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Résumé

L'intégrase de VIH-1 (288 résidus, 32 kDa) catalgsl'interaction du génome viral dans I'ADN de
la cellule infectée. L'’enzyme comporte trois domaies distincts: N-terminal (résidus 1-50), C-terminal
(résidus 212-288) et Central ou "cceur” catalytiqugCC, résidus 50-212). La structure tertiaire de CCest
formée de 5 feuillety3 et de 6 hélices (al aab) et porte la triade catalytique B4, Diis €t Essp, (D, D-35, E)
caractéristique des polynucléotidyl transférases. iSes études de RX et RMN montrent que les trois
domaines pris séparément ou bien couplés en bi-domas (Nem-CC et CC-Ce,m) forment des dimeéres
stables, on ne connait toujours pas, ni le degréalfigomérisation fonctionnelle (tétramére? octamere)? ni
'agencement des domaines et ni, a fortiori, le ma&dde fixation de I'enzyme aux ADN viral et cellulae.
Notre laboratoire a adopté une démarche basée surélude de sous-domaines de l'enzyme et
d'oligonucléotides reproduisant I'extrémité du LTR (Répétition terminale longue). Un motif hélice tour
hélice @4 etab) inversé (HTHi) a pu ainsi étre identifié a la stface de l'intégrase. Ce motif intervient
dans la formation des diméres et tétrameéres, aingiue dans la reconnaissance des ADN viral et cellide.
HTHi constitue une cible et une source d'inhibiteus de I'intégrase: plusieurs molécules ciblant HTHsont
en cours d'homologation comme médicaments anti-SIDA les peptides synthétiques mimant I'hélic&5
agissant a l'interface protéine-protéine et entravat son oligomérisation fonctionnelle inhibent l'inégrase.
La partie centrale de HTHi est un épitope trés rédif, I'intégrase étant fortement inhibée par les aticorps
correspondants. Elle est aussi le site de fixatiodu cofacteur de transcription p75 (LEDGF/p75) qui
semble intervenir dans le choix du site d'intégratin de I'ADN viral dans I'ADN cellulaire.

Mots clés:VIH-1, intégrase, motif HTHI, interactions, inhibiirs.

Introduction

Le virus de limmunodéficience humaine (VIH-1) eBagent causal du SIDA (syndrome de
l'immunodéficience acquise) (Barré-Sinoussi et.cdip83). Le VIH-1 pénétre dans la cellule hbteseriant a
deux types de récepteurs membranaires. Une fosldarytoplasme I’ARN viral est transcrit en un ABNuble
brin de 9000 pb. La réaction est catalysée paaJarse transcriptase virale.

L’intégration de I’ADN viral dans I'’ADN cellulairese déroule en deux étapes: la maturation de I'’ADN
viral & ses deux extrémités et le transfert desh{@offin et coll., 1997). La maturation a lieu dde cytoplasme.
Un di-nucléotide GT est éliminé a chaque extréBitdes LTR (répétition terminale longue), faisapparaitre
une extrémité saillante CA 3'OH. L’ADN maturé e$tra transporté dans le noyau sous forme d’'un cerepl
de préintégration. Lors de l'intégration, une lmscovalente est formée entre les extrémités CAe3'ADN
viral et les phosphates 5’ des brins d’ADN celltdacoupés avec un décalage de 5pb. Cette réaciion e
concertée (Brown, 1989), les deux extrémités d®NArétroviral étant maintenues a proximité I'uneldgtre
par IN durant I'intégration (Miller et coll., 1997%i I'intégration ne semble pas s'effectuer totaitiau hasard
dans le génome de la cellule infectée, elle neeptéscependant pas de spécificité de séquenceadlmsiccoll.,
1992). L'ADN chromosomique distordu, et les séq@sngalindromiques, semblent favoriser l'insertion
(Engelman, 2005 ; Grandgenett, 2005). Une foisgnéél’ADN viral utilise la machinerie cellulaireopr se
répliquer et donner naissance a de nouvelles pltiénfectieuses.

Au total, I'intégration constitue une étape majedrecycle viral du VIH & partir de laquelle le \dru
peut commencer a proliférer. Elle met en jeu egsléaThent trois partenaires : I'ADN viral, I'ADN Htelaire et
IN. IN régit les principales étapes de lintégratiFigure 1). N'ayant pas de contrepartie cellelaielle
constitue donc une cible potentielle privilégiéaiple traitement et la prévention du SIDA. En fdi, nombreux
inhibiteurs de IN ont été identifiés et parmi e@xtains commencent déja a étre utilisés en clin{@aenmier et
coll. 2005).
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Fig. 1: Représentation schématique du mécanisme dtégration

IN est codée par I'extrémité 3’ du gene pol vitaht le produit est la polyprotéine POL. Environa0
100 molécules d’IN sont empaquetées dans chaqueiparvirale. De nombreuses études biophysiques,
génétiques, enzymatiques, de cristallographie einddélisation suggérent que la forme active de Edt
oligomérique bien que le degré d'oligomérisatiom(8u 8) correspondant a la forme physiologiqueaitpas
définitivement établi (Jenkins et coll.,, 1996 ; Pemon et coll., 1996 ; Podtelezhnikov et coll.,02p
L'oligomérisation semble concerner toutes les irdégs rétrovirales. Par exemple IN de ASV (virusaicome
aviaire) est multimérique sous sa forme active €3oet coll., 1992). Il n'est pas étonnant que lesswu la
petite taille de leur génome aient recours a laingrisation pour générer des enzymes plus perfdaasan
capables de catalyser des réactions aussi difé&epie la maturation et le transfert (Figure 1).

L'enzyme est constituée de trois domaines fonoeds bien distincts (Andrake et Skalka, 1995;
Jenkins et coll., 1996):
- le domaine N-terminal (résidus 1-50) impliquénslde clivage en 3’ (maturation), le transfert denb
(Bushman et coll.,, 1993) et linfectivité du virgEngelman et coll., 1995). Il contient des acidesings
conservés (H, H, C, C) qui lient le zinc et quigatiun réle important dans la fixation de la proééa 'ADN
viral (Mazumder et coll.,, 1996). Sa structure merix présence d'un motif similaire aux motifs héltour-
hélice (HTH) qu’on trouve dans les protéines setlia 'ADN (Eijkelenboom, 1997). Il intervient dana
formation de dimeéres et il pourrait étre impliquend la tétramérisation de la protéine (Lee et,ctdi97).
- le domaine C-terminal (résidus 220-288) présantgroupe d’acides aminés basiques et se fixeGN'A’'une
maniére non-spécifique (Lodi et coll., 1995). It apliqué dans la maturation et le transfert de Kvink et
coll., 1993). La structure RMN de ce domaine moiguél forme des dimeres avec des domaines SH&"lik
(Src-homology 3) comprenant 5 feuill§s
- le domaine central CC (résidus 50-212) contisgistacides aminés acides formant la triade cadgalgt(D, D,
E) trés largement conservée chez les intégrasewirétes (Kulkosky et coll., 1992). Ce domaineefibe métal
divalent Mg* ou Mrf* qui agit comme cofacteur catalytique. Certains astassocient le résidu K159 lui aussi
trés conservé, a la triade catalytiqgue. La mutatierces acides aminés supprime l'infectivité dus/iCoffin et
coll., 1997).

Résultats et Discussion

La structure cristallographique du domaine cerdelN fournit une bonne base pour I'identification
des sous-domaines et motifs structuraux fonctiandel 'enzyme et la conception d’inhibiteurs intgsaant
avec ceux-ci (Figure 2). Celui-ci cristallise sdosne d'un dimére (Dyda et coll., 1994; Goldgurcetl., 1998).
Le monomere, de forme globulaire, comprend 6 hglacede al a a6) et 5 feuilletsp et ressemble aux
monomeres des autres intégrases rétrovirales (Mkis de la leucémie murine; ASV), aux transposases
et mu, a la RNaseH, a la recombinase Ruv de Igiggneloliday (Yang et Steitz, 1995), au domaine P&
Argonaute (Rice et Baker, 2001). Toute cette faamdl polynucléotides transférases contient le matibnique
DDE (D64, D116, et E152 dans IN de VIH-1) capakgecdordiner 1 ou 2 ions divalents (Mgu Mrf") et de
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catalyser la coupure du squelette phosphodiestsr AI2N. Les monoméres se dimérisent par le biais
principalement des hélicesl aveca5' eta5 avecal'. On note que I'hélice4 amphiphile (segment 151-172)
expose largement sa face hydrophile a la surfada geotéine et que plusieurs résidus de sa fadeopjobe
sont en contact avec I'héliaé.

Hélice de reconnaissance

NH2- YGVI ESMNKELKKI -QVAVFl HNKKA- COOH

ad Tour a5
NLS
Site de reconnaissance du LEDGF/p75
Epitope

Fig. 2 : A gauche : Dimére de CC avec le motif HTHncerclé ; au centre : le motif HTH de CC encerclé
a droite : le motif HTH standard. Dans le motif HTH de CC, I'hélice de reconnaissance de 'ADN est &t
terminal alors que cette hélice est en C-terminalahs les motifs HTH standards.

Au sein du dimére de CC les deux hélice$ et [15 constituent un motif bi-hélice (Figure 2). Ce
motifFigure 2, centre) reproduit les principales cartiques du motif hélice tour hélice (HTH) (Figuge
droite) que I'on retrouve régulierement dans lestdnes se fixant a 'ADN : exposition a la surfade la
protéine ; nombreuses interactions principalemgdtdphobes entre les deux hélices; angle consenwé ks
deux hélices, etc.

Quel est le role de ce motif au sein de IN ? Pépondre a cette question nous avons édifié unragste
d’étude faisant intervenir : (1) le peptide repnsduat la séquence du motif4t[]5 et plusieurs peptides issus ou
dérivant des hélices4 et15 ; (2) plusieurs fragments d’ADN mimant I'extrééit)5 LTR de I’ADN viral ; (3)
un inhibiteur de la famille des DKA (diketoacide).

Les études physicochimiques (dichroisme circuldilgrescence) réalisées sur le peptidéti15
démontrent que la structure de ce dernier estrfmm déstabilisée comparée a la structure du rHdtH au
sein de CC cristallisé. Sorti de son réseau dauwns tertiaires/quaternaires, HTH voit sa stresecondaire
complétement modifiée. Au point que I'hélicés subit une transition)— [ semblable a celle du peptide de
I'Alzheimer ou de la protéine prion. Cependantcantact de I'extrémité de I’ADN viral la structusecondaire
hélice [ est en partie restaurée. Au total, I'affinité deppde (14t15 pour I'ADN viral (Kd = 1x10’M) traduit
une reconnaissance ADN-protéine spécifique plutétrmpn spécifique.

Quelle est alors I'hélice du motifi4t(15 intervenant dans la reconnaissance de I’ADN ?gtamd nombre
d’expériences plaident maintenant en faveur delitéé14 (Figure 2). Au vu des spectres de dichroisme
circulaire (Figure 3 a gauche), le peptide synthe&ticorrespondant est pratiquement dépourvu ditéte qui

le rend inutilisable dans une étude de reconnaissapécifique de ’ADN. C’est par le biais d’ unrtegén
nombre de substitutions hélicogénes (Figure 3 dejrgue nous avons obtenu un analogue, K156, establ
mimant la structure de I'hélice4 dans la protéine cristallisée (Krebs et coll9&)9

4
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Fig. 3: A gauche : Spectres de dichroisme circul@ des peptidesii4 et K156 dans I'eau ; A droite :
Projections des hélices14 et K156 illustrant le caractére amphiphile des Hées, le regroupement des
résidus basiques dans le bas de I'hélice et les stitutions réalisées
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En anisotropie de fluorescence les profiles dadirde I’ADN viral (LTR34fm porteur d’'un fluoropher
fluorescéine) par les peptides4 et K156 indiquent que seul le peptide K156, difitthe bonne stabilité en
hélice( 1, est capable de se fixer & I’ADN viral avec unammaffinité (Kd= 2 x 10°M) (Figure 4). En fait nos
résultats de fluorescence (Zargarian et coll., 2@@3mettent de conclure que la reconnaissancefispecde
I'extrémité de I'’ADN viral par IN repose sur I'héko4.

LTR34fm 10 nM
0.184 v LTR34fm 30 nM
LTR34fm 50 nM

0.164 + LTR34fm 10nM
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Fig. 4 : Expériences d'anisotropie de fluorescence(A) complexe K156-LTR34fm ; (B) complexe14-
LTR34fm. K156 est un analogue de I'hélice. 4. LTR-34fm est un oligonucléotide de 17 pb repradsant la
séquence de I'extrémité de I’ADN viral.

Dans le motif bi-hélicax 4t o 5 de IN, a l'inverse du motif HTH classique, c'€&élice N- terminale et non
I'hélice C- terminale qui est I'hélice de reconmsaisce de '’ADN. De ce fait le motif4t o 5 a été baptisé HTHi
(hélice tour hélice inversé). Notre motif correspanun domaine trés réactif de IN. Il constitueilale et la
source de nombreux inhibiteurs de IN. D’'une panglice o 4 reconnaissant 'ADN est ciblée par les agent
antiviraux de la famille des DKA (diketoacids) : sent les mémes chaines latérales de I'hélicé qui
contactent I'’ADN viral et le 5CITEP (l'un des merebrles plus connus de la famille d’'inhibiteurs DKA)
(Figures 5A et B), ce qui suggére au passage quentdécules DKA sont des inhibiteurs compétitifsiNe
méme si leur mécanisme d’action est loin d'étraléshent établi. D’autre part, le peptide INH5, ehgint
I'hélice a 5 (intervenant dans la dimérisation), le tour e partie de I'hélicet 4 du motif HTHi (Figure 2) est
un puissant inhibiteur de IN, agissant sur I'enzyameentravant son oligomerisation fonctionnelle.
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%)YY(Q
E1527 o o A M
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Fig. 5: A: Complexes de I'hélice 14 du motif HTHi de IN avec : (A) I'extrémité de I'’ADN viral ; (B) le

5CITEP (Goldgur et coll.,1998). Ce sont les mémegsidus de I'hélicel14 (Q148, K156 et K159 et E152)
qui interagissent avec I'ADN et le 5CITEP.

Enfin, la région centrale de HTHi (résidus 163 &)1&st un épitope extrémement réactif. Les antgorp
monospécifiques correspondants inhibent fortememéhction d'intégration catalysée par IN (Marotircal.
1999). Cette méme région centrale semble étre usigge d’'un motif NLS (Signal de Localisatiomdléaire)
intervenant dans le transport actif de IN danolgan (Armon-Omer et coll., 2004). Autre coincideriessite de
liaison du facteur cellulaire LFDGF a IN se situg aussi dans la région de I'épitope (résidus 16573)
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(Cherapanov et coll. 2005). Ce facteur intervieariglle choix des sites d’'insertion de I'ADN virans '’ADN
cible cellulaire. Des expériences de déplétionmantré qu’en absence de LEDGF on observait unenditioin
de la fréquence d'intégration dans les unités tndpisonnelles et les genes de régulation du LEQGHffi et
coll. 2005).

Conclusion

Dans cette présentation nous nous sommes focalisédes modeles simples permettant d’analyser des
propriétés de IN difficilement explorables avecplatéine entiére. IN comme beaucoup d’autres pregede
liaison a I’ADN utilise un motif HTH (HTHi dans nia cas) pour la reconnaissance sélective des aié®m
LTR de I'ADN viral. Une telle reconnaissance assypéincipalement par I'hélice4, est nécessaire pour le bon
déroulement de la réaction de maturation et desteande brins car elle améne la triade DDE a d¢ga
catalytique du point de clivage de 'ADN. Il n’edbnc pas étonnant que les composés tels que les dRIKA
interagissent avec I'hélicel4 a linterface ADN-protéine soient d’excellentshiipiteurs de IN. Nous avons
également constaté qu’un peptide INH5 incorpordmlite (15 du motif HTHi était un inhibiteur de IN.
Agissant a linterface protéine-protéine, ce typéntdbiteur contrarie I'oligomérisation fonctionrel de
'enzyme. Enfin, le domaine central du motif HTHuigpossede des propriétés d'épitope est reconnu
spécifiquement par le facteur cellulaire LEDGF/p@& dernier semblant jouer un réle efficace damhtex des
sites d’intégration sur I’ADN cellulaire.

Le motif HTHi de IN du VIH-1 est donc le siege d&nactions multiples (protéines-protéine, protéine-
ADN, protéine-inhibiteurs) les unes plus importantgie les autres pour la survie du virus. Son étutee
d’excellentes perspectives dans une recherchelldétdies divers mécanismes d'interaction (protgireéine,
protéine-ADN...) intervenant dans l'infection et l@abuverte de nouveaux agents anti-viraux.
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