin
qui sont des etapes cruciales de la transcription inverse (291, 358). De plus, la production de
virions non infectieux lors de mutations ponctuelles au niveau des doigts de zinc de la NC ne
s’explique pas uniquement par une encapsidation diminuée de I’ARNg dans la particule virale
(475, 476). L’inhibition de la NC devrait donc empécher ou réduire fortement le premier et le
second transfert de brin (290, 358, 379, 477). Des inhibiteurs dits éjecteurs de zinc (inhibiteurs
covalents), des inhibiteurs non covalents se fixant a la NC, ou encore des inhibiteurs non
covalents compétiteurs de la NC ont été congus ces derniéres années (478-483).

Les ¢jecteurs de zinc diminuent 1’affinité de la NC pour les acides nucléiques et provoquent un
dépliement de la NC induisant alors une activité antivirale importante mais aussi des effets
cytotoxiques (481). Ceci peut s’expliquer par la faible sélectivité de ces inhibiteurs qui ciblent
également les protéines cellulaires possédant des doigts de zinc (480, 482). Les éjecteurs de
zinc sont plutbt envisagés pour une application microbicide dans le but de prévenir la
transmission du VIH (480, 484-486). Des molécules de types inhibiteurs non covalents sont
¢tudiées ces derniéres années mais n’ont pas encore atteint les phases pré-cliniques. La
caractérisation des interactions et les informations structurales suggerent que la NC a le
potentiel pour étre une cible thérapeutique des inhibiteurs non covalents. Leur mode d’action
serait plus spécifique que les inhibiteurs éjecteurs de zinc car ils ciblent I’activité chaperon de
la NC soit en entrant en compétition avec 1’acide nucléique viral en se fixant sur la NC, soit en
se fixant sur I’acide nucléique complexé avec la NC afin d’en perturber I’interaction, Soit en se

fixant sur I’acide nucléique qui n’est pas encore lié a la NC pour empécher sa fixation (478, 480,
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481, 487-489). Une étude sur une classe d’inhibiteurs non covalents a identifié un dérivé
pyrimidique, le 5,6-dihydroxypyrimidine, avec des propriétés antivirales prometteuses
notamment un bon profil pharmacocinétique chez la souris (490, 491). Une optimisation est
tout de méme nécessaire. Des études préliminaires avec d’autres molécules sont actuellement
en cours (489, 490, 492, 493).

En 2015, un nouveau composé inhibant directement la fonction chaperon de la NC a été
identifié, le A1752 (481, 488). En présence de ce dernier, les particules virales produites sont
non infectieuses et présentent des défauts de transcription inverse et de décapsidation.
Récemment, des calixarénes ont montré une inhibition de I’activité chaperon de la NC par
fixation a sa région N-terminale basique (494). Ces composés entrant en compétition avec les
acides nucléiques diminuent I’infectiosité des souches sauvages et des souches résistantes aux
antirétroviraux et présentent une faible cytotoxicité. lls peuvent également inhiber la
polymérisation et le changement d’orientation de la RT. Cependant, 1’¢tude de Humbert et al.
(2020) sur un modele animal n’a pas montré un effet significatif. Une clairance importante et
une faible distribution dans les tissus en serait responsable. Ces composés a base de calixarene
sont fortement polarisés ce qui peut jouer sur leur perméabilité. Des modifications chimiques

sont envisagées pour améliorer la pharmacocinétique de ces composeés.

3.11.3 Inhibiteurs ciblant les acides nucléiques viraux
Afin de cibler plus spécifiguement les étapes de la réplication du VIH qui dépendent
probablement de I’action de la NC, des inhibiteurs se fixant spécifiquement sur des structures
des acides nucléiques viraux sont développés (482). Les tiges-boucles TAR et SL de la région
¥ de ’ARN sur lesquelles se fixe la NC sont les principales cibles. Cette approche est
prometteuse du fait d’une spécificité plus importante de ce type d’inhibiteurs et d’une faible
cytotoxicité observée pour certains composes. Néanmoins, les composés testés jusqu’a ce jour
ne présentent pas un effet antiviral suffisamment important pour conduire a des applications
cliniques. Plusieurs composeés sont actuellement étudiés par le groupe de Gatto, notamment des
dérivées d’antraquinones (495, 496) ciblant la tige-boucle TAR de I’ARNg qui est un domaine
de la région R nécessaire au premier transfert de brin. Ces composés sont congus pour se fixer
sur TAR et empécher ainsi la fixation de la NC. D’autres composés, les bis-chloropiperidines
ont été congus pour stabiliser la tige-boucle TAR par alkylation et empécher ainsi son ouverture
par la NC, ouverture qui est nécessaire au premier transfert de brin (497, 498). Ces composés
ciblant les acides nucléiques viraux nécessitent d’autres études pour envisager d’éventuels tests

précliniques.
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4. Le premier transfert de brin
Le premier transfert de brin a lieu de I’extrémité 5’UTR vers I’extrémité 3’UTR de I’ARNg
viral apres la synthése de I’ADNSsss par I’activité polymérase de la RT. Pendant la synthése de
I’ADNss, la partie R-US5 de ’ARNg est dégradée par 1’activité RNase H de la RT et libére ainsi
1I’ADNSss (Figure 30). Ce dernier s’apparie via sa région r avec la région R complémentaire de
I’extrémité 3’UTR. L’appariement de ces sequences compléementaires est indispensable a la
poursuite de la transcription inverse et a la réplication virale. Les particules virales possédent
deux copies d’ARNg, le premier transfert de brin peut se produire de manicre intra- ou
intermoléculaire (499, 500). Les études traitant du mécanisme du premier transfert de brin ont
été principalement réalisées au moyen de systemes in vitro. On observe d’ailleurs que les
transferts de brin sont peu efficaces in vitro (347). L’isolat NL4-3 du VIH-1 est I’un des isolats
les plus utilisés pour les études ex vivo et in vitro. L’ADNss du NL4-3 (180 nt) posséde les
régions r (95 nt) et u5 (85 nt) (Figure 36) qui sont respectivement complémentaires des régions
R et U5 du 3°’UTR. L’alignement des séquences 5’ et 3’LTR du NL4-3 montrent quelques

différences mais les régions R en 5’ et 3’ sont presque identiques.

4.1 Structures et interactions intervenant dans le premier transfert de brin
4.1.1 Structures ARN
a. Repliement de la séquence R

La longueur de la sequence R varie considerablement chez les rétrovirus, de 16 nt chez le
MMTV (Mouse mammary tumor virus), de 95 nt chez I’isolat NL4-3 du VIH-1, jusqu’a 247 nt
chez le HLTV-2 (501, 502). Dans la majorité des cas, le premier transfert de brin chez le VIH-
1 se produit ex vivo apres la copie compléte de la séquence R située en 5° (503). La réplication
du VIH-1 est cependant possible avec des séquences R tronquées (504). Deux études in vitro
suggerent que la structure adoptée par R joue un réle important dans le premier transfert de brin
chez le VIH-1 (505, 506).

Les études in vitro et ex vivo ont montré que la séquence R peut se replier en formant les tiges-
boucles TAR et poly(A) en 5’ et en 3’ de I’ARN viral (388, 389). Au niveau de I’extrémité 5’
de ’ARNg, latige inférieure de la tige-boucle poly(A) est allongée grace a un appariement avec
une partie de la région U5 (366, 389). Au niveau du 3’UTR, la tige-boucle TAR a été
caractérisée dans I’ARNg extrait du virion tandis que la tige-boucle poly(A) n’a pas pu 1’étre
(389). Toutefois, elle a été caractérisée in vitro (388). L’étude in vitro d’un ARN de 104

nucléotides au moyen de la diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS) suggére qu’au
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niveau tridimensionnel les tiges-boucles TAR et poly(A) adoptent une structure coaxiale
(Figure 43) (507). Les éléments de la séquence R jouent d’autres rdles importants pour la
réplication du virus, comme c’est le cas de la tige-boucle TAR qui est indispensable a

I’activation de la transcription.

90°

Figure 43. Modéle de structure coaxiale adoptés par les éléments TAR et poly(A) (507).

b. Circularisation du génome par Uinteraction TAR-TAR

La conformation tertiaire de I’ARNGg viral pourrait faciliter certaines interactions entre des
régions eloignées. La tige-boucle TAR, présente aux deux extrémités du génome, pourrait via
les deux séquences palindromiques interagir pour conduire a la circularisation du génome
(Figure 44) (508) et favoriser les étapes de la transcription inverse tels que les transferts de brin.
Une étude in vitro n’est cependant pas en faveur de cette hypothése. En effet, les mutations
introduites dans TAR n’ont pas affecté la formation d’un duplex entre deux ARN représentant
les extrémités 5° et 3” de I’ARNg (509).
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Figure 44. Modele de dimérisation via la tige-boucle TAR (508). La NC facilite la formation d’un
dimere TAR-TAR dont les sous-unités sont liées par une interaction boucle-boucle (kissing complex)
ou un duplex étendu (extended duplex). Les séquences impliquées dans I’interaction intermoléculaire
sont représentées par les couleurs rose, bleu et vert.

C. Circularisation du génome par Uinteraction U3-ARNt-S

La séquence U3 présente a ’extrémité 3° de I’ARNg possede une séquence de 9 nt hautement
conservée. Celle-ci se trouve étre complémentaire de la tige anticodon et de la boucle variable
de PARNtYS? (510). 11 a été suggéré que cet ARNt servant d’amorce pour I’initiation de la
transcription inverse formerait aussi un duplex de 9 pb avec une partie du U3 pour relier les
extrémités du génome viral (Figure 45) (511). La séquence de 9 nt et le segment 1, qui est voisin
de celle-ci (Figure 45), favorisent le premier transfert de brin in vitro (511, 512). Des mutations
dans ces deux éléments réduisent de 9 a 26% le premier transfert de brin dans les cellules
infectées (512). 11 a également été suggéré que I’interaction de I’extrémité 3’ de I’ ARNtY*3 avec
le segment 1 pourrait faciliter le déplacement de I’ ARNtYY*3 du PBS et ainsi faciliter le second
transfert de brin. Finalement, I’interaction U3-ARNtYs3 pourrait faciliter deux étapes de la

transcription inverse.
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Figure 45. Complémentarité de séquence entre U3 R et PARNt"*® (511).

d. Circularisation du génome par Uinteraction gag-U3 et poly(A)

Une analyse des hétérodiméres formes in vitro entre les extrémités 5’ et 3’ de I’ARNg a montré
que des séquences situées dans les régions poly(A) et U3 peuvent s’apparier avec des s€quences
situées dans le gene gag (369). La suppression de cet appariement par mutagénése dirigée réduit
in vitro le premier transfert de brin induit par la NC (509). La circularisation de I’ARNg in virio
n’a pas été démontrée mais les études phylogénétiques des sous-types du groupe M suggére

que I’interaction gag-U3 poly(A) a été conservé au cours de 1’évolution.

4.1.2 Structures de ’ADNss

La région r de I’ADNSss est entierement complémentaire a la région 5° R de I’ARNg. Dans r,
les séquences complémentaires des ¢léments TAR et poly(A) du 5°R sont respectivement
nommeées cTAR et cpoly(A) (390, 391). Les séquences TAR, poly(A), cTAR et cpoly(A)
peuvent adopter chacune une structure en tige-boucle. Il a été montré que la séquence cTAR
isolée forme une structure en tige-boucle dynamique impliquant un équilibre entre la
conformation fermée et la conformation partiellement ouverte dite « Y » (305, 391, 513, 514).
Notre équipe a été la premiére a déterminer in vitro la structure secondaire de I’ADNss de
I’isolat MAL du VIH-1 en I’absence et présence de NC (384). Elle a aussi montré par analyse
phylogénétique que le repliement de I’ADNSss en trois tiges-boucles est conserve parmi les
différents groupes du VIH-1(384) (Figure 46).
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Figure 46. Structure secondaire de I’ ADNss chez différents groupes et isolats du VIH-1 (384).

4.1.3 Interactions ADN-ARN régissant le premier transfert de brin
a. Interaction poly(A)-cpoly(A)

L’équipe de Berkhout a été la premicre a proposer un modele dans lequel le premier transfert
de brin serait facilité par des interactions boucle-boucle impliquant les tiges-boucles TAR et
poly(A) de ’ARN accepteur et les tiges-boucles cTAR et cpoly(A) de ’ADNss (390). Le
modele du premier transfert de brin par invasion de I’ARN accepteur proposé a partir d’études
in vitro suggeére un role important de la séquence poly(A) (512, 515). Dans ce modeéle, au cours
de la synthése de I’ADNSss, la RT fait une pause juste en amont de la tige-boucle 5S’TAR de
I’ARN donneur, initiant la dégradation de la séquence 5’poly(A) par ’activité RNase H de la
RT, permettant ainsi I’appariement de la séquence 3’poly(A) de I’ARN accepteur avec la
séquence cpoly(A) de I’ADNSss (Figure 47) (516). De plus, le transfert de brin est inhibé lorsque
les tiges-boucles poly(A) en 5’ et 3” sont stabilisées par des mutations (390).
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Les transferts de brin précoce avec un ADNss tronqué (504), qui est dépourvu de la séquence
TAR, sont des événements peu fréquents qui montrent que 1’interaction poly(A)-cpoly(A) peut

permettre le premier transfert de brin.

Figure 47. Modéle du premier transfert de brin par invasion (516). La tige-boucle poly(A) (boucle
apicale partiecllement en orange) est déstabilisée lorsqu’elle est copiée par la RT (ovale bleu). La tige-
boucle TAR (boucle apicale en vert) déclenche la pause de la RT qui par son activité RNase H induit
des clivages (triangle bleu) dans la séquence poly(A). Ceci permet I’invasion de la séquence cpoly(A)
de I’ADNss naissant par la séquence poly(A) de I’extrémité 3’ de I’ARNg. Le premier transfert de brin
a lieu lorsque I’ADNSss naissant est transféré au niveau de la séquence 3° TAR (non montré dans ce
schéma).

b. Interaction TAR-CTAR
L’analyse ex vivo du premier transfert de brin par mutagénese dirigée a montré que le premier
transfert de brin se produit dans 90 a 99% des cas aprés la synthése compléte de I’ADNss (503).
Cette observation suggere que 1’hybridation TAR-CTAR est nécessaire a un transfert de brin
efficace. La plupart des études ayant pour but de caractériser les mécanismes régissant
I’appariement des tiges-boucles TAR et cTAR ont été realisées in vitro a partir de courts acides
nucléiques formant I’intégralité des tiges-boucles ou uniquement leur partie apicale. Deux

modeles d’appariement entre les tiges-boucles TAR et cTAR ont été proposés (Figure 48) :
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i) le modele kissing complex (296, 390) correspond a une interaction initiale entre les boucles
apicales TAR et cTAR ; ii) le modele zipper intermediate (517, 518) repose sur une interaction

initiale impliquant les extrémités des tiges inférieures.

B Ll

. (T[T,

E

Figure 48. Modéeles d’appariement entre les tiges-boucles TAR et cTAR (292). (A) Modele zipper
intermediate impliquant les extrémités des tiges inférieures. (B) Modele kissing complex impliquant
les boucles apicales.

4.1.4 Role de activité RNase H de la RT dans le premier transfert de brin
L’activité RNase H de la RT est essentielle pour la réplication du VIH. En effet, des études in
vitro et ex vivo ont montré que les RT dépourvues d’activité RNase H ne permettent pas les
réactions de transferts de brin (444, 519-521). Il a également été rapporté que des virus
possédant des RT avec une activité RNase H réduite peuvent se répliquer mais présentent une
fréquence de transfert de brin plus faible (116, 522, 523). La dégradation de la matrice grace
aux clivages de ’ARN par la RNase H favorise les transferts de brin en rendant I’ADN
néosynthétisé accessible a I’appariement avec la région complémentaire ou en créant un site
d’invasion (524, 525). Des études ex vivo utilisant des virus mutants dépourvus d’activité

RNase H vont dans ce sens (520).

4.1.5 ROle de la NC dans le premier transfert de brin
Plusieurs études ont montré que la NC facilite in vitro les transferts de brin grace a son activité
chaperon des acides nucléiques (526). Elle joue un r6le majeur dans le premier transfert de brin,
notamment en facilitant par différentes actions décrites ci-aprés 1’appariement entre les régions
complémentaires de I’ADNSss et ’extrémité 3’UTR (384, 430, 527).
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a. La NC empéche I’auto-amorgage de I’ADNss

Guo et al. ont démontré in vitro que la transcription inverse aprées production de I’ ADNss peut
générer des produits d’auto-amorgage en 1’absence de NC. Ceci est possible car I’ADNss
contient la tige-boucle cTAR qui sert d’amorce lors du premier transfert de brin mais peut aussi

servir de matrice en 1’absence d'’ARN accepteur (430) (Figure 49).

A Cpoly(A)ﬁ €u5
¢TAR Qoo l -5

RT + dNTPs

B

Figure 49. Auto-amorcage de ’ADNss (292). (A) Repliement de I’ADNSss en tiges-boucles avec dans
le sens 5” vers 3” u5, cpoly(A) et cTAR. La région r est composée des domaines cpoly(A) et cTAR. (B)
Allongement de I’ADNss (-) en présence de RT et de dNTPs. La ligne verte indique le brin
néosynthétisé.

Les produits d’auto-amorcage ne peuvent cependant pas servir pour la suite de la transcription
inverse car leurs extrémités 3’ ne sont pas complémentaires de I’extrémité 5° de la séquence 3’
TAR. La NC réduit significativement l'auto-amorcage de I’ADNss en l'absence d’un ARN
accepteur lorsque la transcription inverse est effectuée avec un ARN donneur servant de matrice
et contenant la totalité de la région R-U5-PBS (528). La NC empécherait 1’auto-amorcgage de
en favorisant un repliement partiel de la tige-boucle cTAR dans lesquelles 14-18 nucléotides
de son extrémité 3’ resteraient appariés a un fragment d’ARN donneur qui n’aurait pas été clivé
par I’activité RNase H de la RT. La NC favoriserait donc la formation de ce duplex ARN-ADN
mais pas la formation compléte de la tige-boucle cTAR nécessaire a 1’auto-amorc¢age. En accord
avec cette hypothése, la NC a peu ou pas d’effet sur I’auto-amorcage d’ADNss synthétiques
tronqués en I’absence d’ARN accepteur et donneur (528). En revanche, la NC réduit fortement
I’auto-amorgage d’ADNss synthétiques tronqués en présence d’un ARN accepteur car la NC
facilite la formation du duplex ARN-ADN contenant plus de paires de bases que les structures

en tiges-boucles des ADNSss.
b. La NC augmente le clivage de ’ARN donneur par Uactivité RNase H

La NC augmente in vitro I’efficacité du premier transfert de brin en augmentant la dégradation
par la RNase H de la matrice d’ARN donneur lors de la synthése de I’ADNss (519), notamment
les clivages secondaires des duplex a extrémités franches (529). De plus, la NC et le domaine

RNase H de la RT peuvent interagir via les doigts de zinc (530, 531).
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Néanmoins, il n’a pas été rapporté que cette interaction soit responsable de I’augmentation de
I’activité RNase H. Purohit et al (532) ont montré que 1’augmentation de la dégradation de
I’ARN par I’activité RNase H de la RT. Celle-ci améliore les hybridations entre ARN et ADN,
la RT étend et clive ainsi d’avantage de duplex. Il est donc probable que 1’augmentation du
premier transfert de brin en présence de NC ne résulte pas directement d’une interaction entre
cette protéine et le domaine RNase H de la RT (525). Enfin, il a été montré que la NC, en
présence d’un ARN accepteur, est nécessaire pour éliminer les fragments de 14-18 nucléotides
de ’ARN donneur qui restent appariés a I’extrémité 3’ de I’ADNss. Autrement dit, la NC
favorise le déplacement des ARN courts par I’ARN accepteur plus long formant ainsi un duplex

thermodynamiquement plus stable avec I’ADNss (-) (477).

C. La NC facilite appariement des tiges-boucles complémentaires

La réaction d’hybridation, nécessaire au premier transfert de brin, est accélérée in vitro en
présence de NC suivant une cinétique de pseudo premier ordre (533). De nombreuse études in
vitro supportent I’hypothése que la NC est I’acteur principal qui facilite le premier transfert de
brin en déstabilisant les structures secondaires des deux séquences r/R complémentaires (291,
305, 526, 534, 535). Le premier doigt de zinc de la NC joue le r6le le plus important dans la
déstabilisation des structures secondaires formées par les acides nucléiques . Des contacts entre
des acides aminés hydrophobes appartenant au premier doigt de zinc et des paires de bases ont
été mis en évidence dans les complexes NC-acides nucléiques analysés par RMN (540, 541).
Les travaux de notre équipe suggerent que la NC adopte une position paralléle a la direction 5°-
3’ de la chaine d’acide nucléique dans le cas de ’ADN et une position antiparalléle dans le cas
de I’ARN (300, 301).

Le dépliement des tiges-boucles TAR et poly(A) dans I’ARN et cTAR et cpoly(A) dans
I’ ADNss sont nécessaire pour former I’hétéroduplex ADN-ARN de 93 paires de base dans le
cas de I’isolat NL4-3 (391). L’étude de Clever et al. suggére fortement qu’ex vivo I’hybridation
ADN cTAR — ARN TAR est requise pour un transfert de brin efficace. En outre, des études in
vitro suggerent que les tiges-boubles TAR et cTAR sont beaucoup plus importantes que les
tiges-boucles poly(A) et cpoly(A) dans le premier transfert de brin. Des mutations dans la
boucle apicale de TAR diminuent in vitro ce transfert ou I’hybridation TAR-CTAR, suggérant
que I’hybridation est initiée via un complexe boucle-boucle formé par les boucles apicales de
TAR et cTAR (388, 390). Une molécule de NC gréace a ses doigts de zinc peut se fixer avec une
haute affinité au niveau de la boucle apicale de I’ARN TAR (293, 542). La boucle posséde une
guanine flexible qui joue probablement un r6le dans cette interaction (543). La premiére étude
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in vitro dédiée a I’action de la NC sur les tiges-boucles TAR et cTAR suggére que cette protéine
ne déstabilise qu’une paire de bases par molécule d’ARN TAR tandis qu’elle déstabilise 7 a 8
paires de bases par molécule d’ADN c¢TAR (391). Une étude plus récente réalisée a 1I’échelle
de la molécule unique suggeére que la NC déstabilise la tige-boucle ARN TAR en ciblant 4
guanines impliquées dans des appariements CG/GC qui sont adjacents a des régions instables
de la tige (paires GU, boucles ou bulges). Ces guanines se trouvent dans la partie supérieure de
la tige-boucle (paire GU, boucles ou bulges) (304). Puisque ces guanines se trouvent dans la
partie supérieure de la tige-boucle, il est probable que cette partie joue un réle primordial dans
I’initiation de la déstabilisation de I’élément TAR qui est requise pour I’appariement TAR-
CTAR (304). Une des guanines a été identifiée par RMN comme un site clé pour I’initiation de
la déstabilisation (301). Les boucles apicale et interne de la tige-boucle cTAR isolée sont
respectivement des sites faible et fort de fixation de la NC (296). Pour des rapports
NC:nucléotides <a 1:8, les tiges-boucles TAR et cTAR isolées s’apparient en utilisant I’'une
ou I’autre des deux voies qui ont été décrites dans la partie 4.1.3 (Figure 48) (518). En revanche,
en présence de concentrations élevées de NC, c’est la voie zipper intermediate qui est
principalement utilisée (517, 518).

Notre équipe a récemment mis en évidence in vitro que ’hybridation médiée par la NC entre
I’ ADNss entier et un ARN représentant une partie de I’extrémité 3° de I’ARNQ ne repose pas
uniquement sur une seule des deux voies et peut n’impliquer ni les boucles apicales ni les
extrémités des tiges inférieures de TAR et cTAR (384). En effet, des mutations supprimant soit
la formation du kissing complex soit du zipper intermediate n’empéchent pas 1’appariement des
deux acides nucléiques (384). Il est donc possible que 1’appariement de I’ADNss avec I’ARN
3’UTR puisse €tre aussi initi¢ via une troisiéme voie dépendant de I’interaction poly(A)-
cpoly(A) qui est décrite dans le modele par invasion (Figure 47) (515, 516). Un modele
d’interaction de la NC avec I’ADNSss a été proposé par notre équipe. Dans ce modéle, la
premiére étape est la fixation de la NC au niveau de quatre sites qui déclenche 1’ouverture de
la structure tridimensionnelle de I’ADNSss et favorise ainsi 1’accessibilité de sa région r. La
seconde étape étant la déstabilisation par la NC des structures secondaires et la troisieme étape

¢tant ’appariement par la NC des régions complémentaires r et R (292, 384).
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OBJECTIF

Comme je I’ai déja mentionné dans I’introduction, le premier transfert de brin implique
I’appariement de la séquence r de I’ADNss avec la séquence R située en 3” de I’ARNg. Chacune
de ces séquences forme deux tiges-boucles (CTAR et cpoly(A) dans ’ADNss, 3’TAR et
3’poly(A) dans I’ARNg) (Figure 50). Les tiges-boucles cTAR et 3’TAR joueraient le réle le
plus important dans le premier transfert de brin. Ces deux tiges-boucles doivent s’ouvrir pour
pouvoir s’apparier. Plusieurs études dont la plupart in vitro suggerent que la NC est
principalement responsable de 1’ouverture de ces structures et de leur appariement.

A partir de I’étude in vitro de I’interaction de la NC avec I’ADNSss de I’isolat MAL, notre équipe
a proposé pour I’ADNSss de I’isolat NL4-3 (384) que la NC déstabilise la tige-boucle cTAR en
se fixant préférentiellement au niveau de la guanine 134 (Figure 50). Une autre étude in vitro
réalisée avec la tige-boucle cTAR isolée suggére aussi que I’interaction NC-G134 joue un role
important dans I’ouverture de la tige-boucle (544). Cette étude suggere également que
I’interaction NC-G174 est impliquée dans la déstabilisation de la tige-boucle. Toutefois, cette
interaction n’a pas été observée avec I’ADNSss entier (384). Deux études in vitro suggerent que
I’ouverture de la tige-boucle 3’TAR est déclenchée par la déstabilisation de quatre paires C-
G/G-C (Figure 50) résultant de I’interaction de la NC avec les guanines impliquées dans ces
paires de bases (303, 304). La déstabilisation de la tige-boucle cTAR par la NC est fortement
diminuée in vitro lorsque des mutations aux extrémités 5 et 3° permettent la formation d’une
tige composée d’au moins onze paires de bases consécutives (545, 546). L’équipe a montré que
la NC n’est pas capable de convertir deux tiges-boucles identiques d’ARN en un homodimeére
lorsque la tige contient dix paires de bases consécutives (547). L’activité déstabilisatrice de la
NC est donc limitée par le nombre de paires de bases consécutives ainsi que de la
reconnaissance de guanines non appariées ou engagées dans des appariements qui sont
adjacents a une région simple-brin, une boucle, un bulge ou un mésappariement.

Deux études ont comparé ex vivo et in vitro I’effet de mutations introduites dans la sequence de
la NC (548, 549). Les résultats de ces études suggerent qu’in cellula la transcription inverse de
I’ARNg nécessite 1’activité chaperon des acides nucléiques de la NC. Elles ne le démontrent
cependant pas directement car les mutations, en plus d’un effet sur I’hybridation TAR-CTAR
in vitro et I’encapsidation de I’ARNg ex vivo, pourraient avoir un impact négatif sur d’autres
étapes de la réplication du virus (dimérisation de I’ARNg, assemblage de la particule virale). A

ce jour, il n’existe pas d’études ex vivo montrant que la transcription inverse est altérée par des

81



mutations dans les tiges-boucles TAR et cTAR qui ont été congues pour empécher leur

déstabilisation par la NC.
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Figure 50. Structures secondaires des acides nucléiques impliqués dans le premier transfert de
brin. (A) Structure secondaire prédite pour I’ADNss (isolat NL4-3) en présence de NC (384) ; les
ellipses mauves correspondent aux quatre sites forts putatifs de la NC. (B) Structure secondaire du R a
I’extrémité 3° de I’ARNg (isolat NL4-3) (550); les paires C-G/G-C en orange sont celles qui sont
préférentiellement déstabilisées par la NC (304). Les séquences ADN et ARN qui sont complémentaires
sont encadrées (en rouge pour cTAR-3’TAR et en bleu pour cpoly(A)-3’poly(A). Les numérotations
correspondent au 5°R.
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L’objectif majeur de la thése est de déterminer si ex vivo le premier transfert de brin dépend
principalement de la déstabilisation par la NC des tiges-boucles ADN cTAR et ARN TAR. Pour
atteindre cet objectif nous déterminons si la réplication du virus et plusieurs étapes de la
transcription inverse sont altérées par des mutations dans les tiges-boucles TAR et cTAR qui

ont été congues pour gque ces derniéres soient peu ou pas déstabilisées par la NC.
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MATERIEL ET METHODES

1. Construction des plasmides et vecteurs
1.1 Oligonucléotides
Les oligodésoxyribonucléotides achetés chez Eurogentec et utilisés comme amorces pour les

mutagénéses dirigées par PCR sont présentés dans le Tableau 3.

Noms Séquences des amorces 5°-3’ Matrice But
Owt(+)-fwd CGGCACGAGCTCTCTGGCTAACTAGG pLF1 pLF1-m1
Om1l-rev GACGAGCTCCCAGGCTCAGATCTGGCTAACCAGAGAGAC pEP2 pEP2-m1
Oom2-fwd GCAGAGCTCTCTIGGCTAACCAGGGAACCCACTGC pLF1 pLF1-m2
Om1l-rev GACGAGCTCCCAGGCTCAGATCTGGCTAACCAGAGAGAC pEP2 pEP2-m2
Om3-fwd GCAGAGCTCTCTGGCTAACTAGAGAGACCACTGCTTAAGCCTC pLF1 pLF1-m3
owt(-)-rev GCCTGGGAGCTCCCAGGCTICAG pEP2 pEP2-m3
Oom4-fwd CGGCACGAGCTCTCTGGCTAACCAGGGAACCCACTG pLF1 pLF1-m4
Om4-rev GAGCTGAGCTCCCAGGCTCAGATCTGGTCTAACCAGGGAGACCCAGTACAG pEP2 pEP2-m4
Om6-fwd CGTCACGAGCTCTCTGGTCTAACTAGGGAGACCCACTGCTTAAGCCTC pLF1 pLF1-m6
Om6-rev CCGCTCGTCGTGGGAGCTCCCAGGCTCAG pEP2 pEP2-m6
OmS-1fwd CGGCACGAGCTCTCTGGCTAACTACTCTCACCCACTGCTTAAGCCIC pLF1 pLF1-mS1
OmS-1rev CATCGTGAGCTCCCAGGCTCAGATCTGGTCTAACCACCCTACCCAGTACAGGCAAAAAGC | pEP2 pEP2-mS1
Ofwd-m7 GTCACGAGCTCAGATCTGGCTAACTAGGGAACCC pEP2 pEP2-m7
Owt(-)-rev GCCTGGGAGCTCCCAGGCTICAG
OMAR-fwd CGCAGCGAATTCTICGGAGAATAAACGTCCTCTTCTCTICGAACAAGTAGTGTGTGCCCG pEP2 pEP2-AR
OmuU3-rev GCCGAGGCGCGACGGAATTCAGTACAGGCAAAAAGCAGC
OmG-fwd CGGCACGAGCTCTCTGATTAATTAGGGAACCCACTGCTTAAG pEP2 pEP2-m3G
Om3G-rev CATAGTGAGCTCCCAGGCTCAGATCTGATTTAATCAGAGAGACCCAGTACAG
OmG-fwd CGGCACGAGCTCTCTGATTAATTAGGGAACCCACTGCTTAAG pEP2 pEP2-m4G
Om4G-rev CATAGTGAGCTCCCAGGCTTAGATCTGATTTAATCAGAGAGACCCAGTACAG

Tableau 3. Amorces utilisées pour la mutagénése dirigé par PCR des plasmides pLF1 et pEP2.

1.2 Plasmides

Le vecteur NLENG1-ES-IRES (176) nommé pLévy dans le laboratoire a été généreusement
donné par David Lévy (NY, USA). Il est depuis plusieurs années utilisé dans notre laboratoire
par I’équipe d’Olivier Delelis (551).

Le plasmide pLF1 (5267 bp) a été construit dans I’équipe par une étudiante de M1 qui était sous
la direction de Brigitte René (CRHC CNRS). Il résulte du clonage dans le plasmide pCG44
(552) d’un insert généré par PCR a partir du vecteur pLévy.

Le plasmide pEP2 (5940 bp) a été construit dans I’équipe par un étudiant de M1 qui était sous
la direction de Philippe Fossé. Il résulte d’une PCR amplifiant qu’une partie du vecteur pLévy.
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1.3 Construction des plasmides pLF1 et PEP2 mutés

Les mutations dans le 5’R introduites dans le pLF1 et celles dans le 3’R introduites dans le
PEP2 ont été réalisées grace a la mutagénése dirigée par PCR. Les amorces utilisées pour les
différentes mutations sont présentées dans le tableau 3. Celles-ci ont été utilisées a des
concentrations de 10 uM. Les essais PCR ont été réalisés avec 1 ng et 0,3 ng du plasmide pLF1
ou pEP2. Le volume de la réaction pour un essai était de 50 pul avec :

- 2,5 ul de chacune des deux amorces a 10 uM, la forward et la reverse

- 1 ul du plasmide a 1 ng/ul ou 0,3 ng/ul

- 1luldedNTPsal1l0 mM

- 10 pl du tampon de reaction Q5 5X de chez New England Biolabs (NEB)

- 325l d’eau

- 0,5 ul Q5 Hight Fidelity DNA polymerase (2 U/ul) de chez NEB

Les conditions de la PCR sont les suivantes et la seule différence entre les couples d’amorces
est la température des hybridations pouvant varier de quelques degrés mais qui était
généralement comprise entre 51 et 55°C pour les 6 cycles et 71 a 76°C pour les 25 cycles :

1¢ cycle de 1 min 30 s 4 98°C, 40 s 2 54°C, 50 s & 72°C,

6 cycles de 13 sa98°C, 40 sa54°C,50sa 72°C,

25 cycles de 135a98°C,40sa 71°C, 50 s a 72°C,

Un cycle final de 7 min a 72°C.

Un contrdle sans amorce et un contréle sans plasmide sont réalisés dans les mémes conditions.
Les produits de PCR ont éte precipités a I’éthanol afin de récupérer I’ADN amplifié. Puis les
produits de PCR ont été digérés par Sacl et Dpnl. Aprés une nouvelle précipitation, dans le but
de réduire le volume, et une purification sur gel d’agarose 0,8 % TAE 1X-BET (0,3 pug/mL),
les produits de PCR ont pu étre liés par la ligase (Instant Sticky-End Ligase Master Mix de chez
NEB) afin de produire les plasmides mutants pLF1 (pLF1-m1, pLF1-m2, pLF1-m3, pLF1-m4,
pLF1-m6, et pLF1-mS1) et pEP2 (pEP2-m1, pEP2-m2, pEP2-m3, pEP2-m4, pEP2-m6, pEP2-
m7, pEP2-m3G, pEP2-m4G et pEP2-mS1). Un mutant pEP2-AR a été congu ne contenant pas
la partie R du 3’LTR utilisé comme contréle pour nos expériences ex vivo. Celui-ci conserve le
site de polyadénylation. Pour sa construction, la stratégie est la méme que pour les autres
mutants pEP2 mais un site EcoRlI a été ajouté plut6t qu’un site Sacl.

Les plasmides ont tous été produits par clonage moléculaire en utilisant les bactéries DH5a.
Les bactéries ont été transformeées par choc thermique et cultivées a 37°C. Pour les préparations

d’ADN plasmidique des cultures dans du LB-Ampicilline (100 pg/ml) a 37°C ont été réalisées.
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Les Kkits de préparation d’ADN plasmidique (Monarch® Plasmid Miniprep Kit et QlAfilter Midi
Plasmid Purification de Qiagen) repose sur la purification par colonne de silice avec quatre
étapes : une lyse des bactéries, une fixation de I’ADN a la colonne de silice, des lavages de
colonnes pour éliminer les composants biologiques telles que protéines, les sels, etc, et une
derniére étape d’élution dans du tampon Tris-HCI 10 mM pH 7. Les aliquotes des plasmides
purifiés étaient digérés avec les mémes enzymes de restriction ayant servis a leur construction
et analysées par electrophorese sur gel d’agarose 0,6% TAE 1X-BET (0,3 pg/mL). Les régions
LTR ont ensuite été séquencées par Eurofins Genomics avec la méthode de Sanger.

1.4 Construction des vecteurs pLevD5 et pLevD3

Les fragments Aatll-BssHII des plasmides pLF1 et les fragments Xhol-NgoMIV des plasmides
pEP2 ont ensuite été¢ isolés (digestion et purification sur gel des fragments d’intérét) afin de
produire les plasmides mutants pLevD5 (pLevD5-m1, pLevD5-m2, pLevD5-m3, pLevD5-m4,
pLevD5-m6 et pLevD5-mS1) et pLevD3 (pLevD3-m1, pLevD3-m2, pLevD3-m3, pLevD3-m4,
pLevD3-m6, pLevD3-m7, pLevD3-AR, pLevD3-m3G, pLevD3-m4G et pLevD3-mS1). Les
plasmides mutants pLF1 et le pLevy ont d’abord été digérés par les enzymes, Aatll et BssHII.
La partie 5’R du pLF1 a ensuite été liée par la ligase (Instant Sticky-End Ligase Master Mix de
chez NEB) au pLévy dépourvu de la région 5’R sauvage. De la méme fagon, les plasmides
mutants pEP2 et le pLévy ont été digérés par les enzymes Xhol et NgoMIV. La partie 3’'R du
pEP2 a ensuite été lice au pLévy dépourvu de la région 3°R sauvage. Pour la construction des
doubles mutants, les vecteurs mutants pLevD5 ont été digérés par les enzymes Xhol et NgoMIV
afin d’éliminer la région 3’R sauvage et la remplacer par la région 3’R des pEP2 mutés.

Les vecteurs pLevD5 et pLevD3 ont tous été produits par clonage moléculaire en utilisant les
bactéries Stable Competent E.coli de NEB. Les bactéries ont été transformées par choc
thermique et cultivés a 30°C dans leur milieu Stable Outgrowth délivré par le fournisseur. Pour
les préparations d’ADN plasmidiques, des cultures dans du LB-Ampicilline (100 pg/ml) a 30°C
ont éeteé réalisées. Les ADN plasmidiques ont été préparés et analysés comme décrit dans la
partie 1.3 du Matériel et Méthodes.

86



2. Production des particules virales
2.1 Transfection des cellules HEK293T
Les cellules HEK293T sont une lignée cellulaire dérivée de rein embryonnaire humain
exprimant ’antigéne T du simian virus 40 (SV40). Cette lignée est sensible a la transfection et
est donc utilisé pour la production rétrovirale. Pour produire les virus, nous utilisons la méthode
chimique de transfection par phosphate de calcium. Les virus sont pseudotypés avec la
glycoprotéine du vesicular stomatitis virus (VSV-G). Pour une flasque de 75 cm? contenant les
cellules HEK293T a une confluence comprise entre 60 et 80 % le jour de la production des
virus, il faut étaler entre un et deux millions de cellules deux jours avant dans 12 ml de milieu
DMEM supplémenté avec 10% de sérum feetal bovin et 1% de penicilline/streptomycine (100
units/mL). Le jour de la production, il faut mélanger : 1,35 ml d’eau, 150 pl de CaClz 3M, 3
Mg de plasmide pMD.G codant pour I’enveloppe VSV-G, 20 pg d’ADN plasmidique. Pour
former les précipités ADN-phosphate de calcium, il faut ajouter goute & goute et sous agitation
ce mélange a 1,5 ml de tampon HEPES salin 2X- pH 7 (HBS) contenant des ions phosphate.
Aprés avoir attendu environ 15 min que les précipités se forment, le mélange plasmides-HBS-
calcium est ajouté aux cellules. Le précipite formé entre dans les cellules par endocytose. Le
lendemain, il est nécessaire de retirer le milieu, de rincer les cellules avec 3 ml de PBS, puis
d’ajouter 12 ml de milieu DMEM réchauffé a 37°C 48 h apres la transfection, il faut centrifuger
une premiére fois a 528 g pendant 5 min a 12°C puis a 2113 g pendant 20 min a 12°C avant de
récupérer le surnageant de culture qui contient les particules virales. Celui-ci est ensuite

aliquoté et conservé a -80°C.

2.2 Quantification de la p24

Pour transduire les cellules MT4 avec la méme proportion de virus, une quantification de la
protéine de 24 kDa (p24) caractéristique du VIH-1 est réalisée a partir d’une aliquote du
surnageant mentionné ci-dessus. Le test se fait a I’aide du kit HIV p24 ELISA de chez Perkin
Elmer.

Des puits sont recouverts d’anticorps monoclonaux de lapin spécifique de p24 du VIH-1. 20 ul
de Triton X-100 5% sont déposés avant 200 pl de dilution (10° et 10%) de surnageant de
particules virales. La plaque est incubée 2 h a 37°C. Apres 5 lavages avec 200 pl de tampon de
lavage 1X, 100 pl de solution contenant un anticorps secondaire polyclonal biotinylé sont
déposés avant une incubation d’1 h a 37°C. Les puits sont de nouveau lavés et 100 ul de solution

Streptavidine-HRP (peroxydase de raifort) dilué au 100°™ dans son tampon fourni sont
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déposés. La plaque est ensuite incubée 30 min a température ambiante. La Streptavidine-HRP
est un oxydoréducteur qui va se fixer a la biotine de 1’anticorps secondaire. De nouveau, les
puits sont lavés et 100 pl d’orthophénylénediamine (cachet d’OPD dilué dans son tampon
citrate contenant 0 ,03% de peroxide d’hydrogéne), susbtrat hydrosoluble pour la peroxydase
HRP, sont déposés. Le temps de la coloration de I’OPD en jaune-orangé prend environ 15 a 20
min a I’abri de la lumiére puis la réaction est arretée avec 100 pl de solution stop contenant de
1’acide sulfurique 4N. La coloration jaune-orangé est détectable a 492 nm et est proportionnelle

a la quantité de p24 quantifiée par mesure de la densité optique (DO).

2.3 Quantification des ARN viraux

La quantification des ARN viraux se fait pour un volume donné d’aliquot de surnageant viral.
Pour extraire les ARN le QIAshredder homogenizer et le kit RNeasy Plus Mini de chez Qiagen
sont utilisés. 10 pl de surnageant viral sont déposés a un culot de 5.10° cellules obtenu aprés 5
min de centrifigation a 300 g. Toutes les centrifugations de ce protocole sont réalisees a
température ambiante. Les cellules servent ici de transporteur.

350 pl de tampon RLT Plus-/B-mercaptoethanol (10 ul de B-mercaptoethanol 14,3 M pour 1 ml
de RLT Plus) sont utilisés pour re-suspendre et lyser le tout. Le B-mercaptoethanol et le
thiocyanate de guanidinium présent dans le tampon RLT Plus sont utilisés comme agent
réducteur des RNases pouvant dégrader les ARN libérés pendant la lyse. L’ensemble est déposé
sur une colonne de QlAshredder et centrifugé 2 min a pleine vitesse pour homogénéiser le lysat
obtenu. Ce surnageant est déposé sur une colonne de gDNA eliminator et centrifugé 30 s a 8000
g. Cette étape permet 1’¢limination des ADN génomiques. La suite des €étapes correspond a une
purification sur colonne de silice avec une fixation des ARN, des lavages et une élution. 350 pul
d’éthanol 70 % sont ajoutés au surnageant de la colonne gDNA eliminator, déposés sur la
colonne de silice aprés homogénéisation par pipetage et centrifugé 15 s a 8000 g. Une premiere
étape de lavage est appliquée a la colonne avec 700 ul de tampon RW1 et une centrifugation
de 15 s a 8000 g éliminant les molécules telles que les glucides, les protéines, les acides gras,
etc. provenant des cellules et des virions ne s’étant pas fixés a la colonne. Une seconde étape
de lavage permettant 1’élimination des sels des tampons précédents est réalisée avec 500 pl de
tampon doux RPE et une centrifugation de 15 s a 8000 g. Une derniére étape de lavage avec
500 pl de tampon RPE et une centrifugation de 2 min a 8000 g est appliqué. Une plus longue
centrifugation avec ce méme tampon permet 1’élimination de 1’éthanol restant qui pourrait étre
élué avec les ARN. Enfin, les ARN sont élués dans 50 pl d’eau RNAse-free par une

centrifugation d’une min a 8000 g. La concentration des ARN est mesurée par la mesure de la
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DO a 260 nm au spectrophotométre (une unité de DO correspond & 40 pg/ml d’ARN). Le ratio
DO260/D02g0 doit étre compris entre 1,9 et 2,1 pour indiquer des ARN d’une pureté
satisfaisante.
Les ARN non-épissés sont ensuite quantifiés par RT-qPCR a I’aide des amorces (Figure 51) :
La9:5-GACGCTCTCGCACCCATCTC-3’ et La8.1: 5>-CTGAAGCGCGCACGGCAA-3’
et de la sonde de Tagman TM : 5’-FAM-TAGCCTCCGCTAGTCAAAATTTTTGGCGTXT-
Ph-3’ avec FAM = 6-carboxyfluoroceine ; XT = 6-TAMRA (6-carboxytetramethylrhodamine)
; Ph=phosphorylé. Les quantités pour une réaction de RT-PCR sont les suivantes :

- 10,58 pl d’ecau

- 0,06 pl de chacune des deux amorces & 100 pM

- 0,2delasonde TM a 20 uM

- 4 pl de Reaction Mix 5X contenant le tampon de réaction, 1’AptaTaq polymérase, des

dNTPs, et du MgCl..
- 0,1 pl d’enzyme RT

Les mix de reactions sont faits a partir du LightCycler Multiplex RNA Virus Master de chez
Roche. Un pré-mélange est réalisée pour le nombre d’essais a faire, 15 pl sont déposés au
sommet des capillaires et 5 pul d’ARN avec une concentration comprise entre 50 et 200 ng/ul
ensuite. Les capillaires sont centrifugés a 735 g pendant 15 s avant d’étre placés dans 1’appareil.
Le programme de RT-gPCR est réalisé avec le Light Cycler instrument (Roche Life Science) et
est le suivant : une transcription inverse a 65°C pendant 10 min, puis une dénaturation a 95°C

pendant 5 min et une amplification avec 50 cycles a 95°C pendant 10 s et 60°C pendant 40 s.

3. Analyse de I’expression virale
3.1 Transduction des cellules MT4
Les cellules MT4 sont des lymphocytes CD4+ porteuses du Human T Lymphotropic virus
(HTLV-1) et permissives a la réplication du VIH-1. 5.10° cellules MT4 sont transduites avec
20 ng de p244ag apres traitement a la benzonase (Sigma) des virions pendant 30 min a 37 °C
(100 ul de surnageant viral pour 0,5 ul de benzonase a 10 U/ul) dans leur milieu RPMI
supplémenté avec 10% de sérum feetal bovin et 1% de penicilline/stretomycine (100 units/ml).
Cette étape permet 1’élimination d’ADN plasmidique utilisé lors de la transfection qui aurait pu
se fixer aux virions produits. Des contrles d’inhibition de la transcription inverse, avec

’efavirenz, et d’intégration, avec le dolutégravir, sont utilisés a 1 UM pour 5.10° cellules.
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3.2 Mesure de ’expression de la GFP
La fluorescence des cellules MT4 est ensuite mesurée toutes les 24 h jusque trois ou quatre
jours post-infection. Pour cela, un volume de 400 ul de cellules est prélevé et ajouté a 2 ml de
PBS, centrifugé 5 min a 528 g. Le surnageant est éliminé et les cellules sont remises en
suspension dans 100 pl de PBS pour étre analysées au cytometre (FACS Celesta BD). Le laser
bleu (488 nm) du cytomeétre est utilisé pour I’excitation de la GFP dont un de ses maximas

d’excitation est 475 nm.

3.3 Quantification par qPCR des produits de la transcription inverse

Apres avoir infecté 5.10° cellules MT4/ml avec 20 ng de p24g4ag, 1 ml de cellules est prélevé a
chaque temps souhaité, centrifugé 5 min a 300 g et 1 ml de PBS est ajouté au culot pour lavage.
Une nouvelle centrifugation de 5 min a 300 g est réalisée. Le surnageant est éliminé et les culots
sont congelés a -80°C pour une extraction d’ADN ultérieure.

L’extraction d’ADN se fait a ’aide du kit QIAamp DNA blood mini de chez Qiagen sur des
culots secs. La purification des ADN se fait a I’aide d’une colonne de silice en trois étapes : une
fixation des ADN, des lavages et une élution. Toutes les centrifugations sont réalisées a
température ambiante. 20 ul de protéase, 200 ul de PBS et 200 pl de tampon AL sont ajoutés
au culot pour lyser les cellules. Le tout est vortexé 15 s puis incubé 10 min a 56 °C. 200 pl
d’éthanol absolu sont ajoutés et le tout est vortexé 15 s. Le mélange est déposé sur une colonne
de silice et centrifuger une min a 6000 g. 500 pl de tampon astringent AW1, éliminant les
molécules telles que les glucides, les protéines, les acides gras, etc., sont déposés au sommet de
la colonne pour lavage et centrifugés une min a 6000 g. Une seconde étape de lavage est réalisée
avec 500 pl de tampon doux AW2 éliminant les sels et une centrifugation de 3 min a 20000 g.
Pour éliminer 1’éthanol restant, les colonnes sont centrifugées une min a 20000 g. Enfin, les
ADN sont ¢élués avec 100 pl d’eau aprés une min d’incubation et une centrifugation d’une min
a 6000 g. Les concentrations des ADN sont déterminées au moyen d’un spectrophotometre en
mesurant la DO & 260 nm. Le ratio DO260/DOz2s0 doit étre compris entre 1,7 et 1,9 pour indiquer
des ADN d’une pureté satisfaisante. Une fois extrait, les ADN des différents produits de la
transcription inverse sont quantifiés par qPCR a I’aide d’une gamme étalon de 1000 a 10.108
copies du pLévy. Deux sondes fluorescentes sont utilisées afin d’avoir une meilleure spécificité.
La quantification se base sur le principe de transfert d’énergie (FRET). Lors de I’hybridation,
chaque sonde se fixe a son complémentaire amplifié a une distance inférieure a 10 nm. La sonde
donneuse possede une fluorescéine verte a son extrémité 3’ excitée par la source de lumiere de

I’appareil. Celle-ci excite & son tour le fluorochrome LC640-Red présent a ’extrémité 5° de la
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sonde acceptrice émettant alors une lumicre fluorescente a une longueur d’onde différente de
la sonde donneuse et mesurée pendant la PCR. Pendant I’étape de polymérisation, les deux
sondes se retrouvent en solution pour se fixer de nouveau aux amplicons du cycle suivant. La
quantité de fluorescence émise est proportionnelle a la quantité d’ADN synthétisé pendant la
PCR. Pour quantifier I’ADNss avant le premier transfert de brin, les amorces utilisées sont :
- FwSS (-) : 5’>-ATCTGAGCCTGGGAGCTCTCT-3’
- AA55:5-CTGCTAGAGATTTTCCACACTGAC-3’
Les séquences des sondes sont :
- SS/AAJ/FL : 5>-TCAAGGCAAGCTTTATTGAGGCT-FL-3’
- SS/AA/LC : 5’-LC640-GCAGTGGGTTCCCTAGTTAGCCA-Ph-3’
FL = fluoresceine ; LC = fluorochrome LC640-Red ; Ph=phosphorylé
Pour quantifier I’ADN simple-brin de polarité négative synthétisé aprés le premier transfert de
brin, les amorces utilisées sont :
- U3NL9496 : 5’-GCTGCATATAAGCAGCTGCTTTTTGCCT-3’
- AA55:5-CTGCTAGAGATTTTCCACACTGAC-3’
et les sondes sont les mémes que celles utilisées pour quantifier I’ADNsss.
Pour quantifier I’ADN tardif, les amorces utilisées sont :
- MH531:5-TGTGTGCCCGTCTGTTGTGT-3’
- MH532: 5’-GAGTCCTGCGTCGAGAGATC- 3’
et les sondes sont :
- MHFL:5-CCCTCAGACCCTTTTAGTCAGTGTGGAA-FL-3’
- MHLC:5-LC-TCTCTAGCAGTGGCGCCCGAACAG-Ph-3".
Les temps post-infection prélevés pour quantifier les ADN sont 0, 2, 4, 8 et 24 h. Les quantités
nécessaires pour une réaction de gPCR sont les suivantes :
- 11,08 pl d’eau
- 2,4 ul de MgCl225 mM
- 0,06 ul de chaque amorce & 100 uM (Cf = 0,3 uM)
- 0,2 pl de chaque sonde a 20 uM (Cf = 0,2 uM)
- 2 ul ’ADN polymérase FastStart Taq préalablement mélangé au Reaction Mix 10X
contenant les dNTPs, le tampon de réaction et 10 mM de MgCl: (LightCycler FastStart
DNA Master HybProbe de chez Roche).

Un pré-mélange est réalisé pour le nombre d’essais a faire et 16 pl sont déposés au sommet

d’un capillaire, 4 ul d’ADN (autour de 500 ng) est ensuite deposé. Les capillaires sont
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centrifugés a 735 g pendant 15 s avant d’étre placés dans 1’appareil. Les programmes de PCR
sont réalisés avec le Light Cycler instrument (Roche Life Science) et sont les suivants :
- Pour I’ADN tardif : une dénaturation a 95°C pendant 8 min, une amplification avec 50
cycles de 95 °C pendant 10 s ; 60 °C pendant 10 s ; 7 2 °C pendant 8 s.

Une dénaturation a 95 °C pendant 8§ min permet également a I’ADN polymérase Taq de
s’activer, d’aprés les recommandations du fournisseur.
- Pour I’ADNSs quantifi¢ a I’aide des amorces FwSS (-) et AA5S5 : une dénaturation & 95
°C pendant 8 min, une amplification avec 50 cycles de 95 °C pendant 10 s ; 60 °C
pendant 10 s ; 72 °C pendant 6 s.
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RESULTATS ET DISCUSSION

1. Description du systeme expérimental
Pour tester les mutations introduites dans la région R des LTR 5 et 3, le vecteur NLENG1-
ES-IRES (176) (16150 bp) construit a partir du genome NL4-3 du VIH-1 a été utilisé (Figure
51) (176). 1l a été nomme pLévy pour le WT, pLevD5-m pour les mutations introduites dans la
région 5’R et pLevD3-m pour les mutations introduites dans la région 3’R. Pour empécher la
production de virus réplicatifs, dont les effets sont observables sur plusieurs cycles de
réplication, les vecteurs possedent tous deux codons stop contigus au début du géne codant pour

les protéines d’enveloppe.

tat

[ 1
perl—" = |
sLTR [ cac | |:| D>N¥=<I GFP  [iRes [ net |
gL

Figure 51. Génome modifié du VIH-1 dans le vecteur pLévy (176). Le trait rouge indique les deux
codons stops insérés dans le géne des protéines d’enveloppe. Le géne de la GFP est inséré en aval de
ENV. L’IRES est utilisé pour la traduction du gene nef.

Les particules virales ont été produites a partir de cellules HEK293T qui ont été transfectées
par le pLévy et le plasmide pMD.G qui permet de synthétiser la protéine d’enveloppe du VSV-
G. Ces particules virales ne peuvent conduire qu’a un un seul cycle de réplication lors de la
transduction des cellules MT4 (Figure 52) et permettre ainsi une meilleure interprétation des
résultats. Les virus possédent un génome contenant le géne de la GFP permettant de suivre
1’évolution au cours du temps de 1’expression virale des cellules transduites. La fluorescence a
été détectée par FACS (Fluorescent Activated Cell Sorter) & la suite de la traduction de I’ARNm
de la GFP. Une expression relativement elevée de la GFP nécessite que I’ ADN viral soit intégré
dans le génome de la cellule sous la forme d’ADN proviral (176, 178, 553). L’ ADN proviral

est le produit d’une transcription inverse compléte.
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2. Récupération des particules

1. Transfection des cellules 293T virales du surnageant de culture

,»/_ TN Y \ £ 3. Quantification des particules
\"=) e 5 — @ O *  (p24 et ARN encapsidé)
A ©
F Protéines virsles 4, Infection (transduction) des
> it A cellules MT4
5. Cytométrie en flux
4 )
Collule ARN simple-brin
mexprime | TN ‘I, 1= transfert de brin
6. gPCR des produits pas la GFP I
+—  detranscription inverse +— ————— * '
N
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':";‘;‘ ADN double-brin

Figure 52. Stratégie expérimentale pour analyser I’étape de la transcription inverse affectée par
les mutations dans les tiges-boucles ARN TAR et ADN cTAR.

2. Construction des plasmides et vecteurs
La construction des vecteurs mutés a été basée sur 1’utilisation d’un vecteur rétroviral, de deux
plasmides et de la méthode de mutagénése dirigée par PCR suivie du clonage moléculaire.

- Le vecteur rétroviral pLévy, possédant les deux LTR, a servi a construire les vecteurs
mutés pLevD5 et pLevD3. Il contient le génome modifié du VIH-1 (Figure 51) et a été
utilisé pour la suite des expériences ex vivo (Figure 52). A cause des deux LTR, ce vecteur
ne peut pas étre utilise directement pour muter un seul LTR et il est enclin a recombiner
lorsqu’il se réplique dans des bactéries qui n’ont pas le génotype adéquat. De plus, a cause
de sa grande taille (16150 pb), la quantité de vecteur produit dans les bactéries adéquates
(par exemple la souche NEB® stable competent E. coli) n’est pas élevée. Pour ces raisons,
il a été nécessaire d’utiliser les plasmides décrits ci-dessous pour construire les vecteurs
mutés.

- Le plasmide pLF1, possédant un seul LTR, permet la construction des plasmides mutés
dans la séquence R du 5°’LTR.

- Le plasmide pEP2, possedant un seul LTR, permet la construction des plasmides mutés

dans la séquence R du 3°’LTR.
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2.1 Construction des plasmides pLF1 et pEP2 mutés

Seize plasmides mutés ont été construits dont dix par moi. Les plasmides pLF1 (5266 pb) et
pEP2 (5951 pb) contiennent respectivement les extrémités 5’ et 3’ du génome de type sauvage
du VIH-1 (isolat NL4-3). lls ont servi a produire par mutagenése dirigée au moyen de la PCR
les plasmides pLF1 et pEP2 mutés respectivement dans les séquences 5°R et 3’R (Figure 53).
Les mutations dans la séquence R ciblent uniquement 1’¢1ément TAR a I’exception du mutant
PEP2-AR qui est délété de 1’élément TAR et d’une partie de 1’¢1ément poly(A).

Les couples d’amorces utilisées pour les PCR ont été congues de sorte a contenir les mutations
57 ou 3’ et le site de restriction Sac I (GAGCTC) (Tableau 3). Ce site unique présent dans la
séquence TAR permet directement 1’obtention des plasmides mutés apres digestion par Sac | et

ligation des produits de PCR.

PCR puis
digestion par Sacl  saci ligation
e

i

pEP2 ou pLF1 PEP2-m ou pLF1-m

Figure 53. Stratégie de mutagénese dirigée (exemple du mutant m4). La premiére étape est
I'amplification par PCR d'un plasmide dont une mutation a été introduite dans chacune des amorces
servant a la PCR. Puis les produits de PCR ont été digérés par Sacl et liés pour former le plasmide muté.

Apres amplification par PCR (exemples de la construction des plasmides pEP2-m6 et pLF1-
m6, Figure 54), les produits de PCR ont été précipités a 1’éthanol afin de purifier uniquement
les ADN. Ces derniers ont été digérés par Sac | afin de générer les extrémités cohésives et par
Dpnl pour digérer le plasmide d’origine (pLF1 ou pEP2) qui était méthylé et avait servi de
matrice a la PCR. L’¢limination du plasmide sauvage d’origine par la digestion par Dpnl a
permis de purifier uniquement le plasmide muté et d’éviter une transformation bactérienne par

le plasmide sauvage.
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M C1C2C3 PEP2-m6 pLF1-m6

Figure 54. Analyse des produits de PCR générant les plasmides pEP2-m6 et pLF1-m6. L’analyse
a été effectuée par électrophoreése sur gel d’agarose 0,6% TAE1X BET 0,3 pg/ml . M : marqueur de
taille, C1 : contrdle PCR sans amorces avec pLF1, C2 : contréle PCR sans amorces avec pEP2, C3:
controle sans plasmide avec les amorces Om6 fwd et Om6 rev. Une bande principale migrant entre 5000
pb et 7000 pb pour chacun des cing essais réalisés avec 1 ng/ul de matrice est observée. Le pLF1-m6
migre un peu plus loin que le pEP2-m6 du fait de sa plus petite taille. Les bandes observées en bas du
gel correspondent aux amorces également présente dans la piste C3 mais en quantité beaucoup moins
importante.

Une purification sur gel d’agarose des produits PCR digérés par Sac I et Dpnl a été réalisée
pour isoler le plasmide muté et linéaire. La purification a été efficace comme le montre
’analyse par électrophorése sur gel d’agarose (Figure 55). Le plasmide purifié a ensuite été

circularisé par ligation avant de transformer les bactéries DH5a qui ont servi a I’amplifier.

M _PEP2-mé6 pLF1-m6
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Figure 55. Analyse des plasmides pEP2-m6 et pLF1-m6 digérés par Sacl et Dpnl aprés
purification sur gel d’agarose. L’analyse a ¢été effectuée par électrophorése sur gel d’agarose 0,6%
TAEL1X BET 0,3 pg/ml. M : marqueur de taille.
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Apreés une transformation bactérienne, un repiquage de plusieurs colonies, une préparation
d’ADN plasmidique et une digestion analytique ont été réalisées (Figure 56). Puis les plasmides
des clones sélectionnés correspondant au bon profil de digestion ont été envoyés a une société
de séquencage pour Vvérifier que la partie VIH-1 de leur séquence contienne uniquement la

mutation choisie.

pEP2-m6 pLF1-m6 pEP2-m6 pLF1-m6
1 2 3 4 5 6Cm5MCm3 7 8 9 10 11 12

2 3 4 5 6Cm5MCm3 7 8 9 10 11 12

e A e

Figure 56. Analyse des plasmides pEP2-m6 et pLF1-m6 avant (panneau de gauche) et aprés
digestion par Sacl (panneau de droite). L’analyse a été effectuée par électrophorése sur gel d’agarose
0,8% TAEL1X BET 0,3 ug/ml. Dans le panneau de gauche, migration des plasmides pEP2-m6 pour les
clones 1 a6 etpLF1-m6 pour les clones 7 a 12 avec un pEP2-m5 (Cmb5) et pLF1-m3 (Cm3) nous servant
de contrdles de taille. Les plasmides surenroulés migrent au-dessus de la bande a 3000 pb pour les pEP2
et juste au niveau pour les pLF1. On peut observer une ou deux bandes selon les clones au-dessus des
plasmides surenroulés correspondant probablement a des plasmides circulaires relachés et des
multimeéres. Dans le panneau de droite, les mémes clones digérés par Sacl. Les clones 1 a 6 de pEP2-
m6 ainsi que les clones 8 a 12 de pLF1-m6 sont linéarisés comme attendu. Le clone 7 de pLF1-m6 migre
un peu moins loin que les autres. Il n’a donc pas été considéré pour la suite des expériences. M :
marqueur de taille (le méme que celui utilisé dans les Figures 54 et 55).

Les résultats ne sont montres que pour deux plasmides sur les seize construits, mais la méme
démarche a été appliquée aux autres mutants. Cependant, la construction du mutant pEP2-AR
differe par I’insertion d’un site EcoRI plutot que d’un site Sacl a partir des amorces de PCR.
La digestion par EcoRI génere les extrémités cohésives qui permettent la circularisation du
mutant pEP2-AR apres ligation. Pour rappel, ce mutant est délété d’une grande partie de sa
région R mais conserve cependant le site de polyadénylation. Il sert de contr6le négatif dans les
tests ex vivo.

Le séquencage de plusieurs des mutants a montré des insertions au niveau du site Sacl des
plasmides pLF1 et pEP2 mutés. Nous n’avons pas réellement identifi¢ la cause de ces
insertions, mais on suppose que les mutations présentes dans I’amorce lui font adopter un
repliement particulier conduisant a une duplication compléte ou partielle du site Sacl lors de la
PCR. Pour certains des plasmides mutés contenant des insertions, il a pu étre possible de les
corriger. Les insertions contenaient une dizaine a une quinzaine de nucléotides. Chez certains
plasmides I’insertion était encadrée par deux sites Sacl. Une digestion par Sacl a permis

I’élimination de cette insertion (Figure 57). Puis une purification sur gel, une ligation-
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transformation, des repiquages de bactéries et des séquencages ont di de nouveau étre réalisés

pour s’assurer de la correction. Pour d’autres plasmides contenant également des insertions, il

n’a pas été possible de les corriger de cette fagon, il a donc fallu reprendre les constructions

depuis la PCR.

57 ...GAGCTCCCACGACGAGCGGCCGAGCTCTCTGGTCTAACTAGGGAGA. . . 3"
3" ...CTCGAGGGTGCTGCTCGCCGGCTCGAGAGACCAGATTGATCCCTCT. . .57

1 Digestion par Sacl

v A4
5 .. .GAGCTCCCACGACGACGCGGCCGAGCTCTCTGGTCTAACTAGGGAGA. . .37
37 . ..CTCGAGGGTGCTGCTCGCCGGCTCGAGAGACCAGATTGATCCCTCT. . .57
A A

1 Ligation

5’ .. .GAGCTCTCTGGTCTAACTAGGGAGA. . .3
3’ ...CTCGAGAGACCAGATTGATCCCTCT...5"

Figure 57. Exemple de correction des insertions grace au site Sacl du plasmide pEP2-m6. Aprés
digestion par Sacl dont le site a été dupliqué, le plasmide est de nouveau lié et amplifié par clonage
moléculaire. En vert, les sites Sacl, en orange l'insertion de 15 nucléotides en plus du site Sacl dupliqué,
en rouge les deux insertions T et G correspondant au mutant m6. Les fléches noires au niveau des sites

Sacl correspondent aux coupures réalisées par I'enzyme.

2.2 Construction des vecteurs mutés pLevD5 et pLevD3

Aatll (15799)
o - Aatll (15799)

AmpR

* BssHil (1911) = VL//"
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Figure 58. Stratégie de construction d’un vecteurs muté pLevD5.
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J’ai construit vingt-et-un vecteurs mutés a partir des inserts des régions 5’LTR et 3’LTR des
plasmides pLF1 et pEP2 mutés et du vecteur pLévy dont la région 5’LTR ou la région 3’LTR
de type sauvage avait été éliminée (Figures 58 et 59). Les inserts et les vecteurs pLévy-AB et
pLévy-XN ont été produits au moyen des enzymes de restriction Aatll, BssHIl, NgoMIV et
Xhol.

Xhol (1)

us

— Ty

Xhol Insert 3'LTR muté NgoMIV

= 1460 pb NgoMIV
us pLevD3-m
R FLTR =16 150 pb

u3

Xhol

AmpR U3 -
AmpR U3
s o R

NgoMIV
(12872) —

NgoMIV /

(12872)

us pLévy

16 150 pb T—

vecteur pLévy-XN
=14 690 pb

3
Xhol (11413)

Xhol (11413)

GFP

Génome du VIH

Figure 59. Stratégie de construction d’un vecteurs muté pLevD3.

Dans un premier temps, le plasmide pLévy, contenant le génome du VIH-1 dans lequel est
inséré le gene de la GFP et un IRES (Figure 51), a été digéré soit par les enzymes Aatll et
BssHII, soit par les enzymes Xhol et NgoMIV afin de générer respectivement les vecteurs
pLévy-AB et pLevy-XN (Figures 58 et 59). Le vecteur pLévy-AB est délété du 5’LTR tandis
que le vecteur pLévy-XN est délété du 3> LTR. Aprés digestion, ils ont été purifiés sur gel

d’agarose et comme le montre la Figure 60, la purification était efficace.
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Figure 60. Analyse des vecteurs pLévy-AB et pLévy-XN apreés purification sur gel. L’analyse a été
effectuée par électrophorese sur gel d’agarose 0,6% TAE1X BET 0,3 pg/ml. M : marqueur de taille ;
AB : vecteur pLévy-AB ; XN : vecteur pLévy-XN.

Les plasmides pLF1 mutés et pEP2 mutés ont été digérés par les mémes enzymes, Aatll et
BssHII pour les inserts-5’-AB et Xhol et NgoMIV pour les inserts-3’-XN. Les inserts ont
ensuite été purifiés sur gel d’agarose. Comme précédemment, les résultats ne sont présentés
que pour deux mutants, pLevD5-m6 et pLevD3-m6, mais la construction des autres mutants
suit le méme protocole. Comme le montre la Figure 61, la purification des inserts mutés mé

était efficace.
M AB XN

Figure 61. Analyse des inserts 5’ et 3’LTR-m6 aprés purification sur gel d’agarose. L’analyse a été
effectuée par électrophorése sur gel d’agarose 0,8% TAE1X BET 0,3 ug/ml. Piste AB : insert 5’LTR-
m6 (environ 2260 pb) généré au moyen des enzymes Aatll et BssHII ; piste XN : insert 3’LTR-m6 a
(environ 1460 pb) généré au moyen des enzymes Xhol et NgoMIV. M : marqueur de taille.

Les produits de ligation des mélanges vecteurs pLévy-AB/insert 5’LTR-m6 et pLévy-XN/
insert 3’LTR-m6 ont servi a transformer les bactéries NEB® stable competent E. coli qui sont
préconisées dans le cas de clonage de plasmides ayant des sequences répétées telles que les
LTR des vecteurs rétroviraux. Aprés un peu moins de 24 h a 30°C pour une meilleure stabilité
des clones plasmidiques, un repiquage et une préparation d’ADN plasmidique d’au moins six

clones ont été réalisés. Les plasmides ont été analysés par une digestion avec les enzymes de
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restriction ayant servi a les construire, Xhol et NgoMIV pour les pLevy-3’ muté (Figure 61) et

Aatll et BssHII pour les pLevy-5" muté (Figure 62).
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Figure 62. Analyse de neuf clones plasmidiques pLevD3-m6 avant (panneau de gauche) et apres
digestion par Xhol et NgoM1V (panneau de droite). L’analyse a été effectuée par électrophorese sur
gel d’agarose 0,8% TAE1X BET 0,3 pg/ml. L’insert 3’LTR a une taille d’environ 1460 pb. La migration
du pLévy nous sert de controle de taille et de contrdle de digestion. M : marqueur de taille.
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Figure 63. Analyse de clones plasmidiques pLevD5-m6 avant (panneau de gauche) et apres
digestion par Aatll et BssHII (panneau de droite). L’analyse a été effectuée par électrophorése sur
gel d’agarose 0,8% TAE1X BET 0,3 pg/ml. L’insert 5’LTR a une taille d’environ 2260 pb. M :
marqueur de taille.

Les mutations introduites peuvent produire des mésappariements entre les régions r de I’ADNss
et 3’R de I’ARNQg. Selon leur localisation, certains de ces mésappariements peuvent empécher
le premier transfert de brin et par conséquent la poursuite de la transcription inverse (554). C’est
pourquoi, pour certaines mutations dans le 5°R ou le 3’R produisant un effet négatif sur la
réplication virale, des doubles mutants supprimant les mésappariements ont été construits pour
déterminer si la réplication virale était restaurée. Cinq doubles mutants (vecteurs pLevD5-3-
m2, pLevD5-3-m3, pLevD5-3-m4, pLevD5-3-m6 et pLevD5-3-mS1) ont €té construits. Pour
cela, les régions 3’ des plasmides pLevD5-m2, pLevD5-m3, pLevD5-m4, pLevD5-m6, et
pLevD5-mS1 ont été éliminées par digestion par les enzymes Xhol et NgoMIV. Elles ont eté
remplacées par les fragments Xhol-NgoMIV des plasmides pEP2-m2, pEP2-m3, pEP2-m4,
PEP2-m6 et pEP2-mS1 contenant la région 3°’R mutée.
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3. Bases rationnelles de la conception des mutants
La conception des mutants a reposé sur les observations et résultats ci-apres.
- Dans I’ADNess, la tige-boucle cTAR ne contient pas plus de cing paires de bases consécutives
(Figure 50 A).
- Latige-boucle ARN TAR contient onze paires de bases consécutives mais deux sont des paires
G-U et U-G (Figure 50 B).
- In vitro la déstabilisation de la tige-boucle ADN cTAR par la NC est fortement réduite par
des mutations qui générent une tige constituée d’au moins onze paires de bases Watson-Crick
consécutives (545, 546).
- La NC n’est pas capable de convertir deux tiges-boucles identiques d’ARN en un homodimere
lorsque la tige contient dix paires de bases Watson-Crick consécutives (547).
- La NC déstabilise les tiges-boucles en interagissant préférentiellement avec des guanines non
appariées ou des guanines appariées mais adjacentes a une paire G-U ou a des région non
appariées (304, 555, 556).
Les mutations choisies correspondent a des délétions, additions et/ou des substitutions dans la
région R de ’ARNg et dans la région r de I’ADNss qui ont pour but de stabiliser les tiges-
boucles ADN cTAR et ARN TAR ou d’altérer leur interaction avec la NC. Elles suppriment
par exemple des bulges, allongent des tiges, remplacent des paires de bases G-U par des paires
de base de type Waston-Crick ou remplacent des paires de bases G-C par des paires de bases
A-U. Pour cibler uniquement 1’éventuel role ex vivo de la NC sur la déstabilisation des tiges-
boucles TAR et cTAR, le choix des mutations a été guidé par quatre criteres :

- Lapartie supérieure de la tige-boucle 5’TAR ARN, c’est-a-dire entre les nucléotides 18 a
44, est préservée (Figure 64). En effet, cette région est indispensable a 1’activation de la
transcription de I’ADN proviral (voir la sous-partie 2.3.5.b de I’introduction).

- La partie double-brin inférieure de la tige-boucle 5°’TAR ARN est préservée pour ne pas
impacter la dimérisation et I’encapsidation de I’ARNg (voir la sous-partie 2.3.6 de
I’introduction).

- La partie double-brin de la tige-boucle 3’TAR ARN est préservée car son ouverture peut
impacter la polyadénylation des ARNm (557).

- A l’exception de deux mutants, aucune mutation n’est introduite entre les nucléotides 1 et
10 des tiges-boucles 5’TAR et 3’TAR (Figures 64 et 71) car les mutations dans cette
région conduisent a des mésappariements entre I’ADNss et la région 3’R de ’ARNg qui

réduisent significativement la transcription inverse (554).
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4. Analyse des effets produits par les mutations dans la séquence 5> TAR

4.1 Structures secondaires des mutants 5'TAR et cTAR
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Figure 64 : Structures secondaires prédites pour les 5’TAR et cTAR mutés. Les mutations sont en
rouge. Un triangle rouge correspond & une délétion d’un nucléotide. Les repliements prédictifs ont été
réalisés a I’aide du logiciel mfold (558). Pour I’ADN cTARwt, le modéle de base est I’élément cTAR
dans I’ADNS5ss (559). La numérotation du 5’ TARwt est en fonction des sites alternatifs de la transcription
(327). Le G2 dans le 5> TARwt correspond a la coiffe en 5’ (7-méthylguanosine triphosphate) (327). La
numérotation de ’ADN cTAR est en fonction de celle de I’ADNss (559). La tige-boucle cTAR ne
posséde pas deux cytosines a son extrémité 3’ car la RT du VIH-1 ne copie probablement pas la coiffe
en 5’ de ’ARNg (560).
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Les mutations dans la tige-boucle ARN 5’TAR ont été congues pour en modifier finement la
structure mais aussi celle de I’ADN cTAR si la RT peut copier la tige-boucle TAR stabilisée
par ces mutations (Figure 64). Comme le montre les AG calculés par mfold, tous les mutants a
I’exception des mS1 sont prédits posséder une tige-boucle plus stable que celle du sauvage. Le
mutant mS1, qui sert de contrdle négatif, est identique dans la séquence 5’TAR a celui publié
par Ohi et Clever (554). En effet, le mésappariement induit par les mutations du mS1 empéche
le premier transfert de brin et réduit fortement la réplication du virus.

Dans le 5°’TARmI1, la suppression du bulge Al7 génére une tige de seize paires de bases
consécutives dont deux sont G-U et U-G. La RT ne devrait pas pouvoir copier la tige-boucle
5’TARmlI si I’ouverture de cette derniére exige 1’action de la NC. La mutation m1 correspond
a la délétion du bulge T166 et a la formation d’une tige constituée de dix paires de bases
consécutives dans I’ADN c¢TAR. La NC devrait donc étre capable de déstabiliser cette tige-
boucle et de se fixer efficacement sur celle-ci car son site fort putatif (CCTAG) (Figure 50 A)
est conserve.

La tige-boucle 5>’TARm?2 différe de la tige-boucle 5’TARmI par le remplacement de la paire
G-U par la paire G-C qui augmente Iégerement la stabilité de la structure. En revanche, la tige-
boucle cTARmM2 est significativement différente de la tige-boucle cTARmM1 car le
remplacement de 1’adénine par la guanine a la position 133 permet la formation d’une tige
constituée de treize paires de bases Watson-Crick consécutives. Le site fort putatif de la NC est
modifié au niveau d’une base (CCTGG) et les deux guanines sont appariées et non adjacentes
a une région simple-brin. La NC ne devrait donc pas pouvoir faciliter I’appariement CTARM2-
3’TAR en déstabilisant la tige-boucle ADN.

Dans le 5°’TARm3, trois substitutions permettent de supprimer le bulge en bas de la tige, de
remplacer la paire U-G par la paire U-A et de former une tige inférieure composée de quatorze
paires de bases consécutives dont une paire G-U. La RT ne devrait pas pouvoir copier la tige-
boucle 5’TARm3 si "ouverture de cette dernicre exige I’action de la NC. La structure de la
tige-boucle cTARm3 différe significativement de celle du sauvage car les extrémités 5” et 3’
sont appariées sur une longueur de huit paires de bases consécutives. Le site fort putatif de la
NC est modifi¢ au niveau d’une base (TCTAG) et la guanine est appariée mais adjacente d’une
boucle interne. La NC devrait donc étre capable de déstabiliser la tige-boucle cTARmM3 et de se
fixer efficacement sur celle-ci.

Dans le 5’TARm4 les remplacements de U8 et US0 par C8 et C50 augmentent la stabilité de la
tige-boucle en remplacant respectivement les paires G-U et U-G par les paires G-C et C-G mais

ne changent pas le nombre de paires de bases consécutives par rapport au sauvage.
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En revanche, les remplacements de A133 et A175 par G133 et G175 dans ’ADN cTARm4
modifient significativement la tige-boucle par rapport au sauvage. En effet, la tige inférieure
est allongée de six paires de bases et est donc constituée de onze paires de base Watson-Crick
consécutives. De plus, le site fort putatif de la NC est modifié au niveau d’une base (CCTGG)
et les deux guanines sont appariées et non adjacentes a une région simple-brin. La NC ne devrait
donc pas pouvoir faciliter I’appariement cTARm4-TAR en déstabilisant la tige-boucle ADN.

Dans le 5’TARm6, deux insertions (U et G) suppriment deux bulges et conduisent a la
formation d’une tige constituée de vingt-et-une paires de bases dont deux sont G-U et U-G. La
RT ne devrait pas pouvoir copier la tige-boucle 5’TARm6 si I’ouverture de cette derniére exige
I’action de la NC. La structure de la tige-boucle cTARmG6 differe significativement de celle du
sauvage car les extrémités 5’ et 3” sont appariées et la tige intermédiaire est constituée de onze
paires de bases Watson-Crick consécutives. Le site fort putatif de la NC (CCTAG) est
partiellement appari¢ mais la guanine appariée est adjacente d’une boucle interne. La NC
devrait donc étre capable de se fixer sur la tige-boucle cTARmG6 tout en ne la déstabilisant pas

ou peu a cause des onze paires de bases Watson-Crick consécutives.

4.2 Résultats des transfections par les mutants 5°
Une fois les différents vecteurs pLevD5-m construits, les particules virales ont été obtenues
grace a des transfections des cellules HEK293T comme décrit dans la partie Matériel et
Méthodes. Les virions ont été quantifiés par un test ELISA permettant une quantification de la
p24, protéine constituant la capside. Les résultats des quantifications p24 sont présentés dans

le Tableau 4 et représentent une moyenne d’au moins deux quantifications par type de virus.

WT 5m1l 5m2 5m3 5m4 5m6 5mSi1

2,39 ng/ul 2,17 ng/ul 1,68 ng/ul 2,58 ng/ul 2,20 ng/ul 1,75 ng/ul | 1,62 ng/ul

Tableau 4 : Quantités de p24 mesurées pour les sept productions de particules virales.
Les six productions de particules virales des mutants présentent des valeurs de p24 proches de
celle du WT. En effet, la diminution la plus importante observée avec le SmS1 n’est que de
32% par rapport au sauvage. Ces résultats suggerent que I’expression des virus dans les cellules
HEK293T n’est pas altérée par les mutations que nous avons congues. Les surnageants
contenant les virions ont été traités a la benzonase (DNase) comme mentionné dans la partie
Matériel et Méthodes afin d’éliminer I’ADN plasmidique qui a été utilisé pour produire les
particules virales et qui pourrait étre amplifié lors des quantifications par g°PCR des ADN

viraux.
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4.3 Résultats des transductions par les mutants 5°
Les transductions des cellules MT4 par les virions ont éte réalisées en utilisant la méme quantité
de p24 que le WT, c’est-a-dire 20 ng de p24 pour 500 000 cellules, ce qui correspond a une
multiplicité d’infection (MOI) de 0,2. Les virus réalisent leur unique cycle de réplication en
entrant dans la cellule par endocytose grace a I’enveloppe du VSV-G, entrée qui est suivie
sequentiellement par : 1) la transcription inverse du génome viral ; 2) ’intégration de I’ADN
viral ; 3) la production des différentes protéines virales et de la GFP qui permet de suivre

I’expression du génome viral.

NT

WT

DTG

EFV [

5mS1

5mi

5m2

5m3

5m4

5mé6

FSC 10° 0! 10? w0? 10 0°
Fluorescence GFP (U.A)

Figure 65. Fluorescence des cellules MT4 déterminée par cytométrie en flux deux jours apres les
transductions. Trois niveaux d’intensité de fluorescence sont détectés, un négatif (neg), un de faible
intensité (f F) et un de forte intensité (F F). Le f F correspond aux formes ADN viraux circulaires a 1 et
2-LTR exprimant faiblement la GFP. Le F F correspond a une forte expression de la GFP a partir de
I’ADN proviral (171, 176, 178). FSC : Foward scatter (parametre mesuré permettant de discriminer les
cellules par leur taille). NT, cellules MT4 non transduites ; WT, cellules MT4 transduites par le virus
sauvage ; DTG, cellules MT4 transduites par le virus sauvage en présence de DTG ; EFV, cellules MT4
transduites par le virus sauvage en présence de EFV ; 5m1a 5mé, cellules MT4 transduites par les virus
mutants 5m1 a 5meé.
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Les mesures de la fluorescence de la GFP grace au cytometre en flux ont été effectuées un a
quatre jours apres 'infection. Les expériences ont été réalisées en triplicat biologique. Les
parametres du cytometre ont permis 1’excitation des protéines GFP a 488 nm et une mesure de
son absorbance a 510 nm. Les cellules en doublet, en amas et les débris cellulaires ont été
¢liminés de I’analyse par le logiciel Flowjo. Les analyses ont été réalisées sur une acquisition
de 20 000 cellules. De plus, un pourcentage de cellules vivantes similaire entre les cellules
transduites par le virus sauvage et les cellules transduites par les virus mutants a été mesuré
chaque jour. A titre d’exemple, les résultats d’une expérience obtenus par cytométrie en flux
deux jours apres les transductions sont présentés dans la Figure 65. Comme attendu, les cellules
non transduites (NT) ne sont pas fluorescentes. Comme cela a déja été décrit dans d’autres
études pour les cellules transduites par le virus sauvage (176, 551), on observe deux types de
fluorescence, une fluorescence faible (f F) et une fluorescence forte (F F) que 1’on sépare par
les deux traits verticaux en pointillé.

Un contr6le négatif correspondant a la transduction des cellules MT4 par le virus sauvage en
présence de dolutégravir (DTG) a été effectue (Figure 65). On observe peu de cellules
présentant une forte fluorescence car le DTG inhibe I’intégrase et ne permet donc pas la
formation de I’ ADN proviral qui est nécessaire a une expression importante du gene de la GFP.
On observe cependant beaucoup de cellules présentant une faible fluorescence en présence de
DTG. Cette fluorescence correspond a la détection de la GFP faiblement exprimée par les
formes circulaires a 1 et 2-LTR (voir Introduction partie 2.3.3). Les histogrammes de la Figure
66 permettent de visualiser dans la fluorescence totale les proportions de cellules présentant
une faible (f F) et une forte (F F) fluorescence un a quatre jours apres la transduction. En
présence de DTG, le pourcentage de cellules a forte fluorescence a fortement diminué tandis
que celui des cellules présentant une faible fluorescence n’a pas diminué (Figure 66). Le méme
effet du DTG a été observé dans une étude publiée (551). Le contr6le DTG permet de confirmer
que la forte fluorescence résulte de I’expression de la GFP a partir de I’ADN viral intégré et
que la faible fluorescence résulte de 1’expression de la GFP a partir des formes circulaires a 1
et 2-LTR de ’ADN viral non intégré. Pour les cellules transduites avec les virus mutés, on
observe aussi que le pourcentage de cellules présentant une forte fluorescence est fortement
diminué en présence de DTG (Figure 66). Ces résultats suggeérent que le processus d’intégration
de I’ADN viral dans le génome de la cellule hote n’est pas affecté par les mutations (Figure

66).
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Figure 66. Pourcentages de cellules fluorescentes un a quatre jours apres les transductions par le
virus sauvage (WT) et les mutants 5° sans (A) ou avec DTG (B). Les pourcentages de cellules
fluorescentes et les proportions des faibles (en bleu) et fortes (en orange) fluorescences ont été
déterminés par cytométrie en flux a I’aide du logiciel FlowJo.

Un autre contréle négatif correspondant a la transduction des cellules MT4 par le virus sauvage
en présence d’éfavirenz (EFV) a été réalisé. Tres peu de fluorescence est détectée en présence
d’EFV (Figure 65) qui est un inhibiteur de la RT. Comme le montre la Figure 67, qui présente
les résultats de trois expériences indépendantes, le pourcentage de cellules fluorescentes en
présence d’EFV est proche de zéro (Figure 67). Ce controle négatif permet de vérifier que
presque toutes les cellules transduites ne peuvent exprimer la GFP lorsque la transcription

inverse du génome viral est inhibée. En effet, la synthése d’ADN viral intégré et non intégré
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est quasiment nulle lorsque la transcription inverse est inhibée par ’EFV. Il y avait également
comme attendu treés peu de cellules fluorescentes transduites par les virus mutants en présence
d’EFV (résultats non montrés).

Comme attendu, la transduction des cellules MT4 par le virus mutant 5mS1, qui nous sert de
contrdle négatif pour le premier transfert de brin, produit tres peu de cellules fluorescentes
(Figures 65-67). A J2, le pourcentage de cellules fluorescentes transduites par le 5mS1 (0,28%)
est 74 fois plus petit que celui observé avec les cellules fluorescentes transduites par le virus
sauvage (Figure 67A). L’expression de la GFP est donc trés fortement réduite avec le 5mS1 car
il ne peut réaliser efficacement la transcription inverse et par conséquent produire de I’ADN
viral intégré et non intégré. Il est intéressant de noter que I’infectivité de ce mutant était réduite
d’un facteur 100 par rapport au sauvage dans une étude antérieure (561). Les résultats obtenus
avec ce mutant confirment la validité du systeme expérimental que nous utilisons pour étudier
la réplication virale.

Nous n’observons pas une différence significative entre le pourcentage des cellules transduites
par le virus sauvage exprimant la GFP et celui des cellules transduites par le mutant 5m1 ou
5m2 (Figure 67). Ces résultats montrent que les mutations 1 et 2 dans la séquence 5’TAR n’ont
pas un effet notable sur I’expression de la GFP a partir de I’ADN viral intégré et non intégré et
par conséquent sur la transcription inverse. La tige-boucle 5’TAR des deux mutants posséde
une tige intermédiaire constituée de seize paires de bases consécutives (Figure 64). De plus,
celle du mutant 5m2 contient treize paires de bases Watson-Crick consécutives et une seule
paire U-G. Cette longue tige est cependant copiée par la RT pendant la synthése de I’ADNSss.
Il est intéressant de noter que parmi les quatre paires C-G/G-C déstabilisées in vitro par la NC
(Figure 50), trois ne sont pas adjacentes a un bulge ou a une paire G-U chez le mutant 5m2. Les
résultats suggérent que la NC n’est pas requise €X Vivo pour permettre la déstabilisation de la
tige-boucle 5’TAR qui se produit lorsque celle-ci est copiée par la RT. Au niveau de I’ ADNss,
la mutation m1 n’est pas sensée empécher le premier transfert de brin car la tige-boucle
CTARmML1 est constituée de dix paires de bases consécutives et le site fort putatif (CCTAG) de
la NC est conservé (Figure 64). Comme mentionné dans la partie 4.1, la NC ne devrait pas
pouvoir faciliter I’appariement cTARmM2-3’TAR car elle ne devrait pas pouvoir déstabiliser la
tige-boucle ADN cTARmM2. Puisque le mutant Sm2 n’est pas significativement affecté pour la
transcription inverse, la NC n’est probablement pas requise pour I’appariement cTARmM2-

3’TAR.
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Figure 67. Pourcentages des cellules fluorescentes un a quatre jours aprés les transductions. Les
transductions des cellules MT4 par les virus sauvage et mutants ont été effectuées trois fois. Les
pourcentages de cellules fluorescentes ont été déterminés par cytométrie en flux. (A) Pourcentages de
cellules fluorescentes (f F + F F). (B) Pourcentages de cellules a forte fluorescence (F F). Le WT EFV
correspond a une transduction avec le virus sauvage en présence de 1 uM EFV. Le WT DTG correspond
a une transduction avec le virus sauvage en présence de 1 uM DTG. Les étoiles représentent le p du test
student obtenu lors de la comparaison des moyennes du sauvage avec celles des mutants, * : p<0,05 ;
**: p<0,01 ; *** : p<0,005 ; **** : p<0,001 ; NS : différence non significative.

Par rapport aux cellules transduites par le virus sauvage, les cellules transduites par les mutants
5m3, 5m4 et 5m6 présentent une diminution significative des pourcentages de fluorescence
totale (f F + F F) (Figure 67 A). Cette diminution a J2 est 3,6 fois moins pour le 5m3, 12,8 fois

moins pour le 5m4 et 10,2 fois moins pour 5m6. Si nous comparons les pourcentages de cellules
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présentant une forte fluorescence (Figure 67 B), ¢’est-a-dire I’expression de la GFP par I’ADN
proviral, nous obtenons a J2, 4,5 fois moins pour le 5m3, 19,3 fois moins pour le 5m4 et 24,2
fois moins pour le 5m6. Ces résultats sont compatibles avec une diminution importante de la
transcription inverse chez ces mutants. On remarque que le pourcentage de fluorescence totale
(f F + F F) ou de forte fluorescence (F F) atteint un maximum deux jours apres la transduction
des cellules par le virus sauvage et diminue progressivement de J3 a J4 (Figure 67). 1l est a
noter que les cellules transduites meurent plus rapidement que les cellules non transduites. Le
pourcentage de fluorescence totale (f F + F F) atteint un maximum trois jours aprés la
transduction des cellules par les mutants 5m3, 5m4 et 5m6 (Figure 67 A). Le retard de
I’expression de la GFP peut s’expliquer par un retard de la transcription inverse qui serait
affectée par les mutations présentes dans 1’¢lément 5S’TAR. Comme mentionné dans la partie
4.1, les mutations dans les mutants 5m3, 5m4 et 5m6 devraient empécher ou diminuer
significativement la transcription inverse si la NC jour un role essentiel ou important dans la
syntheése de I’ADNSss ou le premier transfert de brin. La quantification par qPCR des ADN
viraux, qui sont présents dans les cellules transduites, est nécessaire pour déterminer si la
synthése de I’ADNSss et/ou le premier transfert de brin sont affectés par les mutations Sm3, Sm4

et 5m6.

Finalement, nous observons chez trois mutants, parmi les cing que nous avons congus, une
diminution de I’expression de la GFP qui traduit probablement une diminution de la
transcription inverse. Plusieurs hypotheses peuvent expliquer cette diminution :

- Lapremiére, il existe un mésappariement entre I’ADNss muté synthétisé et la région
3’TAR ARN lors du premier transfert de brin. La mutation n’aurait pas d’effet sur la
région 5’TAR ARN, ’ADNSss pourrait étre synthétisé et les structures secondaires
déstabilisées par la NC, si celle-ci agit. Mais les mésappariements interrompent la
transcription inverse. Ce scénario est identique a celui décrit par Ohi et Clever et serait
vraisemblable dans le cas du mutant 5m4 (554).

- La seconde hypothese est que la tige-boucle 5>’TAR ARN est stabilisée et empéche la
synthése de I’ADNss. Cette hypothése est vraisemblable pour le mutant 5m6 dont la tige-
boucle 5’TAR est la plus stable (Figure 64). En revanche, la stabilité de la tige-boucle
5’TAR n’affecte pas la transcription inverse des mutants Sm1l et Sm2 et probablement pas

celle du mutant 5m3 dont la stabilité est inférieure a celle du 5m2.
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- La troisiéme hypothése est que la tige-boucle 5>’TAR ARN stabilisée est cependant
copiée par la RT et ’ADNSss peut donc étre synthétisé mais n’est pas déstabilisé par
la NC. Cette hypothése peut expliquer les résultats obtenus pour les mutants 4 et 6 ou les
mutations dans I’ADNss peuvent impacter la fixation de la NC et la déstabilisation des
structures secondaires par celle-ci.

- La derniére hypothese est un effet des mutations sur le processus d’encapsidation de
I’ARNg réduisant le nombre de particules virales infectieuses. Néanmoins, les mutants
ont été congus pour ne pas altérer le processus d’encapsidation de I’ARNg dans la particule
virale. Pour exclure totalement I’hypothése que la réplication réduite des mutants soit due
a une diminution d’encapsidation, la quantification de I’encapsidation de I’ARNg chez les

différents mutants a été déterminée.

4.4 Résultats de I’analyse de I’encapsidation de ’ARNg des mutants 5'

ARNg gag pol env
R U5 L Us R

Figure 68. Amorces et sonde utilisées pour quantifier par RT-gPCR I’ARNg encapsidé dans les
particules virales. L’ ARNg viral qui est non épissé est quantifié grace a I’amorces La9 s’hybridant a la
séquence du gene gag qu’il contient mais qui est absente dans les ARN viraux €pissés

Une quantification par RT-qPCR de I’ARNg présent dans les virions, qui ont servi aux
transductions, a €té réalisée afin de s’assurer que la méme quantité d’ARNg est encapsidée dans
les particules virales sauvages et mutantes. Les amorces utilisées permettent de ne quantifier
que I’ARN non épissé (Figure 68). Les résultats de la quantification par RT-qPCR de I’ARNg
par volume sont présentés en fonction du ratio ARNg/p24 normalisé par rapport au ratio
ARNg/p24 du sauvage (Figure 69). La quantification a été réalisée au moins deux fois pour
chaque type de virus. Les ratios ARN/p24 traduisent la quantité d’ARNg par rapport a la
quantité de p24 mesurée en test ELISA qui refléte le nombre de particules virales utilisées. En
accord avec ce qui avait été montré dans une étude antérieure (561), nous observons que
I’encapsidation de ’ARNg du mutant 5SmS1 est équivalente a celle du virus sauvage.
L’encapsidation de I’ARNg chez les mutants 5m4 et Sm6 est équivalente ou légérement
supérieure a celle du virus sauvage. La diminution de I’expression de la GFP chez ces deux

mutants n’est donc pas due a une réduction de 1’encapsidation.
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Figure 69. Histogrammes representant les ratios ARNg/p24 des mutants 5°. Les ratios sont issus
d’au moins deux quantifications d’ARNg et deux quantifications p24. Les quantités d’ARNg sont
cohérentes avec les quantités de p24 mesurées pour les virus mutants par rapport au virus sauvage.

L’encapsidation de I’ARNg chez les mutants 5Sm1, Sm2 et Sm3 est diminuée respectivement de
19%, 43% et 32% par rapport a celle du sauvage. Ces diminutions d’encapsidation sont faibles
et ne peuvent pas avoir un effet significatif sur la réplication de ces trois mutants. Cette assertion
est étayée par 1’observation que le mutant Sm2 n’est pas altéré dans I’expression de la GFP bien
que I’encapsidation soit diminuée de 43% par rapport a celle du sauvage. Par conséquent et
comme attendu, nos mutations dans I’élément 5’TAR n’ont pas un effet important sur

I’encapsidation de I’ARNg dans la particule virale.

4.50PCR de PADN viral
Afin de determiner si la diminution de la transcription inverse est due a un effet des mutations
sur la synthése de I’ADNSss et/ou sur I’hybridation cTAR-3’TAR, une quantification des ADN
viraux a été réalisée pour certains mutants. Les ADN ont été extraits comme décrit dans la partie
Matériel et Méthodes a différents temps aprés la transduction. Le couple d’amorce
MH531/MH532 permet de quantifier I’ADN tardif (ADNt) viral obtenu aprés le second
transfert de brin (562, 563). Le couple d’amorce FwSS/AAS55 a été congu pour quantifier
I’ADNSss avant le premier transfert de brin (554, 564). Le dernier couple U3SNL9496/AA55 a
été congu (564) pour mesurer la quantité d’ADNss allongé aprées le premier transfert de brin
(Figure 70). Une quantification de I’ADNt viral a partir des cellules transduites par les
particules virales sauvages traitées a la benzonase et mises en présence d’EFV, inhibiteur de
transcriptase inverse, a été réalisée afin de vérifier qu’il ne reste pas d’ADN plasmidique non
digéré qui serait amplifié. Aucune amplification par gPCR d’ADNt n’a été observée aux temps

4 h et 24 h post-transduction (résultats non présentes).
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Les courbes d’étalonnage utilisées pour la quantification des ADN viraux sont présentées dans
la Figure 71. Elles montrent que nous avons défini les conditions optimales pour quantifier de
faibles quantités d’ADN viraux. Les mutants 5m1l et 5m2 présentent des pourcentages de
cellules fluorescentes similaires au virus sauvage. C’est pourquoi nous avons réalisé
uniquement une quantification de I’ADNt chez les cellules transduites par le 5m2 afin de

confirmer nos observations précédentes.

ARNg (+) R Us__PBS U3 R
ARNi
Synthése de ’'ADNss
ARNg (+) R__. . US PBS us R
) ICF ARNt Premier transfert de brin
ADNss (-) | Synthése du brin (-) d’ADN
ARNg (+) PBS us R
€ —-—- - €
TeFL ARNt
Suite de la transcription inverse ADNSss (-)
LC FL
ADNv gag pol env
U3 R U5 UK] R U5
5 LTR 3'LTR

Figure 70. Schéma simplifié de la transcription inverse avec les amorces et sondes utilisées en
gPCR. En gris ’ARNg et ’ARNt. En violet, ’ADN viral. En orange, les amorces utilisées en qPCR
pour quantifier soit I’ADNSss, soit le brin (-) d’ADN en cours de synthése aprés le premier transfert de
brin, soit I’ADN viral tardif aprés le second transfert de brin. En rouge et vert, les sondes. Ce sont les
mémes pour les couples d’amorces FwSS(-)/AA5L5 et USNL9496/AA55.

Le nombre de copies d’ADNt a 8 h et 24 h post-transduction dans les cellules transduites par le
5m2 est similaire a celui obtenu avec le sauvage (Figure 72 A). Ces résultats sont coherents
avec ceux de I’expression de la GFP et confirment que le mutant 5Sm2 ne présente pas une
transcription inverse altérée. Les cellules transduites par les mutants 5m3 et 5mS1 contiennent
trés peu d’ADNt a 8 h et 24 h post-transduction (Figure 72 B). Ces résultats sont cohérents avec
la faible expression de la GFP chez ces mutants. Pour le mutant 5mS1, cette observation est en

cohérence avec les résultats de Ohi et Clever (554).
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Figure 71. Courbes d’étalonnage de I’amplification par qPCR de ’ADNt (A) et ’ADNSss (B). La
gamme de la quantification de I’ADNt correspond a une dilution de 107 copies a 10° copies de pLevy.
La gamme de la quantification de I’ADNSss correspond a une dilution de 108 copies a 10° copies de
pLevy.
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Figure 72. Expériences représentatives de la quantification par gPCR de IPADNt. (A)
Quantification de I’ADNt des cellules transduites par le virus sauvage et le mutant 5m2. (B)
Quantification de I’ADNt des cellules transduites par le virus sauvage et les mutants 5m3 et 5mSl1.
L’ADNt a été quantifi¢ a 0, 8 h et 24 h post-transduction. Le nombre de copies d’ ADNt est déterminé
en fonction de la quantité en pg d’ADN total (ADN viral plus ADN cellulaire).

Les résultats de plusieurs quantifications de I’ADNt et de I’ ADNss sont présentés dans la Figure
73. La quantification de I’ADNSss dans les cellules transduites par le mutant SmS1 confirme les
résultats de Ohi et Clever (554) qui avaient montré une tres forte réduction de la quantité
d’ADNss dans les cellules infectées par ce mutant. L hypothése la plus vraisemblable qui avait
été proposée est que le mésappariement de I’extrémité 3’ de la séquence cTARmS1 avec
I’extrémité 5° de la séquence 3’TAR sauvage conduit a une dégradation rapide de I’ADNSss.
Pour le mutant 5m3, nous observons respectivement aux temps 8 h et 24 h post-transduction
une diminution de 8 fois et 6 fois de la quantité d’ADNt par rapport au sauvage. La
quantification de I’ADNss pour ce mutant montre une diminution de 3,6 fois du nombre de
copies par rapport a celui du sauvage a 2 h et jusqu’a 150 fois 4 h apres la transduction (Figure
73 B). La synthése de I’ADNss pourrait étre affectée pour le mutant 5m3 dés le début de la
transcription inverse. La partie inférieure de la tige-boucle 5’TARm3 qui est constituée de

quatorze paires de bases consécutives serait trop stable pour pouvoir étre déstabilisée par la NC
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et donc étre copiée par la RT. L’hypothése d’une dégradation rapide de I’ADNSss a cause de
mésappariements entre I’extrémité 5’ de ’ADN ¢cTARm3 et 'extrémité 3’ de ’ARN 3’TAR
sauvage est défavorisée car il avait ét¢ montré que des mésappariements a I’extérieur de la
région 1-10 de la séquence TAR n’ont pas d’effet sur la transcription inverse (554). Nous ne
pouvons cependant pas totalement exclure 1’hypothése que la structure de la tige-boucle

cTARm3 déclenche la dégradation de I’ADNSss.
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Figure 73. Copies d’ADNt et ADNss normalisées par rapport au WT. (A) Copies d’ADNt
normalisées par rapport au : WT (bleu), 5m3 (orange), 5m6 (jaune) et 5mS1 (gris) aux temps 8 h et 24
h post-transduction. (B) Copies d’ADNss normalisées par rapport au : WT (bleu), 5m3 (orange), 5m6
(jaune) et 5mS1 (gris) aux temps 2 h, 4 h et 8 h post-transduction.

Pour le mutant 5m6, nous observons respectivement aux temps 8 h et 24 h post-transduction
une diminution de 24 fois et 39 fois de la quantité d’ADNt par rapport au sauvage (Figure 73
A). La quantification de I’ADNss pour ce mutant montre un nombre de copies similaire a celui
du sauvage 2 h apreés la transduction (Figure 73 B). La RT serait donc capable de copier la tige-
boucle 5’TARm6 possédant vingt-et-une paires de bases consecutives dont deux sont des U-
G/G-U. En revanche, quasiment aucune copie n’est détectée a 4 h et 8 h. Ces résultats suggerent
que la structure de la tige-boucle cTARmMG6 déclencherait la dégradation de I’ADNSss. Ceci
pourrait étre di a ce que la NC soit peu efficace pour déstabiliser cette tige-boucle (voir partie
4.1) et donc permettre le premier transfert de brin. Toutefois, quelques molécules d’ADNss
produites a 2 h pourrait étre déstabilisées, donc servir au premier transfert de brin et ainsi
conduire a la syntheése de quelques molécules d’ADNt (Figure 73 A). Une autre hypothése pour
expliquer la présence d’ADNt bien que I’on ne détecte quasiment pas d’ADNss a 4 h et 8 h
résulte des observations ci-aprés. Dans la majorité des cas, le premier transfert de brin chez le
VIH-1 se produit ex vivo apres la copie compléte de la séquence R située en 5’ (554). La
réplication du VIH-1 est cependant possible avec des séquences R tronquées (502). Plus

précisément, un ADNSss tronqué dont la séquence cpoly(A) constitue son extrémité 3’ peut
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s’apparier avec la séquence poly(A) située a I’extrémité 3’ de I’ARNg et donc réaliser le
premier transfert de brin (Figure 74).

Les résultats des quantifications de I’ADNt et de I’ADNss confirment que la faible expression
de la GFP chez les cellules transduites par les mutants 5m3 et 5m6 est due a une altération de
la transcription inverse. La dégradation de I’ ADNSss chez le mutant Smo6 est fortement suggérée
par nos résultats tandis que cette hypothese semble moins probable pour le mutant 5m3. En
effet, il est difficile d’expliquer que la RT ne pourrait pas copier la tige-boucle 5°TARm3 tandis
qu’elle en serait capable pour la tige-boucle 5’TARm6 qui contient plus de paires de bases

consécutives et est plus stable (Figure 64).

5'UTR 3UTR

. TAR poly(A) U5 PBS cPPT PPT U3 TAR poly(A)
ARN V|ra| (+) 5 ___D_O!(_)__ p— AAAAAAA 3’

PBS
tRNA
5'UTR 3UTR
. TAR poly(A) U5 PBS cPPT PPT U3 TAR poly(A) ,
ARN viral (55 J2P2YE)E — T AAMAAAA 3
PBS

tRNA

Figure 74. Premier transfert de brin avec un ADNss tronqué.
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5. Analyse des effets produits par les mutations dans la séquence 3’ TAR
5.1 Structures secondaires des mutants 3’ TAR
Chez le virus sauvage, la tige boucle 3’TAR (Figure 75) différe légérement de la tige-boucle
5’TAR (Figure 64 A) car la tige inférieure est allongée de deux paires de bases (550). Toutefois,

la tige intermédiaire est de méme longueur (onze paires de bases consécutives) chez les tiges-
boucles 5’TAR et 3’TAR.
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Figure 75. Structures secondaires prédites pour les 3’TAR mutés (A) et schéma des modifications
du mutant 3’AR. Le mod¢le de base est ’élément 3°’TAR dans la structure secondaire du génome du
VIH-1 (550). Les mutations sont en rouge. Les triangles correspondent a des délétions. Les repliements
prédictifs ont été réalisés a I’aide du logiciel mfold (558). (B) Blast d’une partie de la région 3’UTR du
mutant 3’DR et le sauvage. 60 nucléotides du R ont été¢ supprimés, le signal de polyadénylation a été
conservé, et des mutations dans région R ont été ajoutées afin de garder dans I’ARN pré-messager la
méme distance entre le signal de polyadénylation et le site de clivage.

Trois mutants supplémentaires (m7, m3G et m4G) ont été congus. Le mutant m7 a été construit
uniquement pour le 3’TAR car la suppression du bulge a trois nucléotides en amont de la tige
apicale du 5’TAR abolirait I’activation par Tat de la transcription de I’ADN proviral. La partie
supérieure de la tige-boucle est composée de douze paires de bases Watson-Crick consécutives
et la paire G26-C39 n’est plus adjacente a une région simple-brin mais est complétement

intégrée dans une tige. De plus, le AG calculé par mfold de la tige-boucle 3’TAR est fortement
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augmenté par rapport a celui du sauvage. Par conséquent, la déstabilisation de la tige-boucle
3’TARm?7 par la NC ne devrait pas étre possible ou fortement réduite. Comme le montre les
AG calculés par mfold, les mutants m3G et m4G sont prédits posséder une tige-boucle moins
stable que celle du sauvage. Chez ces deux mutants, les mutations ne sont pas congues pour
augmenter la stabilité de la tige-boucle 3’ TAR, elles ont pour objectif de diminuer I’interaction
NC-TAR dépendant de guanines (303, 304). Plus précisément, dans le mutant 3’TARm3G, les
trois paires C-G/G-C qui sont déstabilisées par la NC ont été remplacées par les paires U-A/A-
U. Le mutant 3’ TARm4G possede une substitution supplémentaire par rapport au 3’TARm3G
qui supprime une paire G-C de la tige apicale. La suppression des sites préférentiellement
déstabilisés par la NC devrait empécher ou fortement diminuer la déstabilisation des tiges-
boucles 3’TARmM3G et 3’ TARmM4G.

Un autre contrdle négatif, le mutant 3’ TAR-AR ne possédant pas de structure 3’ TAR, a été
congu. Dans ce mutant, la séquence R est presque completement délétée, il ne subsiste que le
signal de polyadénylation. Le premier transfert de brin ne devrait donc pas se produire et la

transcription inverse devrait étre stoppée a cette étape.

5.2 Reésultats des transfections par les mutants 3"
Une fois les différents vecteurs pLevD3-m construits, les particules virales ont été obtenues
grace a des transfections des cellules HEK293T comme décrit dans la partie Matériel et
Méthodes. Les virions ont été quantifiés par un test ELISA permettant une quantification de la
p24, protéine constituant la capside. Les résultats des quantifications p24 sont présentés dans
le Tableau 5 et représentent une moyenne d’au moins deux quantifications par type de virus.
Neuf des dix productions de particules virales des mutants présentent des valeurs de p24
inférieures a celle du WT, excepté le 3m7. Cette diminution de p24 par rapport au sauvage peut
étre 1égére (inférieure ou égale a 30% pour les mutants 3m1, 3m2 et 3m6), moderée (de 40% a
60% pour les mutants 3m3, 3m4 et 3mS1) ou assez elevée (de 69% a 76% pour les mutants
3m3G, 3m4G et 3AR). Ces résultats suggerent que 1’expression des virus 3ml, 3m2 et 3m6
dans les cellules HEK293T n’est pas significativement altérée. En revanche, la production de
particules virales par les cellules HEK293T transfectées par les mutants 3m3, 3m4, 3mSl1,
3m3G, 3m4G et 3AR est réduite par rapport au sauvage d’un facteur d’environ 1,7 a 4. La
traduction pourrait étre diminuée dans ces six mutants a cause des mutations présentes dans
I’extrémité 3° de I’ARNg. Ces mutations pourraient provoquer une dégradation plus rapide des
ARNmM viraux et donc diminuer leur traduction. En revanche, les particules virales produites

devraient contenir de I’ARNg car les mutations ne devraient pas avoir un effet sur
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I’encapsidation. Les surnageants contenant les virions ont été traités a la benzonase (DNase)
comme mentionné dans la partie Matériel et Méthodes afin d’éliminer I’ADN plasmidique qui
a été utilisé pour produire les particules virales et qui pourrait étre amplifié lors des

quantifications par g°PCR des ADN viraux.

WT 3m1l 3m2 3m3 3m4 3m6 | 3m7 | 3mS1 | 3m3G | 3m4G | 3AR

2,39 19 1,67 1,43 1,27 1,76 | 2,59 | 0,96 0,64 0,57 | 0,75
ng/ul ng/ul ng/ul ng/ul ng/ul ng/ul | ng/ul | ng/ul ng/ul ng/ul | ng/ul

Tableau 5 : Quantités de p24 mesurées pour les onze productions de particules virales.

5.3 Résultats des transductions par les mutants 3'
Les transductions des cellules MT4 par les mutants 3’ ont été réalisées dans les mémes
conditions que pour les mutants 5°, ¢’est-a-dire en triplicat biologique et avec la méme quantité
de p24 correspondant & priori a la méme quantité de particules virales. A titre d’exemple, les
résultats d’une expérience obtenus par cytométrie en flux deux jours apres les transductions
sont présentés dans la Figure 76. On observe que par rapport aux cellules transduites par le
virus sauvage, le nombre de cellules fluorescentes diminue fortement lorsque les cellules sont
transduites par les mutants 3’. Pour les cellules transduites par les mutants 3m1 a 3m6 en
présence de DTG, on observe comme pour le virus sauvage que le pourcentage de cellules
présentant une forte fluorescence est fortement diminué par rapport a celui des cellules
présentant une faible fluorescence (Figure 77). Ces résultats suggérent que le processus
d’intégration de ’ADN viral dans le génome de la cellule hote n’est pas affecté par les

mutations en 3’.
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Figure 76. Fluorescence des cellules MT4 déterminée par cytométrie en flux deux jours apres les
transductions. Trois niveaux d’intensité de fluorescence sont détectés, un négatif (neg), un de faible
intensité (f F) et un de forte intensité (F F). Le f F correspond aux formes ADN viraux circulaires a 1 et
2-LTR exprimant faiblement la GFP. Le F F correspond a une forte expression de la GFP a partir de
I’ ADN proviral (171, 176, 178). FSC : Foward scatter (paramétre mesuré permettant de discriminer les
cellules par leur taille). NT, cellules MT4 non transduites ; WT, cellules MT4 transduites par le virus
sauvage. 3m1a 3mAR, cellules MT4 transduites par les virus mutants 3m1 a 3mAR.
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Figure 77. Pourcentages de cellules fluorescentes un a trois jours apreés les transductions par le
virus sauvage (WT) et les mutants 3’ sans (A) ou avec DTG (B). Les pourcentages de cellules
fluorescentes et les proportions des faibles (en bleu) et fortes (en orange) fluorescences ont été
déterminés par cytométrie en flux a ’aide du logiciel FlowJo.
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Comme attendu, avec le mutant 3mS1 de Ohi et Cleaver (554) qui nous sert de contrdle négatif,
nous n’observons quasiment pas de cellules fluorescentes (0,18% en moyenne de cellules
exprimant la GFP a J2) (Figure 78 A) ; le pourcentage de cellules fluorescentes transduites par
le 3mS1 est 115 fois plus petit que celui observé avec les cellules fluorescentes transduites par
le virus sauvage. Il est intéressant de noter que I’infectivité de ce mutant était réduite d’un
facteur 100 par rapport au sauvage dans une étude antérieure (554). Le premier transfert de brin
est prédit ne pas se produire chez ce mutant a cause du mésappariement entre 1’extrémité 3’ de
la tige-boucle sauvage cTAR et I'extrémité 5’ de la tige-boucle 3’TARmS1. Pour I’autre
contrdle négatif, le mutant 3AR dont une grande partie du R est délété, nous observons une
quasi-absence de cellules fluorescences. En effet, a J2 le pourcentage de cellules fluorescentes
transduites par le 3AR est 148 fois plus petit que celui observé avec les cellules fluorescentes
transduites par le virus sauvage. Cela confirme que la séquence R en 3’ est indispensable au
premier transfert de brin en s’appariant avec la séquence r de I’ADNSss. Autrement dit, si les
tiges-boucles 3’TAR mutées sont trop stables pour étre ouvertes et ne peuvent donc s’apparier
avec la tige-boucle cTAR de I’ADNsss, le premier transfert de brin ne devrait pas avoir lieu ou
étre moins efficace et par conséquent I’expression de la GFP a partir de I’ADN proviral ne
devrait pas se produire ou étre fortement réduite. A J2 et par rapport aux cellules transduites
par le virus sauvage, nous observons une diminution importante et significative du pourcentage
de cellules fluorescentes lorsqu’elles ont été transduites par les mutants 3” (Figure 78 A) : 3m1l
(4,4 fois moins), 3m2 (4,8 fois moins), 3m3 (6,4 fois moins), 3m4 (5,6 fois moins), 3m6 (7,4
fois moins), 3m7 (6 fois moins), 3m3G (10,2 fois moins) et 3m4G (8,8 fois moins). Finalement,
nous observons chez les huit mutants 3°, qui ont été congus pour ne pas permettre a la NC
d’apparier les tiges-boucles TAR et cTAR, une diminution significative de 1’expression de la
GFP. Cette diminution est compatible avec une diminution de la transcription inverse qui serait
causée par la perte d’efficacité du premier transfert de brin. La quantification par gPCR des
ADN viraux, qui sont présents dans les cellules transduites, est nécessaire pour confirmer que
le premier transfert de brin et la transcription inverse sont affectés par les mutations. Les
mutants ont été congus pour ne pas altérer le processus d’encapsidation de I’ARNg dans la
particule virale. Pour exclure totalement I’hypothése que la réplication réduite des mutants soit
due a une diminution d’encapsidation, la quantification de I’encapsidation de I’ARNg chez les

différents mutants 3’ a été déterminée.
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Figure 78. Pourcentages des cellules fluorescentes un a trois jours apres les transductions. Les
transductions des cellules MT4 par les virus sauvage et mutants ont été effectuées trois fois. Les
pourcentages de cellules fluorescentes ont été déterminés par cytométrie en flux. (A) Pourcentages de
cellules fluorescentes (f F + F F). (B) Pourcentages de cellules a forte fluorescence (F F). Les étoiles
représentent le p du test student obtenu lors de la comparaison des moyennes du sauvage avec celles des
mutants, * : p<0,05 ; ** : p<0,01 ; *** : p<0,005 ; **** : p<0,001 ; NS : différence non significative.

5.4 Résultats de ’analyse de ’encapsidation de I’ARNg des mutants 3'
La quantification a été réalisée au moins deux fois pour chaque type de mutant 3°. Les ratios
ARNg/p24 traduisent la quantité d’ARNg par rapport a la quantité de p24 mesurée en test
ELISA qui reflete le nombre de particules virales utilisées. Les résultats ont été normalisés par
rapport au sauvage (Figure 79). L’encapsidation de I’ARNg chez les mutants 3m3G, 3m4G et

3AR est équivalente ou légérement supérieure a celle du virus sauvage. La forte diminution de
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I’expression de la GFP chez ces trois mutants n’est donc pas due a une réduction de
I’encapsidation. L’encapsidation de I’ARNg chez les mutants 3m1, 3m2 et 3m7 est diminuée
respectivement de 11%, 25% et 17% par rapport a celle du sauvage. Ces diminutions
d’encapsidation sont faibles et ne peuvent pas rendre compte de la forte diminution de
I’expression de la GFP observée avec ces trois mutants. L encapsidation de I’ARNg chez les
mutants 3mS1, 3m3 et 3m4 est diminuée respectivement de 41%, 45% et 41% par rapport a
celle du sauvage. Ces diminutions d’encapsidation sont modérées et ne pourraient rendre
compte que partiellement de la forte diminution de 1’expression de la GFP observée avec ces
trois mutants. En revanche, I’encapsidation de I’ARNg chez le 3m6 est réduite de 72%, c’est-
a-dire d’un facteur 3,6 qui explique en partie la diminution d’environ un facteur 7,4 de

I’expression de la GFP.
1,5

0,5

Ratio ARNg/p24 normalisé

WT 3ml 3m2 3m3 3m4 3m6 3m7 3m3G 3m4G 3mS1 3AR

Figure 79. Histogrammes représentant les ratios ARNg/p24 des mutants 3°. Les ratios sont issus
d’au moins deux quantifications d’ARNg et deux quantifications p24. Les quantités d’ARNg sont
cohérentes avec les quantités de p24 mesurées pour les virus mutants par rapport au virus sauvage.

5.5 gPCR ADN viral
Comme pour les mutants 5°, une quantification des ADN viraux est réalisée a différents temps
apres transduction avec les mémes conditions de transductions que pour les résultats de
fluorescence. Les quantifications ont été réalisées avec les mutants 3m2, 3m3, 3m7, 3m3G et
3m4G qui nous semblent les plus intéressants d’apres les résultats décrits précédemment. Les
quantifications avec les mutants 3m3G et 3m4G ont été effectuées plusieurs fois mais les
résultats obtenus étaient non reproductibles et sont pour cette raison non présentés. Le mutant
3m2 présente des niveaux faiblement diminués d’ADNt a 8 h et 24 h de 1,3 et 1,7 fois par
rapport au sauvage (Figures 80 A et 81 A). Les résultats d’ADNt ne semblent expliquer qu’en
partie la diminution de 4,8 fois de ’expression de la GFP a J2 (Figure 78). En ce qui concerne
1I’ADNSss, nous observons des diminutions de 2,5 a 3 fois entre le 3m2 et le sauvage a 2 h et 4

h (Figures 80 B et 81 B). Les résultats d’ADNss pour le 3m2 montrent que celui-Ci est bien
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synthétisé, comme c’est attendu, mais a un niveau significativement diminué par rapport
au sauvage. Ce résultat peut s’interpréter comme une synthese diminuée de I’ADNSS ou
une dégradation de ce dernier résultant de son incapacité a s’apparier via la tige-boucle
CTAR sauvage avec la tige-boucle 3’TARm2, cette derniére étant trop stable pour étre
ouverte par la NC. Il est intéressant de souligner que trois des quatre guanines reconnues
par la NC ne sont plus a proximité d’un bulge ou d’une paire U-G dans la tige-boucle
3’TARm?2 (Figures 50 et 75). Nous favorisons I’hypothése de la synthése diminuée par
rapport a ’hypothese de la dégradation car on observe une augmentation de I’ADNss

au cours du temps (Figure 80 B).
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Figure 80. Expériences représentatives de la quantification par q°PCR des ADNt et ADNss. (A)
Quantification de I’ADNt des cellules transduites par le virus sauvage et les mutants 3m2 et 3 m7.
L’ADNt a été quantifié a 0, 8 h et 24 h post-transduction. (B) Quantification de 1’ADNSss des cellules
transduites par le virus sauvage et les mutants 3m3 et 3m7. L’ ADNss a été quantifié 8 0,2 h,4het8 h
post-transduction. Le nombre de copies d’ADNt et ADNss est déterminé en fonction de la quantité en
ug d’ADN total (ADN viral plus ADN cellulaire).

Pour le mutant 3m3, nous ne détectons pas d’ADN tardif a 8 h mais uniquement a 24 h dont la
quantité est 3 fois inférieure a celle du sauvage (Figure 81 A). La diminution d’ADNt explique
au moins en partie la diminution de 6,4 fois de I’expression de la GFP (Figure 78). Pour
I’ADNss, une diminution de 11 fois a 2 h et de 2,5 fois a 4 h par rapport au sauvage a été
mesurée (Figure 81 B). L’augmentation d’ADNss entre 2 h et 4 h est plutot en faveur d’une
syntheése diminuée de I’ADNSss qu’a une dégradation de ce dernier. La diminution d’ADNt est
cohérente avec la diminution d’ADNss et peut donc expliquer une diminution de la transcription
inverse conduisant a moins d’ADN proviral et donc a une diminution de I’expression de la GFP.
Pour le mutant 3m7, les quantités d’ADNss sont 5 et 2,5 fois inférieures a celles du sauvage

pour les temps 2 h et 4 h (Figures 80 B et 81 B). Néanmoins, il présente un niveau d’ ADNt
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proche du sauvage a 24 h (Figures 80 A et 81 A). La faible expression de la GFP chez ce mutant

pourrait s’expliquer par une intégration non efficace de I’ADN double-brin viral.
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Figure 81. Copies d’ADNt et ADNss normalisées par rapport au WT. (A) Copies d’ADNt
normalisées par rapport au : WT (bleu), 3m2 (vert), 3m3 (orange), 3m7 (violet) aux temps 8 h et 24 h
post-transduction. (B) Copies d’ADNss normalisées par rapport au: WT (bleu), 3m2 (vert), 3m3
(orange), 3m7 (violet) aux temps 2 h, 4 h et 8 h post-transduction.

Il est intéressant de souligner que pour les trois mutants étudiés (3m2, 3m3 et 3m7), la quantité
d’ADNss est significativement diminuée par rapport au sauvage. Ces résultats peuvent
s’interpréter comme une dégradation de I’ADNSss lorsqu’il ne peut effectuer rapidement le
premier transfert de brin a cause d’une tige-boucle 3’TAR trop stable mais nous favorisons
I’hypothese d’une syntheése diminuée de I’ADNSss car pour les trois mutants on observe une

augmentation de I’ADNSss au cours du temps.

6. Analyse des effets produits par les mutations en 5’TAR et 3'TAR
6.1 But d'étudier les doubles mutants
Nos mutants ont été congus pour ne pas pouvoir se répliquer a cause des tiges-boucles TAR ou
CTAR qui ne pourraient pas s’ouvrir sous 1’action de la NC et donc s’apparier pour conduire au
premier transfert de brin. A I’exception des mutants mS1 et m4, les mésappariements entre
I’ ADNsss et la région 3’R de I’ ARNg introduits par les mutations ne devraient pas avoir un effet
significatif sur la transcription inverse car ils n’impliquent pas la séquence 1-10 des tiges-
boucles 5’TAR et 3’TAR (554) (Figures 64 et 75). Lorsque le méme type de mutation en
5’TAR ou 3’TAR empéche la réplication virale, elle est testée dans les deux éléments TAR
(double mutant) afin de vérifier que I’effet négatif n’est pas di au mésappariement. En effet, la
réplication virale ne doit pas étre restaurée chez le double mutant si le mésappariement n’est
pas la cause d’une forte réduction de la transcription inverse chez le simple mutant. Le double
mutant 5°-3’TARmS1, qui nous sert de controle positif et a été utilisé dans une étude antérieure

(554), peut se répliquer car I’appariement TAR-CTAR a été completement restauré (Figure 82).
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C’est pourquoi nous avons construit et testé le contrdle positif 5-3mS1 et quatre doubles
mutants (5-3m2, 5-3m3, 5-4m4 et 5-3m6), contenant les mémes mutations en 5’TAR (et ADNss
donc) et en 3°’TAR.

cTARMS1/3’TARWt : 1 transfert de brin ne se produit pas

3 TAR-wt
ARNg 5 GGUCUCUC ... GGGAACCC SPAY(A)  AAAA(A)n
ADNss el LN TR
.QP‘SO 4GA cpoly(A)
3 cTAR-mS1 us

cTARWt/3’'TARMS : 1« transfert de brin ne se produit pas

3'TAR-mS1

ARNg 5 GGUAGGG. . .CUCUCACCC 3poly(A)  aAAA(A)N
TLrrrrrrnnd

ADNss C,P-C’P ’cccTTGGG cpoly(A)
5
;O CTAR-wt ! =

>

cTARMS1/3’TARMS1 : 1" transfert de brin se produit

3'TAR-mS1
ARNg %’ GGUAGGG. . .CUCUCACCC _3poly(A) AAAA(A)n
| 0 Do O o Y O O Y |
ADNss 3 CATCCC. . .GAGAGTGGG o
cTAR-mS1 us

Figure 82. Schématisation de I’effet des mutations mS1 sur ’appariement ADNss-3’R. Les deux
premiers schémas représentent le mésappariement en 3’ de ’ADN c¢TAR qui empéche le premier
transfert de brin. Ce mésappariement est supprime par la présence des mutations dans les deux régions

5’R et 3’R qui restaurent le premier transfert de brin.

6.2 Résultats des transfections par les mutants 5°-3"
De la méme fagon que précédemment, les particules virales produites par les cellules HEK293T
ont été quantifiées par test ELISA p24 et les résultats sont présentés dans le Tableau 6 et
représentent une moyenne d’au moins deux quantifications par type de virus. Trois productions
de particules virales (mutants 5-3m2, 5-3m4 et 5-3mS1) présentent des valeurs de p24
supérieures de 20% a 51% a celle du WT. La diminution de p24 par rapport au sauvage est
Iégere pour le 5-3m3 (31%) et assez élevée pour le 5-3m6 (70%), c’est-a-dire d’un facteur 3,3.
Ces résultats suggérent que 1’expression des virus 5-3m2, 5-3m4 et 5-3mS1 dans les cellules
HEK293T n’est pas altérée et trés peu dans le cas du 5-3m3. En revanche, la production de
particules virales par les cellules HEK293T transfectées par le mutant 5-3m6 est réduite par
rapport au sauvage d’un facteur 3,3. La traduction pourrait étre diminuée chez ce mutant. Les

surnageants contenant les virions ont été traités a la benzonase (DNase) comme mentionné dans
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la partie Matériel et Méthodes afin d’éliminer I’ ADN plasmidique qui a été utilisé pour produire
les particules virales et qui pourrait étre amplifié lors des quantifications par q°PCR des ADN

viraux.

WT 5-3m2 5-3m3 5-3-m4 5-3m6 5-3mS1

2,39 ng/ul 2,88 ng/ul 1,65 ng/ul 3,24 ng/ul 0,72 ng/ul 3,62 ng/ul

Tableau 6 : Quantités de p24 mesurées pour les six productions virales.

6.3 Résultats des transductions par les mutants 5'-3"
Les transductions des cellules MT4 par les mutants 5°-3 ont été réalisées dans les mémes
conditions que précédemment. A titre d’exemple, les résultats d’une expérience obtenus par
cytométrie en flux 2 jours apres les transductions sont présentés dans la Figure 83. Comme
attendu, on observe que par rapport aux cellules transduites par les virus 5mS1 et 3mS1, le
nombre de cellules fluorescentes augmente lorsque les cellules sont transduites par le mutant
5-3mS1. En revanche, on observe que par rapport aux cellules transduites par le mutant 3mz2,
le nombre de cellules fluorescentes n’augmente pas lorsque les cellules sont transduites par le
mutant 5-3m2. Nous n’observons pas non plus une augmentation du nombre de cellules
fluorescentes lorsque les cellules sont transduites par les doubles mutants 5-3m3 et 5-3m6 par
rapport a celles transduites par les simples mutants m3 et m6. En revanche, le nombre de
cellules fluorescentes augmente légérement lorsque les cellules sont transduites par le double

mutant 5-3m4.
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Figure 83. Fluorescence des cellules MT4 déterminée par cytométrie en flux deux jours apres les
transductions. Trois niveaux d’intensité de fluorescence sont détectés, un négatif (neg), un de faible
intensité (f F) et un de forte intensité (F F). Le f F correspond aux formes ADN viraux circulaires a 1 et
2-LTR exprimant faiblement la GFP. Le F F correspond a une forte expression de la GFP a partir de
I’ ADN proviral (171, 176, 178). FSC : Foward scatter (paramétre mesuré permettant de discriminer les
cellules par leur taille). NT, cellules MT4 non transduites ; WT, cellules MT4 transduites par le virus
sauvage. 5mS1 a 5-3mé, cellules MT4 transduites par les virus simples et doubles mutants.
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Le pourcentage de cellules fluorescentes transduites par le double mutant 5-3mS1 est
respectivement augmenté de 32 et 49 fois par rapport aux cellules fluorescentes transduites par
les simples mutants 5mS1 et 3mS1(Figure 84). Nous retrouvons bien les résultats de Ohi et
Clever qui ont montré que I’infectivité était restaurée chez le double mutant 5-3mS1 et que la
trés faible infectivité des mutants SmS1 et 3mS1 résultait d’une quasi-incapacité a réaliser le
premier transfert de brin (554). Le mésappariement a été supprimé par la présence des mutations
au niveau des séquences 5S’TAR et 3’TAR (Figure 81).
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Figure 84. Pourcentage de cellules fluorescentes pour les simples mutants et les doubles mutants
un a quatre jours apres les transductions. Les étoiles représentent le p du test student avec * : p<0,05 ;
** 1 p<0,01 ; ***: p<0,005 ; **** : p<0,001 entre les simples mutants et leur double mutant, 5m2 par
rapport au 5-3m2 par exemple.

Le mutant Sm2 n’a pas d’effet sur ’expression de la GFP contrairement au mutant 3m2 (Figures
67 et 77). Pour rappel, a I’exception des mutants m4, les mutations testées ne sont pas prévues
produire des mésappariements qui auraient un effet négatif sur le premier transfert de brin car
elles ne sont pas dans la région 1-10 des séquences 5’ et 3’TAR (554). L’expression de la GFP
est également faible chez les cellules transduites par le double mutant 5-3m2 (Figure 83). Ces
résultats montrent que ce n’est pas un mésappariement entre la tige-boucle 3’ TARm?2 et la tige-
boucle cTAR de type sauvage qui est responsable de la faible expression de la GFP chez le
mutant 3m2. Ils suggerent aussi que c’est la stabilité de la tige-boucle 3’ TARmM2 qui est
responsable du phénotype du mutant 3m2. L’expression de la GFP est également faible chez
les cellules transduites par les doubles mutants 5-3m3 et 5-3m6 (Figure 84). Elle est méme
diminuée d’un facteur 3 & 7 par rapport aux simples mutants, ce qui suggére un effet additif des
mutations en 5’ et 3’. Par conséquent, 1’effet négatif des mutations m3 et m6 chez les simples

mutants n’est pas di comme attendu aux mésappariements qu’elles générent. Les observations
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pour les mutants m4 sont différentes. L’expression de la GFP est faible chez les cellules
transduites par les simples mutants tandis qu’elle est significativement restaurée chez le double
mutant. Ce résultat n’est pas inattendu car une mutation (remplacement d’une uridine par une
cytosine) est située dans la région 1-10 des séquences 5’ et 3’TAR (Figures 64 et 75). Toutefois,
il montre qu’un seul mésappariement suffit pour avoir un effet significatif sur I’expression de
la GFP et donc probablement sur le premier transfert de brin. En effet, Ohi et Clever n’avaient

pas étudié un seul mésappariement mais au minimum trois (554).

6.4 Résultats encapsidation ARNg des mutants 5°-3"
La quantification a été réalisée au moins deux fois pour chaque type de mutant. Les ratios
ARNg/p24 traduisent la quantité d’ARNg par rapport a la quantité¢ de p24 mesurée en test
ELISA qui reflete le nombre de particules virales utilisées. Les résultats ont été normalisés par

rapport au sauvage (Figure 85).
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Figure 85. Histogrammes représentant les rapports ARN/p24 normalisé par rapport au sauvage.
Les ratios sont issus d’au moins deux quantifications d’ARNg et deux quantifications p24. Les quantités
d’ARNg sont cohérentes avec les quantités de p24 mesurées pour les virus mutants par rapport au virus
sauvage.

L’encapsidation de I’ARNg pour les doubles mutants m2 et mS1 n’est pas significativement
augmentée ou diminuée par rapport a au moins 1’un des simples mutants, c’est-a-dire 5m2 et
3m2 par rapport au 5-3m2 et 5mS1 et 3mS1 par rapport au 5-3mS1. En revanche et de fagon
surprenante, I’encapsidation de I’ARNg pour le double mutant 5-3m3 est fortement augmentée
par rapport aux simples mutants et est presque le double de ce qui est mesuré pour le virus
sauvage. Nous n’avons pas d’explications logiques pour expliquer ce résultat. Toutefois, cela
montre que la faible expression de la GFP par les cellules transduites par le double mutant 5-
3m3 n’est pas due a une diminution de I’encapsidation. Nous observons aussi que

I’encapsidation de ’ARNg pour le double mutant 5-3m4 est diminuée de 42% a 72% par
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rapport aux simples mutants. L’expression de la GFP par les cellules transduites par les simples
mutants m4 est cependant significativement plus faible que celles transduites par le double
mutant 5-3m4 (Figure 84). Ceci confirme que le phénotype du mutant 3m4 n’est pas di a une

diminution de 41% de ’encapsidation de I’ARNg par rapport au sauvage.

6.5 qPCR ADN viral

Les quantifications de I’ADNt ont été realisees dans les mémes conditions de transduction que
pour les résultats de fluorescence et uniquement pour les mutants 5-3m3 et 5-3mS1. Les
résultats des quantifications d’ADNt sont présentés dans la Figure 86. Cette dernicre présente
les ratios par rapport au sauvage des ADNt entre les simples et doubles mutants. Comme cela
a été mentionné précédemment, les cellules transduites par le mutant contréle 5mS1
n’expriment quasiment pas la GFP car elles contiennent trés peu d’ADN proviral a cause d’une
trés faible quantité d’ ADNt. L’expression de la GFP qui est augmentée de 32 fois chez le double
mutant 5-3mS1 par rapport au simple mutant 5mS1 (Figure 84) se traduit par une augmentation
d’ADNt de 120 fois a 8 h et 600 fois a 24 h post-transduction. La transcription inverse est donc
restaurée chez le double mutant mS1 méme si celle-ci n’est pas aussi efficace que chez le
sauvage. Cette restauration avait aussi été observée par Ohi et Clever (554).

Pour les mutants m3, nous observons des quantités similaires entre les simples et le double
mutant. La présence de la mutation dans les deux régions 5’TAR et 3’TAR ne permet pas a la
transcription inverse d’étre restaurée et conforte les résultats précédemment obtenus en
fluorescence. Les mutations de type m3 ont bien un effet sur la transcription inverse et ne sont

pas dues a des mésappariements.
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Figure 86. Ratio des quantifications de I’ADNt des simples et doubles mutants mS1 et m3 a8 h et
24 h post-transduction.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

A notre connaissance, notre étude est la premiére & avoir pour objectif de déterminer si ex vivo
le premier transfert de brin chez le VIH-1 dépend principalement de la déstabilisation par la
NC des tiges-boucles ADN cTAR et ARN TAR. Pour atteindre cet objectif, nous avons congu
et analysé une batterie de virus mutants pour leurs capacités a se répliquer en suivant
I’expression de la GFP et a effectuer la transcription inverse en mesurant par qPCR des
intermédiaires de ce processus. Les mutations choisies ont été introduites dans les sequences
5’TAR et 3’TAR d’un vecteur rétroviral contenant I’intégralité du génome du VIH-1 (isolat

NL4-3) mais défectif au niveau de I’expression du géne env et possédant le géne de la GFP.

Les mutations dans la séquence 5’TAR ont pour but de stabiliser les tiges-boucles 5’TAR et
cTAR et donc de diminuer ou d’empécher leur déstabilisation par la NC. D’aprés une étude in
vitro récente de notre équipe (547), la NC ne devrait pas étre capable de déstabiliser les tiges-
boucles 5’TARm1, 5’TARm2, 5’TARm3 et 5’TARmG6 car elles contiennent de quatorze a
vingt-et-une paires de bases consécutives (Figure 64). De plus, trois des quatre guanines
reconnues par la NC ne sont plus a proximité d’un bulge ou d’une paire U-G dans la tige-boucle
5’TARm?2 (Figures 50 et 64). Si la tige-boucle 5’ TAR ne peut pas étre ouverte, elle ne peut pas
étre copiée par la RT, ce qui se traduit par 1’obtention d’un ADNSs tronqué conduisant a une
transcription inverse diminuée car il est peu efficace pour le premier transfert de brin (502,
554).

Nous avons montré que I’expression de la GFP n’est pas significativement diminuée dans les
cellules transduites par les mutants 5m1 et 5m2 tandis qu’elle 1’est dans les cellules transduites
par les mutants 5m3, 5m4 et 5m6. La restauration de 1’expression de la GFP dans les cellules
transduites par le double mutant 5-3m4 suggere fortement que la diminution observée avec le
mutant 5m4 est due a une diminution de la transcription inverse provoquée par un
mésappariement entre 1’extrémité 3> de ’ADN cTARm4 et ’extrémité 5’ de ’ARN 3°’TAR
sauvage. Ce résultat est attendu car le mésappariement est dans la région 1-10 de la séquence
TAR qui joue un role essentiel dans le premier transfert de brin (554). Les résultats d’expression
de la GFP obtenus avec les mutants 5m1 et 5m2 suggerent fortement que la transcription inverse
et par conséquent la synthese de I’ADNss chez ces deux mutants ne sont pas diminuées.
L’analyse par qPCR de I’ADN viral tardif (ADNt) dans les cellules transduites par le mutant

5m2 confirme que celles-ci en contiennent autant que les cellules transduites par le virus

134



sauvage. La transcription inverse n’est donc pas altérée bien que la NC ne devrait pas pouvoir
déstabiliser la tige-boucle cTARmM2 et permettre le premier transfert de brin (voir partie 4.1).
Les résultats obtenus avec le Sm2 suggerent donc que la NC n’est pas nécessaire a la
déstabilisation de la tige-boucle cTARmM2 qui possede treize paires de bases Watson-Crick
consécutives et un site fort NC dans une configuration non-optimale pour interagir avec la
protéine. Une autre protéine telle qu’une hélicase pourrait étre impliquée dans la déstabilisation
de la tige-boucle cTARmM2. Mon équipe d’accueil vérifiera cependant que la NC n’est pas
capable in vitro d’apparier la tige-boucle ADN cTARmM2 avec la tige-boucle ARN 3’TAR.
L’analyse par qPCR de I’ADN viral strong-stop (ADNss) dans les cellules transduites par le
mutant 5m6 montre que celles-ci en contiennent autant que les cellules transduites par le virus
sauvage 2 h apres la transduction (Figure 73 B). Les résultats obtenus avec les mutants 5m1,
5m2 et 5m6 suggérent que la NC n’est pas nécessaire a ’ouverture de la tige-boucle 5’TAR
lorsque celle-ci est copiée par la RT pour générer I’extrémité 3’ de ’ADNss. L’ARN hélicase
A humaine, qui agit sur la processivité de la RT durant la phase d’élongation (361), est un bon
candidat pour I’ouverture de la tige-boucle 5’TAR lors de la synthése de I’ADNss. Mon équipe
d’accueil vérifiera que la NC ne peut pas faciliter in vitro la copie par la RT des tiges-boucles
ARN TARmM2 et TARmMG.

Nous avons montré que par rapport aux cellules transduites par le virus sauvage, 1’expression
de la GFP est significativement diminuée dans les cellules transduites par le mutant 5m3 et est
associée a une diminution des quantités d’ADNt et d’ADNss (Figure 73). La diminution de la
quantité d’ADNss observée 2 h aprés la transduction (Figure 73 B) pourrait étre due a une
diminution de la synthése d’ADNSss causée par la stabilité de la tige-boucle 5’TARm3.
Toutefois, cette hypothése n’est pas étayée par les résultats obtenus avec les mutants 5Sm2 et
5mé6. En effet, il ne nous semble pas logique que la RT puisse copier les tiges-boucles 5’ TARm2
et 5’TARm6 possédant respectivement seize et vingt-et-une paires de bases consécutives mais
pas la tige-boucle 5S’TARm3 qui posseéde quatorze paires de bases consécutives (Figure 64).
Une dégradation rapide de I’ADNss du mutant 5Sm3 pourrait étre déclenchée par la structure de
la tige-boucle ADN ¢cTARm3. Nos résultats suggérent aussi une dégradation de I’ADNss du
mutant 5m6 qui serait déclenchée par la structure de la tige-boucle ADN cTARm®6. Il est
intéressant de souligner que la partie inférieure des tiges-boucles cTARmM3 et cTARMG est
appariée et non simple-brin comme chez le sauvage. L’extrémité double-brin de la tige-boucle

cTAR pourrait servir de signal a la dégradation de I’ ADNsss.
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Les mutations présentes dans les mutants 3m1 a 3m6 (Figure 75) ont pour but de stabiliser la
tige-boucle ARN 3°’TAR afin d’empécher son appariement avec la tige-boucle cTAR de
I’ ADNss. Les mutations m7, m3G et m4G ciblent le bulge et les nucléotides ayant été rapportés
comme important pour ’activité in vitro de la NC dans la déstabilisation de la tige-boucle
3’TAR (303, 304). Pour tous les mutants, I’expression de la GFP est significativement
diminuée, ce qui suggére une transcription inverse altérée. Dans le cas du mutant 3m6, cette
diminution est au moins due en partie a un défaut d’encapsidation de I’ARNg. Il pourrait étre
intéressant de comprendre pourquoi la tige-boucle 3’TARmM6 a un effet négatif sur
I’encapsidation bien qu’elle soit éloignée du signal d’encapsidation qui est situ¢ dans la partie
5> de ’ARNg. Pour les mutants 3m2, 3m3 et 3m7, nous avons mesuré¢ des quantités d’ADNss
diminuées d’environ deux fois par rapport au sauvage. L’hypothése d’une dégradation de
I’ ADNss nous semble peu probable car la quantité d’ ADNss ne diminue pas au cours du temps
(Figure 81). Nous favorisons I’hypothese d’une diminution de la synthése de I’ADNSss chez ces
trois mutants bien que cela soit surprenant car la copie par la RT de la tige-boucle 5’TAR ne
devrait pas dépendre de la tige-boucle 3’TAR qui est a I’autre extrémité du génome. Une
circularisation de I’ARNg favorisant la synthése de I’ADNss et dépendant de plusieurs
interactions intramoléculaires dont I’interaction 5’TAR - 3’ TAR (565) pourrait expliquer 1’effet
a distance de mutations dans la tige-boucle 3’TAR. Des expériences in vitro sont envisagées
par mon équipe d’accueil pour vérifier que la NC ne facilite pas I’appariement de ’ADN cTAR
sauvage avec les tiges-boucles ARN 3’TARm2, 3’TARm3 et 3’TARm?7.

Le mutant 3m7 montre une diminution de la production d’ADNss mais un niveau d’ADNt
similaire & celui du sauvage. Nous n’avons pas une explication logique pour ce résultat.
L’ADNt du mutant 3m7 conduit & peu d’ADN viral intégré car I’expression de la GFP est
significativement diminuée. Ce résultat est surprenant car des mutations dans la séquence
3’TAR ne devraient pas avoir un effet sur le processus d’intégration. En effet, a la fin de la
transcription inverse de ’ARNg du mutant 3m7, I’ADN viral double-brin produit devrait
contenir deux LTR de type sauvage. Une quantification par qPCR des formes a 1 et 2-LTR

pourrait nous apporter des informations sur une altération au niveau de I’intégration.

L’¢étude des cellules transduites par les doubles mutants 5-3m2, 5-3m3 et 5-3m6 montre que
I’expression de la GFP n’est pas augmentée par rapport aux cellules transduites par les simples
mutants m2, m3 et m6. La quantification de I’ADNt dans les cellules transduites par le double
mutant 5-3m3 confirme que la transcription inverse n’est pas augmentée chez ce dernier. Ces

résultats suggérent fortement que les mésappariements entre I’ADN ¢TAR et ’ARN 3’TAR ne
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sont pas responsables du phénotype des simples mutants m2, m3 et m6. Ces résultats étaient

attendus car les mutations n’affectent pas les nucléotides 1 a 10 de la séquence TAR.

Finalement, I’étude avec le dernier couple d’amorce permettant de quantifier par gPCR I’ADN
viral généré par le premier transfert de brin n’a pas été réalisée mais devra I’étre. Une
optimisation de cette gPCR sera nécessaire pour nous apporter des informations

complémentaires sur les mutants ayant un effet sur la synthése de I’ ADNt.

Nos travaux contribuent a mieux comprendre le processus de transcription inverse et plus
spécifiqguement deux étapes qui sont la synthése de I'ADNSss et le premier transfert de brin.
Toutefois, des études complémentaires sont nécessaires pour déterminer au niveau moléculaire

le role de 1’¢lément TAR dupliqué dans ces deux étapes.
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Titre : Role des tiges-boucles TAR et cTAR sur le premier transfert de brin du VIH-1

Mots clés : transcription inverse, transfert de brin, ADN strong-stop, structure, protéine de nucléocapside, VIH-1
Résumé : Le cycle du VIH-1 requiert le processus de transcription inverse permettant la synthése d'un ADN double-brin
a partir du génome viral constitué de deux copies d’ARN simple-brin de polarité positive servant alors de matrice. Deux
événements, appelés transferts de brin terminaux, sont nécessaires a la réalisation de la transcription inverse et donnent
lieu chacun a la synthése d'un des deux brins d’ADN. Mes travaux de thése sont focalisés sur le premier transfert de brin.
Celui-ci se produit de I'extrémité 5 vers I'extrémité 3’ de I'ARN génomique viral (ARNg) au niveau des séquences R
dupliquées, et ce apres la synthese de I'ADN strong-stop (ADNSss) par la transcriptase inverse (RT). L'ADNss étant une
copie des régions R et U5 de I'extrémité 5 de I'ARNg, il peut s'apparier avec la région R présente aussi en 3’ de I'ARN
viral et permettre la synthése du brin d’ADN de polarité négative. Les séquences des régions R forment deux tiges-boucles
(cTAR et cpoly(A) dans I'ADNss, 3'TAR et 3'poly(A) dans I'ARNQ). Ces structures doivent étre ouvertes pour permettre
I'hybridation entre les régions R de I'ADNss et de 'ARNg.

Plusieurs études in vitro suggérent que la protéine de nucléocapside du VIH-1 (NC) est en partie responsable de
I'ouverture de ces tiges-boucles et de leur appariement. Cette protéine est connue pour son activité chaperon des acides
nucléiques et est impliquée dans plusieurs étapes du cycle viral. Les travaux étudiant le r6le de la NC sur la transcription
inverse ont montré notamment in vitro que cette protéine facilite le premier transfert de brin et en se fixant
préférentiellement au niveau de certaines guanines déstabilise les tiges-boucles TAR et cTAR. Cette déstabilisation par la
NC est dépendante du nombre de paires de bases consécutives impliquées dans la tige-boucle.

Les travaux de theése déterminent si ex vivo le premier transfert de brin dépend de la déstabilisation par la NC des tiges-
boucles cTAR de I'ADNss et TAR de 'ARNg. Pour cela, différents types de mutations ont été concues et introduites par
mutagénése dirigée dans les tiges-boucles afin d'empécher leur déstabilisation par la NC et produire ainsi un effet négatif
sur la transcription inverse. La réplication des virus mutés et plus précisément leur capacité a réaliser la transcription
inverse de I'ARNg sont analysées et discutées.

Title : Role of TAR and cTAR stem-loops on HIV-1 first strand transfer

Keywords : reverse transcription, strand transfert, strong-stop DNA, structure, nucleocapsid protein, HIV-1

Abstract : The HIV-1 life cycle requires the reverse transcription process. This process allows the synthesis of a double-
stranded DNA from its genome, which consists of two copies of single-stranded RNA of positive polarity used as a
template. Two events, called terminal strand transfers, are necessary for reverse transcription to occur and each results in
the synthesis of one of the two DNA strands. My thesis work focuses on the first strand transfer. This occurs from the 5'
end to the 3' end of the viral genomic RNA (gRNA) at the duplicated R sequences after the synthesis of the strong-stop
DNA (ssDNA) by the reverse transcriptase (RT). As ssDNA is a copy of the R and U5 regions of the 5' end of the gRNA, it
can pair with the R region also present in the 3' of the viral RNA and allow synthesis of the negative polarity DNA strand.
The sequences of the R regions form two stem-loops (cTAR and cpoly(A) in ssRNA, 3 TAR and 3'poly(A) in gRNA). These
structures must be open to allow hybridization between the R regions of the ssDNA and RNA.

Several in vitro studies suggest that the HIV-1 nucleocapsid protein (NC) is partly responsible for the opening of these
stem-loops and their pairing. This protein is known for its chaperone nucleic activity and is involved in several steps of the
viral cycle. The works studying the role of NC on reverse transcription showed in vitro that this protein facilitates the first
strand transfer and destabilizes the TAR and cTAR stem-loops by binding to certain guanines. Furthermore, the
destabilisation reaction by NC is dependent on the number of consecutive base pairs involved in the stem-loop.

The thesis work determines whether the first strand transfer depends on the destabilisation of the ssDNA cTAR and the
gRNA TAR stem-loops by NC ex vivo. To this end, different types of mutations were designed and introduced in these
stem-loops to prevent their destabilisation by NC and to observe an effect on reverse transcription. Replication of

mutant viruses and more precisely the reverse transcription of gRNA are analysed and discussed.
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