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Résumeé

Il existe un certain nombre de situations au coesjuelles I'intégrité du génome cellulaire estengia danger. Ceci
se produit notamment lors de mouvements de génassigcation, éléments mobiles), lors d'infectiomsles parfois
intégratives (AAV, HBV, HPV) ou lors d'infection®trovirales. En effet, le cycle de réplication désovirus nécessite
une étape d'intégration du génome viral dans I'AQ8homique de la cellule infectée. Malgré les nombes études
menées sur les infections par le VIH, les cancersinduits ou non et les thérapies géniques basgéeses rétrovirus,
aucune donnée n'est actuellement disponible surnieslifications cellulaires induites par de tellesrtprbations
chromosomiques. L'objectif du projet était d'idéieti des mécanismes cellulaires induits par desradts a I'intégrité du
génome, plus précisément par I'insertion de mo&EscdIADN non cellulaire dans les chromosomes.

L'intégration de matériel génétique additionnel té& éduite par des vecteurs lentiviraux dérivés\iH-1. Les
modifications cellulaires uniquement dues a l'imgdgpn ont été isolées par comparaison de vectatégratif et non
intégratif. Des cellules primaires du derme hunminhété sélectionnées pour I'étude. Les tempsipfesttion et les doses
virales les plus adéquates ont été sélectionnése ghddes expériences de cinétiques d’intégratiarplées a une
guantification des ADN viraux intégrés. L'analysesdmodifications cellulaires induites par lintégwa de I'’ADN
étranger a portée sur 'ensemble du transcriptdrsard’ensemble du protéome cellulaire.

Dans le but d’effectuer une analyse transcriptomigies puces a ADN, représentant le génome huroaiplet, ont
été utilisées. Cette étude a démontré une forteessjon transcriptionnelle induite par lintégratide plus, toutes les
fonctions cellulaires sont perturbées par le prag®s Finalement, une classification par interasti@t fonctions
biologiques a mis en évidence cing processus eélid majoritairement affectés par I'intégrationld®N étranger, qui
correspondent au cycle et a la mort cellulaireresmodelage et a la réparation de la chromatindatéponse immunitaire
ou au stress. Dans le but de compléter cette anédgascriptomique, une étude protéomique a étisééales protéines
cellulaires ont été séparées sur des gels bi-dioemsls. Parmi les neuf protéines identifiées escspmétrie de masse,
certaines appartiennent au cytosquelette et d'satig mécanismes de réponse au stress.

L'intégration d’un ADN étranger au sein du génomevpque donc bien des perturbations cellulairemtégration
de matériel génétique additionnel ne concernantspatement les rétrovirus, les données obtenussdercette étude
pourront permettre (i) de développer des stratédesdéfenses contre les rétrovirus ou contre léaeesumaladies
caractérisées par des atteintes a l'intégrité dwome, (i) d'évaluer les risques encourus par égnation d'un vecteur
thérapeutique dans le génome cellulaire lors daaiies géniques ou des expériences de transfgéends.

Abstract

In numerous situations, cell genome integrity coblkl in danger. This is the case during gene moveEmen
(translocations, mobiles elements), during virdedtions that could be sometimes integrative (AABV, HPV) or
during retroviral infections. Indeed, the replicaticycle of retroviruses requires a viral genontegration step. In spite of
the studies on HIV infections, viral or non virancers and retrovirus-based gene therapy, no datvailable concerning
the cellular modifications induced by such chronmabdisruptions. The aim of work was to identifjflglar mechanisms
induced by the insertion of a non cellular DNA itib@ chromosomes.

The integration of additional DNA was provoked biVvHL-based lentiviral vectors. Cellular modificati® only due
to the integration step were isolated by comparigbimtegrative and non integrative vectors. Prignhuman dermal
fibroblasts cells were selected for the study. @ptitimes post infection and viral quantities wdedined using kinetic
integration experiments and integrated viral DNAangifications. The study of cellular modificatiomeduced by the
integration of the foreign DNA was applied on tlelldar global transcriptome and proteome.

In order to perform a transcriptomic analyses, DMi#croarray corresponding to the whole human genomsze
used. This study revealed a strong transcriptiogadession induced by the integration. Moreoveergxellular function
are disturbed by the process. Finally, a networdedeaon molecular interactions and biological fumtdi underlined five
cellular processes mostly affected by the foreigdADintegration and corresponding to the cell cyaled death, the
remodelling and repair of chromatin and the immumit stress responses. To complete this transonipt@analyses, a
proteomic study was realized. Cellular proteinsenvseparated on 2D gels. Among the nine proteinstifael by mass
spectrometry, some are linked to the cytoskeletmhather to the cellular stress.

Thus, integration of a foreign DNA into the genoprevoked cellular perturbations. As additional DiNdegration
do not only concern retroviruses, data obtainednduthis study could allow (i) the development @ffehsive strategies
against retroviruses or other diseases implicatireg genome integrity and (ii) the evaluation ofksidinked to the
integration of a therapeutic vector into the genaueng gene therapy and gene transfer experiments.
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Introduction Bibliographique



Tout au long de sa vie, une cellule eucaryote @singse a de nombreuses atteintes a
l'intégrité de son génome (mutations, cassures lsip double brin, translocations,...). Par
exemple, une part non négligeable des cancerdiésrid des mouvements de chromosomes,
tels que les translocations (Gasparini et al., 20@@aburn et al., 2007). Mais d’autres
éléments du génome peuvent également provoquenstadilités, notamment les éléments
mobiles. C’est notamment le cas de I'élément LIMEWannieux et al., 2003; Esnault et al.,
2000; Kazazian and Goodier, 2002; van den Hurkl.et2807), des rétrovirus endogénes
(Ruprecht et al., 2008) et des rétrotransposone fbal., 2008; Mieczkowski et al., 2006).

Certains virus comme le papillomavirus ou les hématsont également parfois
intégrés dans le génome de la cellule infectéesiAiles Adeno-Associated Virus (AAV)
peuvent dans certains cas s'intégrer au génomelaied, notamment en cas d’'infection a
forte dose virale. L'intégration se ferait préféietlement sur le chromosome 19, porteur
d’'une séquence d’ADN permettant la fixation d’'umetine virale, Rep78/68. Cette protéine,
possédant des activités de liaison a I’ADN, d’redie et d’endonucléase, serait responsable de
I'intégration en favorisant les recombinaisons (Br2008).

De méme, les papillomavirus (HPV), se répliqguantnmalement sous formes
épisomales, peuvent parfois s’ntégrer au génomlelaiet et sont alors liés a de graves
lésions cancéreuses. L'intégration virale se fedlaitmaniére aléatoire dans le génome et
induirait une expression dérégulée de deux pratéwvieales, E6 et E7. Ces derniéres
interagissent avec de nombreux partenaires celglaiont p53 et RB et perturberaient donc
des processus cellulaires essentiels tels queptape et le cycle cellulaire. Ce processus
favorise la progression vers le cancer et augniestastabilités chromosomiques (Mammas
et al., 2008).

Le virus de I'hépatite B (HBV) est associé au aaooie hépatocellulaire et est
également capable de s’intégrer au sein du génanrla dellule infectée. Cette intégration
provoque des fortes perturbations chromosomiquélssteue la perte ou le gain de
chromosomes ou de portions de chromosomes. Sowestnouvements chromosomiques
impliquent les génes de suppresseurs de tumeursieq@b3, Rb et la cycline D1. De plus,
'expression des protéines virales HBx et MHBstiefagissant avec de nombresuses
protéines cellulaires, module le cycle cellulaifapoptose, les voies de signalisation et
provoque un stress oxidatif et des instabilité®ctasomiques (Park et al., 2007).

Il existe également des infections virales qui ssystématiquement intégratives.
Ainsi, la famille des rétrovirus est exclusivemeonmposée de membres ayant la propriété
d’intégrer leur ADN dans le génome de la celluléeh®’est cette propriété fondamentale qui
fait de ces virus des outils intéressants pouthHésapies géniques. En effet, cette capacité
intégrative permet la complémentation du géne nealpdr un gene sain, de maniére
permanente. Au sein de cette famille virale, cagt@anembres sont connus pour provoquer des



cancers systématiques tandis que d’autres teldegiérus de I'lmmunodéfience Humaine
VIH n’engendrent aucune Iésion de ce type.

Le présent projet avait pour objectif d’identifles mécanismes cellulaires déclenchés
lors de l'intégration d’'un ADN étranger au seingiknome. Nous avons choisi de provoquer
l'intégration de cet ADN étranger a la cellule parbiais du VIH. Ainsi, dans le but de
caractériser notre outil, les deux premiers chepitle cette introduction bibliographique
seront consacrés au VIH et a sa protéine Intégrasponsable de I'insertion de I’ADN viral
dans le génome de la cellule infectée.

Les modifcations cellulaires induites par l'intéipa ont été analysées a l'aide de
deux techniques globales, la premiere portanteslARN, la seconde sur les protéines. Nous
avons pu constater que la majorité des fonctiorkilaees étaient perturbées suite a
l'intégration, les plus importantes seront déta#léans le chapitre 3.

Enfin, bien qu'aucune étude portant directement Issr modifications cellulaires
induites par l'intégration n’ait été réalisée, tlevaux portant sur les modifications cellulaires
induites par l'infection au VIH ont été effectuéiisque de telles études sont basées sur le
cycle réplicatif complet du VIH, elles comportemnd I'étape d’intégration qui nous est d'un
intérét particulier et elles seront donc abordéessde chapitre 4.



Chapitre 1 : le Virus de I'lmmunodéfience Humaine, les
rétrovirus et leurs dérivés

C’est en 1892 que le premier virus (Tobacco Mo¥aigs) a été découvert et en 1901
gu’a été identifié le premier virus humain, resgisie de la fievre jaune. Encore de nos jours
de nouveaux virus sont découverts, c’est notammeerds du Mimivirus, du Sputnik Virus et
du Marseillevirus identifiés en 2003, 2008 et 206Spectivement (Boyer et al., 2009; La
Scola et al., 2003; La Scola et al., 2008). A adr,jdes virus sont définis comme (i) des
parasites obligatoires ; en effet, ils sont entierst dépendants des machineries cellulaires
pour assurer leur reproduction et (ii) des entgéssédant un génome ARN ou ADN et
pouvant étre présents a I'état de virion (partiaiitale permettant la transmission du génome
a d’autres cellules ou d’autres organismes). Less\gont de tailles variables (10 nm a 14 000
nm) mais ne peuvent étre observés que par micrizscélectroniqgue ou rayons X.
Actuellement le comité international de classificatdes virus (ICTV) a répertorié plus de
50 000 virus de plantes, vertébrés, invertébrésaetéries répartis en six ordres et plus de 85
familles.

I/ Biologie du Virus de 'lmmunodéficience Humaine

A/ La famille des rétrovirus

Parmi ces familles, on retrouve celle des rétraviRetroviridag qui se définit par
des virus composés d'une enveloppe et d'une capsiEaédrigue et contenant deux
molécules d’ARN monocaténaires identiques. Le cyéfdicatif des rétrovirus contient deux
particularités : la réverse transcription de I'ARMal en ADN et I'intégration de ce dernier
dans le génome de la cellule infectée.

A ce jour, le comité international de classificatides virus a divisé la famille des
Retroviridae en deux sous familles : lesrthoretroviridae et les spumaretroviridae Les
spumaviridaene contiennent qu’un seul genre, les spumaviriissgLcaractérisent par des
infections persistantes et asymptomatiques. llsgmi@&nt un cycle réplicatif particulier. En
effet, le bourgeonnement des particules viralesffegie au niveau du réticulum
endoplasmique puis I'étape de réverse transcriptilsute au sein de la cellule productrice
tandis que la maturation compléte des virions & dians le cytoplasme de la cellule infectée.
La sous famille desrthoviridae se divise en six genres (Tableau 1). Les cinqegealpha,
béta, gamme, delta, epsilon correspondent a das & pourvoir oncogéene tandis que le



genre des lentivirus se caractérise par des iofextientes et mortelles. Les lentivirus
présentent la particularité de pouvoir infecterdebules quiescentes.

Sous famille Genre Membres les plus connup
Avian Leukosis Virus
Orthoretroviridae | Alpharétrovirus Avian Sarcoma Virus

Rous Sarcoma Virus

Jaagsiekte Sheep RetroVirus
Mouse Mammary Tumor Virug
Murine Lekemia Virus
Feline leukemia virus

Bétaretrovirus

Gammarétrovirus

Deltarétrovirus Bovine leukemia virus

Epsilonrétrovirus Walleye dermal sarcoma virug

Simian Immunodefiency Virus
Human Immunodefiency Virug

Lentivirus Feline Immunodefiency Virus
Visha Virus
Spumaviridae Spumavirus Foamy virus

Tableau 1 : Classification de la famille deRetroviridae.

B/ Le VIH, un lentivirus

1/ Pathologies associées au VIH

Au sein des lentivirus, un des membres les pludiétuest le Virus de
I'lmunodéficience Humaine (VIH). Isolé en 1983 plaquipe de L.Montagnier (Barre-
Sinoussi et al., 1983) puis par celle de Gallo (Rapet al., 1984), le VIH, agent causal du
SIDA, touche actuellement plus de 33 millions despenes dans le monde avec plus de
7 000 cas découverts par jour (Chiffres 2010 deMK). Le continent Africain, le plus
touché, recense plus de 65% du total mondial dgpeéitifs (Figure 1). Deux souches de VIH
ont été répertoriées, VIH-1 et VIH-2. Elles diffetelégérement dans leur organisation
génétigue. Cependant, c’est la souche VIH-1 quiesgionsable de la pandémie mondiale.

L’infection par le VIH, caractérisée par une atteidu systéme immunitaire, se divise
en trois stades (pour une revue détaillée voir Y1 8893)). La primo-infection, constituant le
premier stade, est le plus souvent asymptomatiglie.est suivie par une seconde phase
asymptomatique pouvant durer de 10 a 15 ans. Permidte phase, le virus se multiplie en
infectant les cellules CD4+ du systéeme immunitalies, lymphocytes et macrophages, et
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Figure 1. Prévalence du virus de 'immunodéficienceumaine dans le monde au®i décembre 2008
(OMS).

provoque leur mort via différents mécanismes. Aides phénomenes de fusion cellulaire ont
lieu entre des cellules saines et des cellulestiéds présentant la protéine d’enveloppe a leur
surface (Denizot et al., 2008). La mort cellulapeut également survenir par apoptose
notamment via I'action de la protéine virale Vpryttilumani et al., 2005; Zhao et al., 2005).
Enfin, les ADN viraux non intégrés s’accumulant slda cytoplasme cellulaire, seraient
associés a un effet cytopathique (Pauza et alQ;18Baw et al., 1984). Le dernier stade
déenommé SIDA, Syndrome d’'lImmunoDéficience Acqusee caractérise par de nombreuses
infections opportunistes associées a un taux dephgeytes CD4+ faible (inférieur a
200/mms3). A ce stade la destruction des cellulest€De peut pas étre compensée par
'organisme et de nombreuses maladies opportunsstestallent. Les patients en stade SIDA
présentent notamment des infections comme la tulose, la toxoplasmose, I'herpés, un
sarcome de Kaposi,... Le déces du patient survidatsuite de ces infections, le systeme
immunitaire de I'organisme n’étant plus suffisammefficace. A ce jour, aucun traitement
meédical curatif n’est disponible pour lutter conteeVIH. Néanmoins, la maladie peut étre
retardée par la trithérapie, combinant des antivétux ciblant les étapes de réverse
transcription, de fusion ou de maturation.

2/ Structure de la particule virale

Le VIH est un virus de forme sphérique (Figure cemposant d’une enveloppe, de
diverses protéines structurales et de protéinegesimues.

a. les protéines de structure

Parmi les protéines de structure, issues du prégurzrotéigue Gag, on retrouve la
protéine MA, ou matrice, une protéine de 17 kDdteCprotéine de structure tapisse la face



intérieure de I'enveloppe virale et permet 'aneatps protéines gp4l et gpl20 dans cette
derniére. La protéine MA contient également un &igdLS de localisation nucléaire et se
retrouve comme composant du complexe de pré-irttégraparticipant ainsi a I'adressage de
I’ADN viral au noyau (Freed, 2001; Haffar et alQ@®; Turner and Summers, 1999).

La protéine de capside, dite CA, de 24 kDa este@gaht une protéine de structure.
Elle est maturée une fois la particule virale beornée hors de la cellule et prend alors une
forme conique (Freed, 2001; Mascarenhas and M&sieyth, 2009; Turner and Summers,
1999).

La derniére protéine de structure, la protéine wldéocapside ou NC-p7, entoure les
brins d’ARN pour les protéger. Responsable de Bpsdation des ARN viraux par son
interaction avec la séquence Psi, elle joue égalerae rdle de chaperonne et favorise
linitiation et I'élongation de la réverse trangaion (Berglund et al., 1997; Freed, 2001;
Levin et al., 2005; Sakaguchi et al., 1993; Thowrad Gorelick, 2008; Turner and Summers,
1999).
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Figure 2. Structure et composition de la particulevirale du VIH. Le virion est composé (i) d’'une enveloppe,
formée par les protéines gpl120 et gp41 ancréeslddnsouche lipidique issue de la cellule prodiaetr (i) de
protéines de structure (Matrice, Capside et Nueapsicle), (iii) d’enzymes (Réverse transcriptast&drase et
Protéase) et (iv) d’un génome, formé de deux bhdestiques d’ARN+.

b. les enzymes virales

Les trois enzymes virales sont issues du précunseiéique Gag-Pol. La reverse
transcriptase, nommée RT (p51/p66), est une enzymeuble fonction. Elle possede deux
composantes : une DNA polymérase RNA dépendantepepumet la formation de '’ADN
viral en prenant 'TARN comme matrice et une RNaspiidégrade I'ARN viral au fur et a
mesure du processus de réverse transcription (F266d; Turner and Summers, 1999).



L'intégrase ou IN, protéine de 32 kDa est respolesdb l'insertion de I’ADN viral
dans I'ADN cellulaire. Cette protéine nous intéeegdus particulierement et sera donc
détaillée dans le chapitre Il.

La derniere enzyme virale, nommée protéase (PRKDED agit pendant et apres le
bourgeonnement des particules virales (Freed, ZD@ter and Summers, 1999). Elle clive le
précurseur polyprotéique Gag en MA/CA/NC et peraiesi la structuration de la capside et
de la nucléocapside. Cette étape est courammeptéapmaturation des particules virales,
sans laquelle les virions ne seraient pas infectieu

c. I'enveloppe

L’enveloppe du VIH est directement issue de la bote lipidique de la cellule
infectée. Deux glycoprotéines virales s’y ajoutelat gp120 et la gp41. Toutes deux sont a
I'origine issues du méme précurseur protéique 6mont le clivage a lieu dans le réticulum
endoplasmique. La gpl120 ou SU, est responsalierdeonnaissance et de I'attachement du
virion sur les récepteurs cellulaires CD4, CCRECXICR4 tandis que la gp4l ou TM est
directement responsable de la fusion membranaie2@-2001; Turner and Summers, 1999).

d. les protéines régulatrices et les protéinesssobes

Le VIH est considéré comme un rétrovirus complese i€ code pour de trés
nombreuses protéines régulatrices et accessoi@sdF2001; Li et al., 2005).

Parmi les plus importantes, on retrouve Tat et Rieux protéines régulatrices. Tat,
protéine de 14 kDa est un trans-activateur trapsarninel. Elle se lie a la séquence TAR
présente sur 'ARN viral pour permettre a la faisitiation et I'élongation de la transcription
a partir des LTR viraux (Freed, 2001; Pugliesd.e005). Les cellules eucaryotes controlent
de maniere précise I'export des ARNm. Ainsi, sdals ARNmM épissés sont exportés du
noyau. Néanmoins, dans le cas d'une infection paVIH, des ARNmM non épissés ou
partiellement épissés sont produits. La protéimaleiRev (19 kDa) permet de contrer les
contrbles cellulaires. Cette protéine se lie adguence RRE des ARNm viraux et recrute
'exportine-1 et Ran. Toutes deux impliquées damsmiécanisme d’export des ARNm
cellulaires, elles permettent le passage des ARNmawux, non épissés ou partiellement
épissés, a travers les pores nucléaires. Une éois & cytoplasme, le complexe d’export se
dissocie et Rev est rapatriée dans le noyau gr&oa aignal NLS. Rev facilite ainsi I'export
de ces ARN non épissés ou simplement épissés (Reedl; Suhasini and Reddy, 2009).

Quatre protéines accessoires ont également étédifiélen chez le VIH. Ainsi, la
protéine Vif, de 23 kDa, contrecarre les actionsibiitrices de certains facteurs cellulaires



comme APOBEC3G et facilite la stabilisation du ctemp de réverse transcription (Freed,
2001; Goila-Gaur et al., 2008; Li et al., 2005; @&a and Gabuzda, 2000). Nef, une protéine
de 27 kDa, provoque la dégradation des récepteldd. Ce mécanisme permet (i)
d’'empécher la séquestration des protéines denpelo@mu niveau du réticulum
endoplasmique, augmentant ainsi la productionevieal(ii) de prévenir des surinfections. Nef
entraine également la dégradation des récepteursi-ICMempéchant probablement la
détection des cellules infectées par les lymphacgtgotoxiques, mais elle est également
capable d'inhiber la réponse cellulaire en intenmfiéravec les voies de signalisation. Nef
inhibe également le processus d’apoptose, et augni@mfectivité des virions (Das and
Jameel, 2005; Freed, 2001; Li et al., 2005). Latgne Vpr (14 kDa) agit a différents
niveaux. Elle permet I'arrét du cycle cellulaire gimase G2 et provoque I'apoptose mais est
également un constituant du Complexe de Pré-IniégréPI1C) (Andersen et al., 2008; Freed,
2001; Le Rouzic and Benichou, 2005; Li et al., 20@8pov et al., 1998; Zhao et al., 2005).
Enfin Vpu favorise la production virale et le boeognement des virions et influence la
dégradation des CD4 (Freed, 2001; Guatelli, 20081 &l., 2005).

3/ Le génome viral

a. les régions codantes

Le génome du VIH, long de 9,5 kb, contient des séqas codantes et des séquences
non codantes. Les régions codantes des rétrovieusasactérisent par trois grandes
séquences gag, polet env Dans le cas du VIH, le gérgag code pour les protéines de
structure, matrice, capside et nucléocapside (Ei§lrLe géngol recouvre partiellement le
génegag et contient les séguences des enzymes viraleBagsE réverse transcriptase et
intégrase tandis que le géeerav code les glycoprotéines de I'enveloppe gpl20 etlgp
Comme mentionné précédemment, le VIH fait partis ddrovirus complexes, c'est-a-dire
gue son génome code pour de nombreuses autresnpsotérales en plus des protéines
classiques précédemment citées. Les génes de at@inps régulatrices et accessoires sont
répartis tout au long du génome du VIH, parfoiscagies recouvrements de séquence. Les
génedat etrev sont également fragmentés en deux parties, defpdidutre du genenv.

b. les régions non codantes

De nombreuses séquences non codantes dites clatribggis sont réparties sur le
génome viral (Figure 3).

Les LTR (Long Terminal Repeat) se trouvent auxé@mrités 5’ et 3' du génome viral.
L’ARN viral comporte le LTR 5’ composé des séquenBeU5 tandis que le LTR 3’ contient



U3-R. L’ADN viral contient des LTR identiques en & en 5’, portant les séquences U3-R-
US. En effet, I'étape de réverse transcription pae la copie des LTR de part et d’autre du
génome. La séquence R est responsable de ce phémoctest elle qui est utilisée pour les
sauts de brins lors de la réverse transcriptiorégion U3 du LTR 5’ sert de promoteur. En
effet, elle contient de nombreux sites de liaisox facteurs de transcription (Nf-kB, SP1). La
transcription débute alors au commencement deglaesiee R du LTR 5’ et se termine a la fin
de la séquence R du LTR 3’ expliquant que '’ARNalvine porte pas des LTR identiques en
3’ et 5'. C’est finalement la région U3 du LTR Jliccontient le site de polyadénylation. Les
LTR contiennent également la séquemte Reconnues par l'intégrase, ces séquences lui
permettent d’effectuer le processus d’intégrati®nn(and Leis, 2002).

PBS PSI
TAR

cPPT PPT 3'
arr att
|
LTR5 || E[]LTR 3¢

IRES

Figure 3. Régions codantes et régulatrices du génendu VIH. A. Les régions codantes. Le génome viral est
composé de trois principaux cadres de lecturegag codant les protéines structurales Matrice \MFapside
(CA) et Nucléocapside (NC), (ii) pol codant pous knzymes protéase (PR), Reverse Transcriptasg éRT
Intégrase (IN), (iii) et env codant pour les glyomgines d’enveloppe de surface (SU) et transmemaina
(TM). S'y ajoutent les génes tat et rev codantpleséines régulatrices et les genes vif, vpr, vipneé codants
les protéines dits accessoires. B. les régiondattmes. Le génome du VIH est encadré par les Lbergninal
Repeat (LTR) et comprend de nombreuses séquengetatrices dont (i) les séquences att servant a la
reconnaissance par l'intégrase, (ii) le primer inigaite (PBS), le polypurine tract (PPT) et letcalnpolypurine
tract (cPPT) agissant lors de la réverse transenip(iii) la séquence Psi responsable de I'endagisin de
I'ARN génomique, (iv) les IRES, sites d'entrée rinéedes ribosomes, (v) le RRE, rev-responsive ai¢me
interagissant avec Rev pour I'export des ARNm npissés et (vi) TAR, tat-responsive element, se iamat
pour permettre I'activation transcriptionnelle.

La séquence TAR (Tat Responsive Element) se sdns th région R et possede une
structure secondaire particuliere. Cette séquesseci&ée a Tat permet I'élongation de la
transcription en liant la protéine Tat. Une foid €aTAR liées, la transcription est favorisée
jusqu’a 100 fois (Freed, 2001; Pond et al., 2009).

La séquence RRE (Rev Responsive Element) se situesstranscrits non épissés du
geneenv (Charnay et al., 2009; Freed, 2001). Il est fortkeétres nombreuses structures
secondaires et possede une forte affinité pourdeeime Rev. Comme mentionné plus haut,
cette interaction permet I'export des ARNm virawnrepissés ou partiellement.
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Le génome viral contient également de nombreuseesasequences. Le PBS (Primer
Binding Site) correspond & la séquence sur lagsellixe 'ARNE lors de l'initiation de la
réverse transcription tandis que les séquences PEBFPPT (central PolyPurine Tract)
interviennent dans la synthése du second brin d’ABfded, 2001).

Le début du gene gag porte une séquence régulédndamentale. La séquence Psi
permet en effet la reconnaissance de I'ARN virat [@a nucléocapside au moment du
bourgeonnement, et est ainsi responsable de I'sittzwn du génome viral (Berglund et al.,
1997).

De facon classique, la traduction débute par lameaissance du codon initiateur et de
la coiffe des ARNm. Cependant, une séquence imantedans l'initiation de la traduction a
été identifiée : I'IRES (Internal Ribosome Entryte§ise trouve dans la région LTR 5’ et
posséde la capacité de recruter directement lesaibes et le complexe d'initiation de la
traduction (Balvay et al., 2009).

4/ Le cycle de réplication

a. la phase précoce

Le cycle de réplication du VIH (Figure 4) débute [@areconnaissance spécifiqgue des
cellules portant le récepteur CD4 a leur surfa¢attdchement se produit grace a I'interaction
entre ce récepteur et la glycoprotéine virale gpN&anmoins, pour que l'infection ait lieu, la
présence d’autres récepteurs est requise. Ainsis ¢t cas du VIH, des récepteurs aux
chémokines nommés CCR5 et CXCR4 ont été identdf@ame facteurs essentiels pour
permettre I'entrée du virus. L'étape de fusion arlambrane cellulaire est réalisée par la
seconde glycoprotéine, gp41l.

A la suite de I'entrée du virus dans la celluldgimient une étape de décapsidation
lors de laquelle le complexe de réverse transornpgst libéré dans le cytoplasme. La
conversion de I’ARN viral simple brin en ADN doulitein, initiée dans le cytoplasme, est
effectuée par la réverse transcriptase (FigurdJig fois synthétisé, 'ADN viral peut se
présenter sous différentes formes linéaires etl@i®s, qui seraient présentes a la fois dans
le cytoplasme et le noyau (Butler et al., 2002nEaand Haseltine, 1991; Pierson et al., 2002;
Zack et al.,, 1992). Les formes circulaires dited TR sont certainement issues de la
recombinaison des LTR, tandis que les formes @mag 2 LTR seraient issues de la ligation
des extrémités virales ou de processus d’'autoiatiégr Une transcription précoce a pu étre
observée a partir de ces formes virales non inédgr@ermettant vraisemblablement la
production des protéines Tat, Nef et Rev (Stevergaa., 1990; Wiskerchen and Muesing,
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1995; Wu and Marsh, 2001; Wu and Marsh, 2003). Rate intégré, 'ADN viral est
transporté vers le noyau au sein du complexe dep¥gration (PIC). Ce complexe est formé
de différentes protéines virales et cellulairestdanréverse transcriptase, lintégrase, la
matrice, Vpr, HMGAL (Farnet and Bushman, 1997; 8y@®01; Haffar et al., 2000; Khiytani
and Dimmock, 2002; Le Rouzic and Benichou, 2005dvcet al., 1998). Une fois dans le
noyau, I’ADN viral est inséré dans le génome dedhule infectée par la protéine intégrase.
Le processus d’intégration particulierement intgéa@$ pour cette étude sera détaillé dans le
chapitre Il en méme temps que la protéine qui eresponsable.
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Figure 4. Le cycle de réplication du VIH (Adapté deNisole et al., 2005)La réplication du VIH se divise en
deux phases: (i) la phase précoce se caracigaiséentrée du virus, la conversion de I'ARN en K&t
lintégration de se dernier au sein du génome Iztk) (i) la phase tardive correspond aux étages
transcription et traduction qui aboutiront & la guction des protéines virales ; acheminées a la brem
plasmique, elles s’y assemblent pour former de elbess particules virales qui subiront ensuite useniére
étape de maturation avant d'étre infectieuses.

b. la phase tardive

La seconde phase de l'infection débute par la ¢trgpt®on d’ARNmM épissés et non
épissés. La protéine d’enveloppe est produite @irginn ARNm partiellement épissé. Dans
le réticulum endoplasmique, ce dernier donne naigEsau précurseur protéigue gpl60 qui
sera ensuite clivé en SU+TM avant que les protésment apportées a la membrane
cellulaire. Les différentes protéines accessoim# sssues d’ARNmM partiellement épissés
(Vif, Vpr, Vpu) ou multi-épissés (Tat, Rev, Nef) sbnt acheminées vers la membrane
plasmique pour étre incorporées dans les virioagprécurseur polyprotéigue Gag est issu de
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la traduction de ’ARNmM non épissé. C’est un dégaldu cadre de lecture de ce méme ARN
qgui est responsable de la formation du précursaotéipue Gag-Pol. Une fois les
polyprotéines virales produites, elles sont achéssnvers la membrane cellulaire, ou elles
s’assemblent pour former une nouvelle particulaleirAu moment du bourgeonnement, le
virion est immature. Sous l'action de la protédss, polyprotéines Gag et Gag-Pol sont
clivées pour former les protéines virales indépatela Le précurseur polyprotéigue Gag
engendre ainsi les protéines MA, CA et NC tandis lguGag-Pol forme les enzymes virales.
Les protéines structurales, MA, CA et NC se réayeah ensuite pour donner naissance a une
particule virale infectieuse. Pour une revue comepsir le cycle de réplication, voir (Freed,
2001).

§

Figure 5. Le processus de réverse transcription
(Adapté de Bampi et al., 2004).L’initiation de "
la réverse transcription s'effectue par le s PPT_U3 R s PBS

recrutement d'un ARNY au niveau de la RS
séquence PBS de I'ARN. La synthése d’ADN

court jusqu’'en 5’ et forme le brin noté ADN (-

).Ce brin d’ADN est ensuite transféré a = %m\
'extrémité 3' de I'ARN via I'hnomologie de i
séquence entre les régions R. L'élongation se

b]

poursuit alors jusqu'a I'extrémité 5, le premier ADN (9 ADH 1Y I '
brin d’ADN est en grande partie formé. En %, Us_R_US.pBs )
paralléle, la fonction RNaseH de la RT permet la \( [ERCTEFSS '
dégradation progressive de la matrice ARN. Une S —————— ‘
K . . . ARN dégradé cPPT —
seule petite portion demeure intacte, au niveau ADN (+)
des séquences PPT et cPPT. Elles permettent ADN (-) I DL
linitiation de la formation du brin d’ADN (+). B ey )
L'élongation de ce second court jusqu’en 3’ puis o ST
I'’ARNt"® se dissocie I'ensemble et I'homologie ADN M .
des séquences PBS permet au brin (+) d'étre \ L =
transféré sur le (-) pour finir sa formation. La \ St . \ 5
terminaison de la synthése des LTR s'effectue ,‘( FPTaom )j;'a-
finalement en simultanée sur les deux brins
d’ADN entrainant une copie de séquence. Chaque
LTR est alors composé des séquences U3-R-U5.
3 g SR I
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c. les co-facteurs du cycle du VIH

Le cycle viral fait intervenir de nombreuses pnoési cellulaires pour son déroulement
(Freed and Mouland, 2006; Goff, 2007). Ces co-fasteagissent a diverses étapes de la
réplication (Figure 6).

Outre les machineries cellulaires de base permnieltatransport vers le noyau, la
transcription, I'épissage des ARN, la traduction, retrouve également quelques facteurs
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spécifiques du VIH. Parmi eux, le récepteur CD4estco-récepteurs CCR5 et CXCR4 sont
essentiels a la reconnaissance des cellules gialese VIH (Freed and Mouland, 2006).
L’entrée dans la cellule s’effectue également graoe rafts lipidiques de la membrane
plasmique et l'infection est favorisée par I'asation ICAM-1/LFA1 a la surface cellulaire
(Freed and Mouland, 2006; Imbeault et al., 2009)
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Figure 6. Les principaux facteurs cellulaires nécesires a la

réplication du VIH (Adapté de Nisole et al., 2005)

Lors de I'étape de décapsidation et I'initiation ldeéverse transcription, la protéine
de capside s’associe a la cyclophiline A (CypA)a@en et al., 1996; Luban et al., 1993;
Mascarenhas and Musier-Forsyth, 2008)CypA, une protéine cellulaire incorporée darss le
virions au niveau des cellules productrices, jotigr@tamment un rdle dans la structuration
des protéines. Néanmoins le rdle exact de l'intemacCypA / CA reste mal compris
(Hatziioannou et al., 2005; Sokolskaja et al., 2004

Par la suite, I'étape de transport du complexerddrmiégration vers le noyau ainsi que
'entrée dans le noyau s'effectue grace a l'actites protéines du cytosquelette comme
I'actine et celles des pores nucléaires comme ngsoitines (Freed and Mouland, 2006;
Greene and Peterlin, 2002).

Une fois dans le noyau, I'intégration de 'ADN iraquiert divers facteurs cellulaires
dont nous avons déja parlé, le plus connu étangfiygtb (Busschots et al., 2005; Busschots
et al., 2007; Pandey et al., 2007). L'intégratiah fenalisée par I'action des mécanismes de
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réparations cellulaires. Les protéines des syst@&tmascombinaison homologue (HR) et non
homologue (NHEJ) seraient requis (Daniel et alQ42() Daniel et al., 2003; Daniel et al.,
1999; Daniel et al., 2004b; Desfarges et al., 2Q06&t al.,, 2001a; Nakai-Murakami et al.,
2007; Skalka and Katz, 2005; Taganov et al., 200&xpression des genes viraux nécessite
I'action de I'hélicase A (RHA) et hnRNPs qui s’asgoaux ARN afin d’en faciliter I'épissage
et la traduction (Bolinger et al., ; Freed and Mma, 2006). L'expression virale est
également dépendante de I'acétylation des histbiBest H4 (Lusic et al., 2003). La PABP,
jouant un role lors de la traduction, est clivée laaprotéase du VIH afin d’en abolir la
fonction (Bushell and Sarnow, 2002; Lloyd, 2006;ithret al., 2008).

Enfin, au moment de 'assemblage et du bourgeonngr@eparticule virale utilise la
protéine Tsgl0l, membre du complexe de transpartles endosomes (ESCRT-1) qui
présente la propriété de se lier a Gag (Freed amdavid, 2006; Greene and Peterlin, 2002).
Le facteur d’'assemblage HP68 est également reqrgsdes derniéres étapes du cycle viral.
Enfin, des microdomaines membranaires, riches etéipes du complexe ESCRT-1, en
lipides et en tétraspanines (CD9, CD63, ...), nommedl servent de plateforme au
bourgeonnement viral (Freed and Mouland, 2006; Wealzad Freed, 2009).

[/ Les vecteurs dérivés du VIH

A/ Construction des vecteurs

Depuis maintenant quelques années, les rétrowdtymrticulierement le VIH, sont des
cibles préférentielles pour le développement désaflies génétiques a base de vecteurs
viraux (Baum et al., 2006; Cockrell and Kafri, 2007'Costa et al., 2009; Escors and
Breckpot). lls présentent en effet de nombreux &ges dont l'intégration du transgéne dans
le génome de la cellule, favorisant ainsi son esgiom a long terme. Les lentivirus possédent
en plus la capacité d’'infecter des cellules quiets=eet la propriété de n’engendrer qu’'une
faible réponse inflammatoire. Les vecteurs dértwés/IH sont en constante évolution afin
d’assurer un maximum de sécurité (Figure 7). Tolgstudes sont basées sur des vecteurs
non réplicatifs produits par combinaison de 3 déssalifféerentes (Pluta and Kacprzak, 2009;
Salmon and Trono, 2007).

Une premiere cassette « vecteur », comprenantiéeseatscis (LTR, Psi, TAR,...)
ainsi que le transgéne et son promoteur, est &sacune seconde cassette comprenant les
eléments ertrans (protéines de structure et enzymes virales). lgarsdion des éléments
agissant emis dans une premiéere cassette et des éléments dgedeans dans une seconde
permet de minimiser la formation de particules mebmantes réplicatives. Actuellement,
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pour plus de sureté, les génes des protéines agessyif, Vpr, Vpu et Nef sont éliminés de
la seconde cassette et le géne de la protéinesaieeRev est séparé des autres ggaget
pol. De plus, la délétion de la région U3 du LTR 3’ [{S&activated) dans la cassette
« vecteur » permet également de limiter la répbicadles vecteurs (Yu et al., 1986).
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Figure 7. Evolution dans la construction des vectea lentiviraux (D’aprés Salmon and Trono, 2007).A
partir du génome du VIH, les éléments viraux sé@piasés sur deux cassettes (i) la premiére porar@léments
cis ainsi que le transgéne ; par la suite, unetidéléle la région U3 permet de limiter la réplicatidu vecteur
tandis que 'addition des séquences cPPT et WPREgbal’'améliorer la production virale, (i) la secte porte
les éléments trans, la sécurité biologique estinsuméliorée par I'élimination des génes accessodt la
séparation du géne rev sur une autre cassettedéfnire cassette portant le géne de I'enveloppdewviloit étre
ajoutée pour aboutir a un vecteur lentiviral.

D’autres modifications génétiques ont égalementa@igortées. Le vecteur contient
désormais un flap central (cPPT) en plus du PPEBsijae et une séquence WPRE
(Woodchuck hepatitis virus Post-transcriptional ®étpry Element). Grace aux PPT et
cPPT, linitiation de la formation du brin « + »egmd place au niveau de deux segments
d’ARN non dégradés lors de la réverse transcripmgmentant I'efficacité de la production
(Van Maele et al., 2003). Le WPRE permet d’augnred&e5 fois I'expression de transgéene
(Zufferey et al., 1999). Néanmoins, les effortsvedat se poursuivre concernant cette
séquence. En effet, sa séquence nucléique correespone partie du géne X de I'hépatite des
marmottes (Woodchuck Hepatitis Virus), codant pme protéine avec un pouvoir oncogene.

L’expression du transgene peut également étre @eéptpar un systéme inductible a la
tétracycline via un Tet répresseur et un Tet opérafou Tétracycline Responsive Element)
(Gossen and Bujard, 1992; Kafri et al., 2000) ou patilisation de promoteur tissu-
spécifique (Gruh et al., 2008)
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Finalement la derniére cassette comporte I'enyaafe la particule virale. A ce jour,
'enveloppe du VIH, fragile et d’'un tropisme limjtést remplacée par I'enveloppe du virus de
la Stomatite Vésiculaire (VSV) qui posséde de naukr avantages. Elle élargie
considérablement le tropisme cellulaire des vesteler VSV se fixant sur des récepteurs
cellulaires ubiquitaires (Cronin et al.,, 2005). t€enouvelle enveloppe est également
beaucoup plus stable et consolide la particuldejigermettant des étapes de purification et
de concentration par ultracentrifugation, augmentartitre viral de plus de 100 fois par
rapport au VIH sauvage.

Malgré les progrés accomplis, de nombreuses avameétent a effectuer notamment
sur l'intégration du vecteur. En effet, les preragretudes menées sur des enfants SCID
(systtme immunitaire déficient) utilisant des vacte MuLV ont donné des résultats
encourageants pour 9 patients sur 10 (Cavazzana-€gal., 2000). Malheureusement, parmi
ces enfants, deux ont développé une leucémie guitesertion du transgene au niveau d’un
promoteur cellulaire (Hacein-Bey-Abina et al., 2D08e virus de la leucémie murine
(MuLV), un gammaretrovirus, s’integre en effet @ré&tiellement au sein des promoteurs
tandis que le VIH cible préférentiellement les getranscriptionnellement actifs (Brady et
al., 2009; De Palma et al., 2005; Lewinski et2006; Schroder et al., 2002). L'utilisation de
vecteurs non intégratifs est aussi envisagée (Haaasl McCray, ; Michelini et al., ; Sarkis
et al., 2008; Wanisch and Yanez-Munoz, 2009), IFegpion du transgene se faisant a partir
des formes virales non intégrées. Une secondé&giagn cours d'étude consisterait a cibler
les sites d’intégration. Un doigt de zinc polydadtisionné a l'intégrase permettrait de
favoriser de 7 a 10 fois l'intégration sur un sf@cifique (Giri et al., 2006), de méme la
surexpression de la protéine fusion du domainer@it@l de IN (responsable de sa liaison
avec ledgf/p75) et du domaine N-terminal de la gt HPA. modifierait les sites
d’intégration des vecteurs HIV (Silvers et al.).

B/ Production des vecteurs

La production virale s’effectue par transfectioansitoire des cellules épithéliales de
rein humain (293T) avec 3 ou 4 plasmides différéotsrespondant aux cassettes) (Pluta and
Kacprzak, 2009; Salmon and Trono, 2007). Plusiberges apres la transfection (24h-60h),
les surnageants sont récupérés, ultracentrifugéséie concentrés puis purifiés sur gradient
de sucrose afin d’éliminer tous les composants @ouwmduire une réponse immunitaire.

La titration des vecteurs peut se faire de difflsermanieres. Si le transgene est
« visible », par exemple la GFP, la titration sé& faar quantification de I'expression du
transgéne en cytométrie en flux. Dans le cas coetrane quantification de la p24 (capside)
ou un test d’'activité de la réverse transcripti@uyent étre effectués. Enfin, la méthode de
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PCR quantitative qui quantifie ’ADN viral constéwa ce jour une nouvelle voie pour détecter
les différentes formes virales présentes danslliadee

En condition classique de production, un vecteud @vec une enveloppe VSV est
produit & raison de £a.0’TU/mI (Transducing Unit), la concentration de I@sension virale
permet d’aboutir & un titre de I'ordre de®2®'° TU/mI.
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Chapitre 2 : Intégrase et intégration

Le processus d’intégration ainsi que la protéine en est responsable, I'intégrase
seront présentés lors de ce chapitre. En effegoig d’'un intérét majeur pour notre étude
puisque responsables de I'insertion de I’ADN étearmu sein du génome de la cellule. Seule
lintégrase du VIH sera ici détaillée puisque ceausi constitue notre outil-vecteur
d’intégration.

I/ Le processus d’intégration

A/ Les étapes du processus d’intégration

Des études biochimiques ont élucidé le mécanisnméédration des rétrovirus bien
gue la structure exacte et I'organisation du cowgplactif restent encore mal connues. Les
sites préférentiels d’intégration sont differenédon les virus étudiés. Ainsi, I'intégration du
VIH a préférentiellement lieu dans les genes trapsonnellement actifs tandis que le MuLV
s’integre plutét dans les promoteurs des genesd{Bea al., 2009; De Palma et al., 2005;
Lewinski et al., 2006; Schroder et al., 2002). lrecessus d’intégration se divise en deux
phases essentielles : la coupure en 3’ et le #andé brin. Il se termine par une réparation
des lésions chromosomiques engendrées (Figure &gl{® et al., 2008; Lewinski and
Bushman, 2005).

1/ Reconnaissance des LTR et coupure en 3’

Cette premiére étape a lieu dans le cytoplasmeiaws complexe de pré-intégration.
Deux nucléotides positionnés a chaque extrémit&Ad@N viral sont coupés. Le clivage
prend place du coté 3’ d'un dinucléotide extrémetnuemservé, CA, dans les séquenats
en région U3 du LTR 5’ et U5 du LTR 3'. Cette réantde coupure en 3’ permet I'exposition
des groupes 3’-hydroxyle qui pourront alors étés & I’ADN cellulaire.
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Figure 8. Le processus d’intégration (Adapté de Fred, 2001).Le processus débute par la reconnaissance des
extrémités des LTR par un dimére d'intégrasesedrales deux nucléotides terminaux CA sont alav@s)| ce

qui constitue I'étape de coupure en 3'. Les dimafaségrases se rapprochent pour former un tétraraé
catalyser la réaction de transfert de brin. Cettemiére correspond a la liaison entre les extréndtée 'ADN

viral et 5’ de I'ADN cellulaire. Les brins d’ADN dlelaires sont clivés a 5pb de distance dans ledca¥IH et
l'insertion de I’ADN viral provoque une cassure 8taibrin. Par la suite, les deux nucléotides auxéexités
virales 5’ sortantes sont clivés et les machinedieséparations cellulaires terminent le processusomblant

les bréches, ce qui provoque I'apparition de répés directes de part et d’autre du provirus.

2/ Transfert de brin

Cette seconde étape constitue l'intégration a prapnt dite et se produit dans le
noyau. Chaque extrémité coupée de I'ADN viral eserée dans 'ADN cellulaire par un
mécanisme de trans-estérification. Cette actioressite la coordination d’'un atome fig
Dans le cas du VIH, les sites d'intégration desxdeurémités de I'’ADN viral sont séparés de
5 pb.

3/ Ligation

L'insertion de I’ADN viral crée une cassure doublk# dans I'’ADN cellulaire. La
derniere étape du processus correspond a la rigpacs cette cassure par les machineries
cellulaires (Daniel et al., 2004a; Daniel et aQQ2; Li et al., 2001a; Skalka and Katz, 2005).
Les extrémités sortantes de I'ADN viral (les diraatides non ligués) sont coupées et la
réparation des sites d’intégration, distants deb5 engendre la formation de répétitions
directes de part et d’autre du provirus.
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B/ Les co-facteurs cellulaires de l'intégrase didVI

Bien quin vitro, une intégrase purifiée soit suffisante pour séaliles étapes de
coupure en 3’ et de transfert de brn,vivo, la protéine nécessite le soutien de diverses
protéines cellulaires. Ces co-facteurs ont été uldts par différentes techniques telles que
la co-immunoprécipitation ou systéme double-hydride

1/ Ledgf/p75

La protéine Ledgf/p75, le plus connu et le plusi&ules co-facteurs de l'intégrase du
VIH, a été identifiee en co-immunoprécipitation méupart et double hydride d’autre part
(Cherepanov et al., 2003; Emiliani et al., 2005).

La protéine Ledgf/p75 (Lens epithelium derived gioviactor) est membre de la
famille des HRP (Hpadoma-derived growth factor BelaProtein). Ledfg est une protéine
nucléaire qui possede une forte affinité pour leotatine (Turlure et al., 2006). Encodée par
le genePSIP1, Ledgf possede un role dans la transcription notantrwia son interaction
avec le facteur de transcription PC4 (Ge et aB8)9Ledgf, facteur pro-survie, possede une
forte affinité pour les éléments liés au choc thgua et au stress. Elle est notamment
responsable de l'activation transcriptionnelle a@enbreuses protéines anti-apoptotique ou
lies au stress, comme HSP27 et HSP90 (Sharma 20@0; Shinohara et al., 2002; Singh et
al., 2001). De plus, son lien avec les processoptapques a été souligné par le fait que la
protéine est clivée par les principales caspadestetes, les caspases 3 et 7, ce qui a pour
effet d’abolir le réle pro-survie de Ledgf (Wu ét, 2002).

L’intégrase et Ledgf interagissent en multiméressA deux tétrameres de I'IN
seraient associés a deux monomeéres de Ledgf lopsodessus d’intégration (Cherepanov et
al., 2003). Des expériences d’ARNi ont montré qeddf était nécessaire pour la localisation
nucléaire de lintégrase du VIH et son associaagac la chromatine (Llano et al., 2004b;
Llano et al.,, 2006; Maertens et al., 2003). Cettieeovation a été confirmée par d’autres
études utilisant la surexpression de mutants degfLaefectueux pour la localisation nucléaire
(Maertens et al., 2004), une protéine IN Q168A cdeéieuse pour sa liaison avec Ledgf
(Emiliani et al., 2005) ou des tests de liaison g&inots et al., 2005). De plus, Ledgf
protégerait I'intégrase d’'une déegradation par letgasome (Llano et al., 2004a) et serait
membre du complexe de pré-intégration (Llano et28l04b). 1l est donc proposé que Ledgf
ait pour role de cibler le PIC vers les regionss@iptionnellement actives de la chromatine
(Bushman, 2003; Engelman, 2005).

La liaison entre les deux protéines a été prineipaint attribuée au domaine CCD de
lintégrase (Maertens et al., 2003), particuliéramaux résidus 165-173 (Cherepanov et al.,
2005; Emiliani et al., 2005). Le domaine de liaisdr’IN, noté IBD (integrase binding
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domain), a été localisé dans le domaine C-termitealLedgf (Cherepanov et al., 2004;
Vanegas et al., 2005)

2/ HMGA1l

Cette protéine de liaison a ’ADN module la tramsiion et structure la chromatine.
Elle possede a la fois une capacité de liaisoARN et aux protéines. Cette protéine pourrait
jouer un role lors du processus d’intégration gaprachant les LTR et en facilitant la fixation
de lintégrase a I'ADN, en déroulant 'ADN viral (pdmarsh et al., 1999). HMGA
interagirait également avec le PIC (Farnet anchBuan, 1997) et pourrait moduler la liaison
des facteurs de transcription sur les LTR du VIkeritlerson et al., 2000). HMGA pourrait
egalement inhiber la transcription a partir du éactde transcription Jun mais activerait celle
avec AP1 et ATF3. De plus, ATF3 serait responsdbleecrutement du complexe SWI/SNF
sur le promoteur du HIV (Henderson et al., 2004).

3/ INI1

En systeme double-hybride, la protéine INI1 a &@élée comme interactant de
l'intégrase, elle faciliterait la capacité de l@misde 'ADN de l'intégrase (Kalpana et al.,
1994). Facteur de transcription, membre du compBW4/SNF, sa présence serait requise
pour la production virale et elle serait incorpodéas les virions HIV (Yung et al., 2001).

En conditions normales, INI1 et PML sont retroudé@ss les corps PML au sein du
noyau. L'infection par le VIH provoque une reldsation cytoplasmique de ces protéines.
De plus, ces deux protéines co-localisent aved@ee® agirait sur son transport vers le noyau
(Turelli et al., 2001).

4/ BAF

Le PIC contiendrait la protéine BAF ayant pour rptencipal d’empécher le suicide
par autointégration. Découvert comme interactanfidig&grase par co-immunoprecipitation
(Chen and Engelman, 1998), BAF possede la propdétgonter 'ADN. BAF via son
association avec LAP2, protéine de la lamina nirdg¢aerait impliquée dans 'organisation
structurelle du noyau et serait un composant du(BiifCand Engelman, 2003)

De nombreuses autres protéines sont des intetaqiatentiels de I'intégrase. Ainsi
Imp7, une importine qui se lie aux protéines riboates et facilite leur import dans le noyau,
se lierait a l'intégrase (Ao et al., 2007). La p3d@galement été identifiece comme agissant

22



sur et avec I'IN, via trois résidus lysines spépgifis du C-term de IN (Cereseto et al., 2005).
La HSP60, chaperonne ubiquitaire, stimulerait i@ctde jonction des ADN via I'intégrase
(Parissi et al., 2001). La protéine TTRAP, qui fadrtie des corps PML, a elle aussi été
identifiée en systéme double hybride. De par steraction avec l'intégrase, elle faciliterait
le processus d’intégration (Zhang et al., 2001).pratéine DAXX, qui module la mort
cellulaire via FAS, interagirait avec les intégm#d SV et HIV et inhibe I'expression des
genes (Huang et al., 2008). Enfin, la protéine E&®la famille des PcG, d'abord identifiée
comme interactant de la protéine de matrice MAeragirait avec l'intégrase du VIH en
systeme double hybride et co-localiserait aveddinase en cellules humaines (Violot et al.,
2003).

[I/ Structure de la protéine intégrase du VIH

L'intégration du génome viral dans '’ADN de la cad infectée est une étape clé dans
le processus de réplication des rétrovirus. L’ADMNly une fois produit par le processus de
RT, reste associé a de nombreuses protéines vitlesllulaires dans le complexe de pré-
intégration. Ce complexe comprend en particuligpriaéine intégrase (IN) que nous allons
détailler.

A/ Généralités sur la protéine intégrase

L’intégrase des rétrovirus et des rétrotranspostatalyse de maniére spécifique
l'insertion de 'ADN produit par la RT dans le géne de la cellule hote. L’intégrase du VIH
est une protéine de 32 kDa, longue de 288 acidasearet composée de trois domaines bien
distincts : le core ou domaine central (CCD) poarédlactivité catalytique de I'enzyme, le
domaine N-terminal (NTD) ayant la propriété de files ions ZA" et le domaine C-terminal
(CTD) dont la fonction principale est de lier laof@ine a 'ADN (Figure 9A) (Delelis et al.,
2008). Les tests d’activii@ vitro sont basés (i) sur I'étude des phénomenes de ceripn 3’
et de transfert de brin ayant li@uvivo etin vitro et (ii) sur I'activité de désintégration de la
protéine n'ayant lieu dun vitro (Figure 9B).
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Figure 9. A. Les différents domaines de l'intégrasd.a protéine se divise en trois domaines : (i)dendine N-
terminal se caractérise par sa capacité a lieoles zinc notamment via les résidus conservés HHEge
domaine central ou core contenant le site catalgtidéfini par les résidus D,D,E et reconnaissaiN viral
(iii) le domaine C-terminal, responsable de la tiima non spécifique de I'ADN. Les trois domainestso
également impliqués dans la multimérisation derdagine.B. Les activités catalytiquesn vitro de la protéine
intégrase (D’'aprés Delelis et al., 2008)n vivo la protéine intégrase catalyse les réactions dgwe en 3’
(clivage de deux nucléotides CA), et de transferbdn (intégration d'un ADN déja clivé au sein d’second
AND). Une troisieme activité catalytique, la réactide désintégration, est également réalisabiatro. Elle
correspond a la réaction inverse du transfert de Bes tests d'activités sont basés sur un magytedjoactif
des extrémités d’'oligonucléotides mimant les ségegnirales. Les produits sont par la suite analgsé gel de
séquence dénaturant.

B/ Fonction des différents domaines de l'intégrase

1/ le core de la protéine

Le domaine catalytigue ou core de lintégrase apmpdr a la superfamille des
DNA/RNA strand transferases/nucleases qui inclatig¥gent les transposases bactériennes,
la protéine RuvC et la RNaseH (Dyda et al., 199d4e Rnd Baker, 2001).

Le core de la protéine s’étend des positions 502 R est caractérisé par les trois
résidus du site catalytique : DD-35-E, correspoha@arx résidus Asp64, Aspll6 et Glul52
pour lintégrase du VIH. Ces trois résidus ont nutzent été identifies chez le VIH par
mutagenese dirigée et tests d’activités. Les iaggg mutées ont ainsi été testaestro pour
leurs différentes activités. Il a été déemontré lpseintégrases mutées pour les résidus Asp64,
Aspl16 et Glul52 ne peuvent effectuer qu’entre B¥&tdes activités de la protéine sauvage
(Engelman and Craigie, 1992). Des mutations dasgsasdus entrainent donc I'abolition ou
la diminution drastique de toutes les activitésalgigues de la protéine. Mais I'activité
catalytigue de lintégrase dépend également derdgsepmce de cations bivalents de type
magnésium (Goldgur et al., 1998).
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En plus du site catalytique, le domaine centraégalement impliqué dans la liaison
spécifique de '’ADN viral, notamment via les lysing&56 et 159 identifiées par expériences
de cross-link (Jenkins et al., 1997) et de la ghime 148 (Johnson et al., 2006). De nombreux
résidus du domaine central seraient également tgdsepour le processu d’intégration
concertée ainsi que I'oligomérisation de la praédiMoreau et al., 2004)

La lysine 186 a également été identifiée, en systatouble hybride, comme
essentielle pour la localisation nucléaire de lat@ne. La perte de localisation nucléaire
provoguée par la mutation de ce résidu pourraihmé&ins étre complémentée par I'addition
d’'une protéine sauvage mettant ainsi en avant uniénnérisation possible de la protéine
(Berthoux et al., 2007).

La protéine intégrase étant nécessaire pour dapi@cessus du cycle viral, tels que
la réverse transcription et/ou I'assemblage ddensr les mutants du core de la protéine ont
été classés en deux groupes : le groupe | compteadmutations qui n’affectent que le
processus d’intégration tandis que le groupe Il m@md des mutations qui empéchent le
processus d’intégration mais également la réveesesdription et 'assemblage (Engelman,
1999; Lu et al., 2005). Par exemple, la mutatioBZ1 du site catalytique, de classe II, abolit
de plus de 98% le processus d’intégration lors yecviral (Engelman and Craigie, 1992)
mais n'empéche pas I'étape de réverse transcrifitioet al., 2005).

2/ Le domaine N-terminal

Ce domaine s’étend des acides aminés 1 a 49. tleabdrdes résidus His/Cys en
paires, extrémement conservés et essentiels ativité de la protéine. Chez L'intégrase du
VIH, les résidus H12-H16-C40-C43 constituent ungio® similaire a un doigt de zinc et
possédent effectivement la propriété de lier les iBrf* (Zheng et al., 1996). Des mutations
de ces résidus diminuent de plus de 95% l'actiyiddale de la protéine sans pour autant que
l'activité de désintégration ne soit touchée (Engai and Craigie, 1992).

Le domaine N-terminal joue également un réle prédant dans la multimérisation et
la stimulation de I'activité catalytique de la gFimte notamment via la fixation des ions zinc
(Zheng et al., 1996). Il semblerait également jawrerdle indirect dans la liaison de 'ADN
viral (Carayon et al.).
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3/ Le domaine C-terminal

Le domaine C-terminal, contrairement aux autresnanes de la protéine, ne
présente pas de résidus hautement conservéstelhd’'des résidus 213 a 288. Des études de
délétions le désignent comme le domaine responsiablie fixation non spécifique de 'ADN
(Engelman et al., 1994; Heuer and Brown, 1997; iKatz and Sudol, 1995). Des expériences
de pontage chimique ont permis la mise en évidelec&ois résidus R262, L234 et K264
importants pour la fixation non spécifique de I'’A0DNutzke and Plasterk, 1998; Lutzke et al.,
1994). Par exemple, une mutation de la lysine 26glatamine abolit totalement la propriété
de liaison a I'ADN de la protéine intégrase. Enfia domaine serait fortement impliqué dans
la mutimérisation de la protéine (Andrake and Skalk995; Jenkins et al., 1996) ainsi que
dans la réalisation de l'intégration concertée (@éaret al., 2003). Deux mutations, L241A et
L242A confortent cette hypothése puisqu’elles pogment la perte de I'oligomérisation de la
protéine (Lutzke and Plasterk, 1998).

C/ Structure des domaines et dimérisation

Les analyses structurales de I'intégrase sont dgogs, en effet, la protéine est tres
peu soluble et présente une forte flexibilité. loenéine central CCD de lintégrase du VIH a
éte le premier a étre résolu par cristallographie @yons X (Dyda et al., 1994). Cette
structure a permis de mettre en évidence que ke smprésente sous forme de dimeére et que
les résidus du site catalytique, a proximité les wes autres, forment une poche qui
coordonnerait la fixation d’ions bivalents de tylly*" nécessaires au fonctionnement de
I'enzyme. Par la suite ce domaine a été cristafliiséomplexe avec des ions Mgconfortant
ainsi I’hypothese précédente (Goldgur et al., 1998)

Les domaines NTD et CTD ont également été rés@as€t al., 1997; Eijkelenboom
et al., 1997). Tout deux se présentent sous forndirdere. Le domaine NTD, composé de 3
hélicesa combiné au motif HHCC type doigt de zinc n’arbpes une vraie structure en doigt
de zinc mais serait nécessaire a la stabilisateotagrotéine. La structure du CTD, résolue
par RMN, contient des motifs SH3 et est forméeide brinsp.

Bien qu’a ce jour la structure entiere de I'intéggran’ait pas été résolue, une structure
dimérique du CCD + CTD a été obtenue, le core ptése la méme conformation que celle
obtenue précédemment (Chen et al., 2000). La corftton des domaines NTD + CCD a
egalement été résolue, la structure générale sergeit toujours sous forme de dimere, le
core ayant toujours la méme conformation (Wand.e2@01).

26



D/ Modeéle d’action sous forme de tétramere

Différentes expériences montrent que les intégraséstent dans un équilibre de
formes monomeres, dimeres, tétrameéres et parfass(Blaranova et al., 2007; Coleman et al.,
1999; Deprez et al., 2001; Faure et al., 2005; ztial., 2006; Jones et al., 1992; Petit et al.,
1999). De nombreuses indications laissent a pegser bien que chaque domaine soit
cristallisé sous forme de dimere, une organisasopérieure, de type tétramere, soit
nécessaire a la protéine pour effectuer le prosedstégration.

Tout d’abord, la surface de l'interface entre lemétes de core laisse penser que cette
forme correspond bien a une configuration biologigle la protéine. Néanmoins, I'espace
entre les deux sites actifs, 30 A, n’est pas coiblgatavec I'espace entre les sites
d’intégration égal lui & 15 A. En conservant le éismcomme matrice, il faut donc au moins
une oligomérisation de I'ordre du tétrameére pounadtre la réalisation totale du processus
d’intégration (Wielens et al., 2005)

De plus, des études de trans-complémentation terdd@onforter cette hypothese.
Ainsi, des intégrases mutées dans les différentsaadwes ont été testées pour leurs activités
vitro etin viva Les protéines mutées peuvent étre trans-compl&eepar d’autres protéines
mutées sur des sites différents (Engelman et @93;1Fletcher et al., 1997; Gao et al., 2001).
Il en ressort que, associé a chaque LTR, un CChiagivec le domaine CTD d'une autre
molécule, impliquant donc un dimére a chaque extéwirale et la nécessité d’'un tétramere
d’intégrase pour réaliser le processus d’'intégnatians sa totalité.

La notion de tétramere est également engagée wandd de Guiot. Cette étude par
fluorescence anisotropique démontre qu’un diméirgérase est nécessaire sur chaque brin
d’ADN viral lors de I'étape de coupure en 3, ta;idu’un tétrameére est requis pour l'activité
de transfert de brin (Guiot et al., 2006).

Enfin, des études par SAXS ont montré que l'irdégrse trouvait sous différentes
formes, monomére, dimere et tétramere et que dolgrisation de la protéine serait
provoquée par la liaison a 'ADN (Baranova et 2007). De méme, des expériences de
pontage chimique et d’immunoprécipitation ont mérgue la liaison de I'intégrase a son co-
facteur principal, Ledgf/p75, serait responsabléaigomérisation de la protéine sous forme
d’octamere lors du processus de transfert de Btieiiepanov et al., 2003).

Depuis maintenant de nombreuses années, lesiqgieggg s’attachent & modéliser
'oligomére de lintégrase responsable du procesdistégration. Ainsi, de nombreux
modeles de tétraméres ont été proposés sur ladbas#onnées structurales déja connues (des
expeériences de pontage chimique et trans-compléti@mt des contraintes spatiales, de
I’lhomologie de structure avec les nucléases tegjlesla transposase Tn5 (Podtelezhnikov et
al., 2003; Ren et al., 2007; Wielens et al., 200B3is aucune modélisation ne semblent
concluante.
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Trés récemment, la structure de l'intégrase entiierd-oamy Virus $pumaviridag
associée a I'’ADN viral a été résolue par cristabiphie aux rayons X, apportant ainsi de
nouvelles données structurales sur le fonctionneéreér’oligomérisation de la protéine
(Figure 10) (Hare et al.).

CCD

ADN viral

Figure 10. Structure du tétramere de l'intégrase du~oamy Virus en association avec I'’ADN viral (Hareet

al., 2010) Cette structure se nomme intasome. Les monondéreéégrases en bleu et vert sont a l'intérieur du
complexe et directement impliqués dans la liaiseifADN viral (orange et violet) tandis que les nooméres en
jaunes se trouvent a I'extérieur du complexe. lites satalytiques impliqués dans la liaison de IM\Biral ainsi
que les ions zinc sont indiqués. CCD : central adoenain, CTD : C-terminal domain, NTD : N-terminal
domain.

[1l/ Méthode de quantification des ADN viraux intégrés

De nombreuses études ont été menées afin derdéfmoment auquel se faisaient les
toutes premieres intégrations. Une méthode de digatibn spécifique des formes virales
intégrées, basée sur les séquerkieshautement répétées du génome humain, a ainsi été
développée (Butler et al., 2001). Une premiere RMRNt a la fois ces séquences alu et une
séquence virale permet la sélection des formesesiiatégrées tandis qu'une seconde PCR
permet la quantification des provirus. Par la sutdte méthode a été reprise et améliorée.
Ainsi, le nombre de cycle de pré-amplification & abaissé afin d’éviter une saturation de la
premiere PCR (Brussel and Sonigo, 2003; lordanskigl., 2006; O'Doherty et al., 2002;
Vandegraaff et al., 2001; Yamamoto et al., 200&).plus, un référent de quantification plus
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adapté a été utilisé. Ainsi les quantifiactions plewvirus se font a partir de lignées cellulaires
ayant un nombre connu de provirus dans leur générattules Ach-2, 8E5 ou U1l)
(lordanskiy et al., 2006; O'Doherty et al., 200R)une maniére générale, quel que soit le
systeme cellulaire utilisé, les premieres intégrati sont détectées entre 3h et 4h post
infection (Brussel and Sonigo, 2003; lordanskiy atét, 2006; O'Doherty et al., 2002;
Vandegraaff et al., 2001; Yamamoto et al., 2008J.I® suite, une derniere amélioration a été
effectuée par I'équipe d’Agosto. En effet, la nplitation des essais (jusqu’a 40 répétitions)
a permis d’augmenter la sensibilité de la méthaeldétection. Malheureusement cette étude
n'a pas été couplée a une cinétique d’intégratmtemps des premiéres intégrations restant a
redéfinir (Agosto et al., 2007).

Finalement, la détection des premiéres intégratiens 3h post infection est fortement
corrélée aux résultats obtenus par d’'autres étudiass une premiere étude, des particules
virales du VIH ont été doublement marquées : msdn de Vpr avec une protéine fusion
GFP et par un marquage a la rhodamine des ADN wiglite a une étape de réverse
transcription endogéne (Turelli et al., 2001). kajet intracellulaire du complexe de pré-
intégration a ainsi pu étre suivi. Une agrégati@nirucléaire est observable a 2h30 post
infection. De la méme maniere, en utilisant degi@des virales contenant une protéine
fusion Vpr-GFP, 75% des complexes de pré-intégnatsitieignent la noyau vers 1hl15 et
certains sont méme détectés dés 40 min post iafe@cDonald et al., 2002).
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Chapitre 3 : Les régulateurs cellulaires

Le cycle de réplication des rétrovirus est entimendépendant des machineries de la
cellule infectée. De ce fait, des interactions i entre les fonctions cellulaires et les
infections virales, notamment celles par le VIH ét#& rapportées (Brass et al., 2008; Konig et
al., 2008; Ringrose et al., 2008). Parmi les nondee familles de processus cellulaires
modulés lors de I'infection virale, nous allons adntéresser a quatre d’entre elles dont nous
reparlerons également lors des résultats. Dansamigr temps, les facteurs et les processus
cellulaires liés aux modifications de la chromatinegemodelage, formation de
hétérochromatine) et sa réparation seront aboR#sla suite, les acteurs du cycle cellulaire,
processus engage lors de la prolifération cellelairfinement régulé en cas de stress tels que
les dommages a I’ADN, seront développés. Enfin,deraiere partie sera consacrée a la mort
cellulaire, notamment celle par apoptose. Ce psusestroitement lié au cycle cellulaire est
engage lorsque les dommages cellulaires sontrimppriants pour que la cellule survive.

I/ Les processus de modifications de la chromatine

A/ Modifications des histones

Les organismes eucaryotes ont élaboré difféerentasieres d’empaqueter la fibre
d’ADN, le niveau le plus fondamental de compacti&ant réalisé par les nucléosomes.
L’'unité de base de la chromatine est ainsi corésitle 146 pb d’ADN enroulées autour d’'un
nucléosome, correspondant a un octamere dhistdBes que les nucléosomes soient
spécialisés a la fois dans leur composition et deuns modifications covalentes ; de facon
classique, ils consistent en I'association de dmpies de quatre histones (H2A, H2B, H3 et
H4). Certains variants d’histones sont parfoisség dans la formation d’'un nucléosome, ils
ont alors pour fonction principale la régulation kExpression, des genes et des régions
chromosomiques telles que les télomeres et lesrareates. De la méme facon, les
modifications post-traductionnelles extrémementées et dynamiques jouent un rbéle majeur
dans la régulation de la transcription dépendaegehistones. Enfin, leur positionnement le
long de la fibre d’ADN est un facteur clé de langgsion génique, les nucléosomes occupant
souvent des régions de liaison aux facteurs desdrgation. Il est maintenant établi que ces
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mécanismes cellulaires, impligués dans la modificatdes histones, jouent un réle
fondamental lors des infections rétrovirales, etrealors du ciblage de I'’ADN viral sur
’ADN cellulaire et au moment de la transcriptio@i(ffi, 2008; Mok and Lever, 2007,
Pumfery et al., 2003; Quivy et al., 2007).

1/ Les complexes de remodelage

Les nucléosomes, désormais considérés comme ddésipaents actifs dans la
régulation de la transcription, sont organisés, ilis@ls et remodelés par des complexes de
remodelage de la chromatine. Quatre groupes ekiatesein d’'une cellule, définis selon leur
composition protéique et leur fonction (Cairns, 20Qundu and Peterson, 2009).

Les complexes SWI/SNF sont principalement impliqaéss la régulation de la
transcription. Des nucléosomes sont éliminés out@goafin de laisser libre d’acces, ou non,
les régions de liaison aux facteurs de transcnpti®es complexes jouent également un réle
dans I'élongation de la transcription. lls sont pmsés d’'une sous unité catalytique Brgl ou
Brm et de plusieurs sous unités associées, sowgEtifiques du tissu cellulaire. Ce Le
complexe SWI/SNF est également directement impldares la réplication des rétrovirus. En
effet, ce complexe et notamment la protéine Brglliewait au promoteur du VIH aprés
l'intégration de ce dernier (Henderson et al., 200dk and Lever, 2007).

La famille INO80 contréle I'échange de variants istbne dans certaines régions
chromosomiques comme les centroméres et lors dairees phases cellulaires telles que la
réplication. Ce complexe régule également la prapag de la chromatine inactive et jouerait
un réle dans la réparation des cassures double brin

Le complexe ISWI prédomine dans la cohésion desnchtides sceurs lors de la
réplication. Il est également impliqué dans l'iaiion et I'élongation de la transcription. Son
réle dans I'inhibition transcriptionnelle a égalethété démontré par son interaction avec des
répresseurs de ’ADN.

Le complexe Mi-2/CHD sert également de répressemstriptionnel et contréle
I'élongation de la transcriptiorParmi les protéines les plus étudiées, on retrdlivé3 et
Chd4. Elles font partie d’'un complexe composé ddtiples sous unités et possédant des
activités de déacétylation mais également de relageales nucléosomes (Murawska et al.,
2008).

2/ Le code histone

Les queues N-terminales des histones, dont la séquest extrémement conservée,
sont soumises a différentes modifications covatkergkant de I'acétylation, la méthylation, la
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phosphorylation, la sumoylation a l'ubiquitinationCes modifications sont catalysées par
différentes enzymes cellulaires : les histones yiasds HAC, les méthyltransférases, les
kinases... et peuvent étre inversées par des enzighes que les déacétylases HDAC, les
phosphatases ou démeéthylases. Elles sont respessibmodifications (i) de la structure de
la fibre de chromatine et (ii) des interactionsret& chromatine et les protéines régulatrices
autres que les histones.

Bien que le rdle attribué a la plupart de ces nmicatibns reste mal compris, on sait
maintenant que chaque modification posséde uneidonbien particuliere (Munshi et al.,
2009; Ruthenburg et al., 2007) (Figure 11). Aitendis que les acétylations des lysines sont
le plus souvent corrélées a I'activation transaiptelle et a I'accessibilité de la chromatine,
leur méthylation peut étre soit corrélée a I'adima transcriptionnelle soit a la répression
selon le résidu impliqué. En effet, les méthylagiate la lysine 4 de I'histone 3 (H3K4) et
H3K36 sont associées a la chromatine transcriptitement active tandis que les
modifications H3K9, H3K27 et H4K20 sont généralemearrrélées a la répression
transcriptionnelle (Bernstein et al., 2007; Kunda #eterson, 2009). De plus, un lien entre la
phosphorylation de différentes histones (H2AS122B814,yH2AX, HAS1) et la réparation
de 'ADN a été clairement établi (Altaf et al., 200 Récemment la sumoylation des
différentes histones a été associée a linhibittoanscriptionnelle notamment via le
recrutement de protéines répressives (Garcia-Darmeingnd Reyes, 2009).

. . activation
répression

mitose \ 'ADN
dépot des histone‘s\ ®® ®/
~_ @ ;@ 2 .

activation «__

réparation de

''''''

2 k3 HJ
activation / @ ® 3 \ activation

activation

dép6t des h|stones
activation
euchromatine | élongation

répression

Figure 11. Modification post-traductionnelles des Istones et réles associéd) = ubiquitination, P =
phosphorylation, M = méthylation, A = acétylation
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B/ La méthylation de 'ADN

1/ Fonction de la méthylation de I'ADN

La méthylation de 'ADN chez les eucaryotes supggea exclusivement lieu sur les
cytosines présentes dans un contexte de dinucé@pls. Ces derniers ont tendance a se
regrouper en région, nommeées les ilots CpG, quiasactérisent par un fort pourcentage en
GC et une prévalence de dinucléotides CpG. Ces @G représentent une grande part des
séquences de régulation en cis. En effet, envi@¥ @es promoteurs leur sont associés
(Bernstein et al., 2007; Kundu and Peterson, 20Mihn and Schubeler, 2009) et ceux qui ne
correspondent pas a des promoteurs serviraierdgidateurs distaux tels que des insulateurs
et des enhancers (Mohn and Schubeler, 2009).

La méthylation de I'ADN est impliquée dans diversiEmctions cellulaires et
pathologies allant de I'expression génique spé&offigans certains tissus a la différenciation
cellulaire, inactivation du chromosome X, le visgement, le maintien de I'empreinte
géneétique, la répression des transposons, la tegulde la structure de la chromatine,... Elle
constitue une voie efficace de répression des gé®esistein et al.,, 2007). Au sein des
cellules somatiques différenciées le patron de yiettibn est stable et transmissible (Kundu
and Peterson, 2009; Mohn and Schubeler, 2009)inAelise, le patron de méthylation est
extrémement dynamique au cours du développemete & progression de la tumeur. En
particulier, les promoteurs de certains genes s&gspurs de tumeurs sont les cibles d’hyper
méthylation ce qui provoque leur répression (Beinstt al., 2007).

2/ Les protéines méthyltransférases (DNMT)

La méthylation de I’ADN est effectuée par des mithgsférases DNMT qui peuvent
étre divisées en deux groupes. Celles qui sontbtepale lier un groupement méthyle sur
’ADN initialement non méthylé, sont appelées leBmnt de novo». On y retrouve Dnmt3a
et Dnmt3b qui agissent en général apres la rémitaf l'inverse, les autres Dnmt (Dnmt1,
Dnmt3L) ne sont capables de méthyler que 'ADN digani-méthylé, elles agissent donc
pendant la réplication. On les appelle les « Dnmat maintenance » (Turek-Plewa and
Jagodzinski, 2005).

Dnmt3a ne posséde qu’'une faible activité méthydticnase, elle semble de ce fait
nécessiter la présence de nombreux co-facteurs quiimiser son efficacité. Cette enzyme
cible préférentiellement les CpG couplé a des pgimes. Dnmt3b est plutdt spécialisée dans
la méthylation des CpG associés aux séquences éefpétles régions satellites
péricentromériques (Turek-Plewa and Jagodzinski5R0
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Dnmtl est la principale enzyme responsable du meairdu patron de méthylation
pendant la réplication. Durant cette phase, envif@millions de CpG sont demi-méthylés,
conservés sur le brin matrice. Ces sites doiverd &ts précisément meéthylés afin de
conservé le patron initial de méthylation de I’ADAinsi, Dnmtl, placée sur la fourche de
réplication, méthyle immédiatement les CpG surrie B’ADN nouvellement synthétisé en
reconnaissant la présence de dinucléotide CpG héésoy le brin matrice. Par ce biais, le
patron de méthylation est stable et transmissiblseén des cellules somatiques différenciées.
(Kundu and Peterson, 2009; Mohn and Schubeler,;ZD@@k-Plewa and Jagodzinski, 2005).

Dnmt3L ne possede a elle seule aucune activité yigthsférase, elle requiert la
présence d’autres « Dmde novos». Elle peut également se lier a Dnmt3a et Dnnatfai
d’en accroitre le niveau d’activité. De plus, etieeragit avec et active la protéine HDACL1, la
reliant ainsi aux mécanismes de remodelage de tanctiine et de répression de la
transcription (Turek-Plewa and Jagodzinski, 2005).

Enfin, Dnmt2, la plus petite des méthyltransférases présente en réalité aucune
activité de novoou de maintenance. Elle semblerait plutét impleydéns la reconnaissance
des dommages a I'ADN et dans les mécanismes dembagaison (Turek-Plewa and
Jagodzinski, 2005).

C/ L’hétérochromatine

De larges parties du génome consistent en une dhirenhautement condensée
nommée hétérochromatine. Cette derniere se casscfgar une transcription réprimée et est
essentielle pour le maintien de l'intégrité du gaeo Il a été démontré que la répression
transcriptionnelle provoquée par la formation ddnéthromatine agirait lors des infections
par le VIH afin de réduire I'expression virale etrat impliguée dans I'état de latence (Mok
and Lever, 2007). L’hétérochromatine se divise enxdcomposantes : I'hétérochromatine
facultative et I'hétérochromatine constitutive (Dirnet al., 2009).

1/ L’hétérochromatine facultative

Possédant une forte densité en genes, I'hétérochimenfacultative correspond a des
régions d’euchromatine dont la structure et l'atdivsont finement controlées de sorte
gu’elles puissent étre actives ou réprimées sadsnphases spécifiques du développement.
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Elle posseéde donc toujours la capacité de s'intemextir entre hétérochromatine et
euchromatine dans un contexte particulier qui sé diétre a la fois temporel, spatial et
héritable (Figure 12). Différents processus sonui® pour sa formation, notamment : (i)
l'incorporation de composants spécifiques tels tpge histones H1 et macroH2A, (i) le
remodelage de la chromatine via les complexes pitésédemment ainsi que l'action des
HDAC, HKMT et Dnmt, (iii) I'activité entransde facteurs spécifiques tels que les protéines
du groupe polycomb PcG, les insulateurs, PARKPHE1 et KMT1C (ayant pour rble de
méthyler H3K9) et enfin (iv) la localisation nualée (Trojer and Reinberg, 2007).

Par le jeu combiné de ces différentes enzymes, mesques moléculaires
caractéristiques composent I'hétérochromatine fatiué : une hypoacétylation des histones,
un fort taux de H3K27me, H3K9me2/3 et H4K20mel/2t3un ADN fortement méthylé
(Dimitri et al., 2009; Dinant and Luijsterburg, ZD0Garcia-Dominguez and Reyes, 2009;
Rusche and Lynch, 2009; Trojer and Reinberg, 2007).

Enzymes de modification

des histones Complexes de remodelage

HDAC, HKMT, ublqumne ligase ATP- dependant
INO8O, SWI/SNF, ISWI, Mi-2/CHD
Varlant macroH2A

ADN Meihyltranserase

Dnmt 1/3a/3b/3L
Hétérochromatine

‘ Euchromatine ‘ facultatlve
JUUUUUUU/ /JJ//// Dithagraa

Polycomb Group PcG
- PRC1 (Cbx2/4/6/7/8, Ring, Bmi1, Mel1B, Phc1/2/3)
- PRC2 (EE2h1/2, EED1/2/3/4, Suz12)
HP1y
Insulateurs
PARP-1

Position subnucléaire
ARN non-codant

Figure 12. Facteurs influencant la conversion entreuchromatine et hétérochromatine facultativeParmi

les facteurs liés a la modulation de I'hétérochribmeafacultative, certains facteurs agissentranstels que les
protéines du PcG, les insulateurs et les ARN natacts, d’autres modulent directement la chromatifest

notamment le cas des complexes de remodelage.
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2/ L’nétérochromatine constitutive

L’hétérochromatine constitutive, composant de lslessegénomes eucaryotes (30% du
génome humain), se retrouve en général en larggopopres des centromeres et des
télomeres. Elle se caractérise le plus souvendpanombreuses séquences répétéees, ADN
satellites et éléments transposables et son oggems est maintenue sur les deux
chromosomes homologues. Possédant une faible él@arsigénes, et une réplication tardive
en phase S, elle ne présente pas d’activité trtiscmelle. L’hétérochromatine constitutive
engendre la réduction du taux de recombinaisona mdiose et l'inactivation de genes
euchromatiniens quand elle s’en rapproche (effetadi€égation) (Buhler, 2009; Dimitri et al.,
2009).

Cette hétérochromatine est caractérisée par lempeésdes protéines HP1/ KMT1A/B.
La protéine KMT1A/B (ou Suv3-9H1/2) a pour fonctiole méthyler I'histone H3 sur la
lysine 9. L’histone ainsi modifiée présente unddaffinité pour la protéine HP1, qui vient
alors s’y fixer (Dinant and Luijsterburg, 2009; Rbe and Lynch, 2009).

L’hétérochromatine des centromeres est caractéripae des modifications
particulieres de certaines histones notamment H3XOifDimitri et al., 2009) ainsi que
I'alternance de régions de 10-20 kb de H3/H2A.ZENP-A (variant de H3)/H2A dans le
but d’orienter la fibre centromérique et de la mendccessible lors de la division cellulaire
(Dalal, 2009; Mellone, 2009).

L’hétérochromatine des télomeres est caractériaé&ipKOme2/3. Les télomeéres ont
pour fonction principale de protéger les extrémidés chromosomes contre des dégradations
ou des fusions inopinées permettant ainsi de nramike stabilité des chromosomes (Deng
and Chang, 2007; Dimitri et al., 2009; Schoeftnet Blasco, 2009).

D/ Les instabilités chromosomiques

1/ les altérations des chromosomes

Dans de nombreux cas, les chromosomes cellulasrésssumis a des stress menant a
des instabilités chromosomiques. Ces dernieresgmeléire liées a différents processus tels
gue des mutations dans des protéines clés comnmdesnes FANC, la télomérase et ses
protéines associées, les protéines de contrbla plication de I'ADN et celles de réparation
des lésions. Plusieurs types d’altérations desncbhsomes ont été répertoriés et classés en
quatre groupes.
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a. Les changements subtils de la séquence

Les changements de séquence n’'impliguent que @®lqucléotides et des
mécanismes de substitutions, délétions, insertionsmutations pouvant mener a des
mutations non sens. Ces changements, regroupésesaiesmes d’instabilités nucléotidiques
NIN et d'instabilités des microsatellites MIN (Lemger et al., 1998), sont en général causés
par des erreurs de la polymérase non réparéesepamécanismes de réparation des
mésappariements ou d’excision des nucléotides (panagraphe « Les mécanismes de
réparation de 'ADN »).

b. Les aberrations du nombre de chromosomes

Les aberrations du nombre de chromosomes impliqlerperte ou le gain de
chromosomes entiers provoquant parfois la perte I'liétérozygotie. Ces instabilités
chromosomiques CIN pourraient simplement étre diesne structure anormale et des
propriétés de croissance aberrante de certaindgesel Les point de contréle du cycle
cellulaire (voir paragraphe « Le cycle cellulailesemblent étre impliqués dans les CIN : un
échec au point de contrdle du fuseau mitotique @elai de la réparation de 'ADN peut
provoquer la ségrégation inégale de chromosomes plu moins endommagés. Le
centrosome peut également étre impliqué dans I&k: @les fuseaux multipolaires et un
nombre anormal de centrosomes ont la possibilitpetturber les microtubules et donc la
ségrégation des chromosomes (Duensing and Mung@t).2

Tous ces mécanismes de contrble sont basés stioate diverses protéines, et on
peut finalement conclure que les CIN peuvent éaasés par des défauts dans de tres
nombreux genes.

c. Les translocations

Les translocations se caractérisent par des régmaents distincts de segments
chromosomiques. Ces réarrangements sont « repiol@sct et observés dans de nombreux
cancers. lls impliqguent en général le méme segai&mN et entrainent (i) I'activation d’'un
oncogeéne via sa relocalisation prés d’'une séquermraotrice ou régulatrice fortement active
ou (ii) la fusion de protéines (Lengauer et al9809 Dans les lymphocytes, ces translocations
résultent parfois d’'un défaut dans le systeme dembinaison VDJ, impliquant alors les
protéines RAG1 et 2 (Kuppers and Dalla-Favera, 20M&kculescu et al., 2006).
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d. L'amplification génique

Des segments d’ADN plus ou moins longs sont andéslifiu sein du génome. Cela
peut concerner des pseudo-genes ou des séguemetSess sans conséquences pour la
cellule. Parfois cela peut mener a I'amplificatidioncogéne aux conséquences plus graves
pour la cellule. Généralement, I'amplification ggue provoque un signal cellulaire de
dommage a I’ADN et entraine la mort cellulaire p&8 (Lengauer et al., 1998).

2/ Les sites fragiles

Ce sont des séquences qui présentent des brecles cassures apres une réplication
incompléte. lls sont souvent associés a des zomdsadslocations, amplification de gene,
intégration d’ADN exogéne, et autres réarrangemdistsont riches en répétition de bases ;
ces derniéres provoquant des structures secondairedes triplex d’ADN et donc des
perturbations dans la boucle de réplication. lits gragiles sont classés en deux groupes :
les sites rares et les sites communs.

Caractérisés par des extensions de répétitions @&, CAG ou AAG, les sites
fragiles dits «rares » sont spécifiques a chaquievidu et gouvernés par les lois de la
génétique Mendélienne, donc héritables. Les variatdu nombre de répétitions en tandem
peuvent s’étendre de 10 pb a plus de 100 pb (Agudad Gomez-Gonzalez, 2008; Glover et
al., 2005). De nombreux sites fragiles rares oétisgblés suite a leur association avec des
désordres génétiques chez I’homme, tels que leregredu X fragile, I’Ataxia de Friedrich,
la maladie de Huntington, ... (Glover et al., 200anHt et al., 2000)

A l'inverse, les sites communs sont présents cloe® les individus et sont une
composante normale de la structure de nos chronesof® sites fragiles communs sont
répertoriés dans la base de données du génome ((&dB)erland and Richards, 1995). lIs
sont extrémement sensibles aux stress réplicatifsoevent réarrangés dans les cellules
cancéreuses. A peine 20 des sites fragiles comsamisresponsables de plus de 80% des
Iésions observées dans les lymphocytes (Smith,e2@7). D’'un point de vue moléculaire,
ces sites sont riches en AT et en minisatelliteseatblent conservés au cours de I'évolution
(Glover et al., 2005). Les sites fragiles communé&sentent certaines caractéristiques : (i)
présence de cassures observées en meétaphaseltantéun ADN non répliqué, (ii) zones
d’échange de chromatine sceur, (iii) fort taux denglocations et délétions, (iv) sites
préférentiels de recombinaisons et d’intégratidrales. Ils sont ainsi la cause de nombreuses
instabilités chromosomiques telles que la pertd’li&gérozygotie, une aberration dans le
nombre de chromosomes et un dosage de gene dés@quiles amplifications de gene
(Glover et al.,, 2005; Handt et al.,, 2000; Richar@801). Plusieurs études ont montré
limplication des protéines ATR, SMC et FANC/BRGans la stabilité des sites fragiles au
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cours des divisions cellulaires (Bilbao et al.|p¥&r et al., 2005; Jardim et al., 2009; Kalb et
al., 2006; Kerzendorfer and O'Driscoll, 2009; Kuiredral., 2009; Losada and Hirano, 2005;
Naim and Rosselli, 2009; Schoder et al., ; Schudteat., 2009).

La chromatine, d’'une importance capitale puisqueelie I'information génétique de
la cellule, est donc finement modulée par divetswas. Ainsi, les complexes de remodelage
des nucléosomes s’associent aux enzymes de maidificdes histones pour permettre la
transcription ou la répression des genes et canmti@s différents processus cellulaires.
Néanmoins, et comme nous venons de le voir, lanchtioe peut parfois étre le siege
d’instabilités qui doivent étre évitées pour petneeta survie de la cellule. De ce fait, des
mécanismes cellulaires de réparation de la chromaint été développés afin d’assurer
l'intégrité du génome.

[I/ Les mécanismes de réparation de 'ADN

Une cellule est constamment sujette a des attetntesn génome, par des agents
exogenes (radiations, agents chimiques, ...) ou demta endogénes (radicaux libres).
L’accumulation de Iésions sur ’'ADN peut induiresdehangements permanents menant a des
cancers ou provoquer 'empéchement de certainseepsos cellulaires vitaux pouvant alors
entrainer la mort par apoptose ou par arrét irslr de la croissance. Ainsi, pour contrer
ces lésions génomiques dangereuses, toute celhsieege des meécanismes de réparation.
Chez 'homme plus de 130 genes codent pour desipestimpliquées dans la réparation de
'ADN. L’intégrité de l'information génétique dépdndonc bien sur de la fidélité de la
réplication de I'ADN mais aussi de l'efficacité de#férents processus de réparation de
'ADN. Comme nous le verrons plus en détails aitadu chapitre 4, une relation étroite
existe entre l'intégration des rétrovirus et lescamésmes de réparations de 'TADN (pour
revue voir (Skalka and Katz, 2005)).
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A/ Signalisation des Iésions de I'ADN

Le processus qui signale les dommages de ’ADN g&gatvu comme une cascade de
transduction dans laquelle la Iésion serait leaig@ette signalisation implique des protéines
hautement conservées de la famille de PIKK (ATMAER). Lors des lésions, ces kinases
sont activées, elles amplifient et transmettentsdi® signal a d’autres kinases telles que Chkl
et Chk2. En retour, celles-ci (i) phosphorylenteilges cibles cellulaires comme p53 ou les
Cdc25 afin d’arréter le cycle cellulaire et (ii) thdent les processus de réparation de 'ADN
ainsi que I'engagement en apoptose.

1/ Les senseurs de la lésion

a. La protéine mutée dans Ataxia TelangiectasiaMAT

ATM se retrouve mutée dans un syndrome humain apjtelxia Telangiectasia. Cette
maladie se caractérise par une radiosensibilit@éfiaut de contrdle du cycle cellulaire et de
la réparation de '’ADN et une forte instabilité gamque. Ces caractéristiques correspondent
a une dégeénération cérébelleuse progressive, unanodéficience, un raccourcissement des
télomeres et une forte incidence de cancers (Deroghd Jackson, 2001; Shiloh, 2001; van
Gent et al., 2001).

La protéine ATM joue un réle dans la réparation kdsgons a I’ADN, le contréle du
cycle cellulaire et dans I'engagement de I'apopt@ssite protéine est notamment impliquée
dans les points de contréle G2/M et G1/S du cyelulaire et est recrutée au niveau des
Iésions par le complexe MRN (Kerzendorfer and G&wil, 2009). Bien que le sujet reste
controversé, un lien entre la protéine ATM et laafisation de l'intégration rétrovirale
existerait (Daniel et al., 2001; Daniel et al., 208akurai et al., 2009).

ATM phosphoryle de nombreuses protéines (Figurep®Bni lesquelles on retrouve
p53 et H2AX. La phosphorylation de p53 a notamnpmnir effet de stabiliser la protéine,
donc de favoriser I'expression de p21 qui lui-méese un inhibiteur des Cdk, et empéche
donc la progression du cycle cellulaire (Kerzenelognd O'Driscoll, 2009). ATM semblerait
impliqguée dans la reconnaissance des cassures edoubl induites par les radiations
ionisantes (IR) et les drogues radiomimétiques heisphorylerait Chk2 plutét que Chkl
(Durocher and Jackson, 2001; Valerie and Povirk320
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Figure 13. Cibles principales des kinases ATM et AR. Les protéines ATM et ATR font partie de la famille
de PIKK. Elles sont activées en cas de dommagABRN’ et ont pour fonction d’amplifier et de transinetle
signal a d’'autres protéines afin de réguler difiézs voies cellulaires comme le cycle et 'apoptose

b. La protéine reliée a ATM et Rad3 (ATR)

Le syndrome de Seckel peut se caractériser padéfience en protéine ATR. Une
seule mutation, létale si homozygote, a été idénti{A2101G). Elle provoque un épissage
aberrant de 'ARNm ayant ainsi un impact majoréadur les mécanismes de réparation de
'ADN (Kerzendorfer and O'Driscoll, 2009; Shiloh,0@1). Cette mutation entraine une
hypersensibilité aux arréts des fourches de rémitades centrosomes en surnombre, des
défauts de I'arrét en G2/M aprés des irradiations LA maladie se caractérise par un retard
de croissance intra-utérine, une profonde micrqamaiée des retards mentaux et des
anormalités du squelette (ossification retardédodation, ...)

ATR phosphoryle en grande majorité les mémes ciblgaTM (Figure 12). La
protéine ATR, tout comme ATM, serait elle aussi liopeée dans le finalisation du processus
d’intégration rétrovirale (Daniel et al., 2003; Delnet al., 2001). ATR cible également le
complexe MRN, qui facilite la phosphorylation de seibstrats (Kerzendorfer and O'Driscoll,
2009). ATR sembilerait impliquée dans la reconnaissales lésions double ou simple-brin
induites par les UV ou les inhibitions de la réation et phosphorylerait plutét Chkl que
Chk2 (Durocher and Jackson, 2001; Valerie and Rp2003). ATR et ses substrats (Brcal,
SMC1, Chkl, et les protéines FANC) jouent un r&lenprdial dans la stabilité des sites
fragiles du génome humain (Glover et al., 2005;zZkedorfer and O'Driscoll, 2009).

Au contraire d’ATM, ATR est une protéine vitale,ggérant que la redondance de
fonction entre ces deux protéine n’est pas totagzendorfer and O'Driscoll, 2009)
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c. Le complexe MRN

Ce complexe, composé de trois protéines Rad50, Metl Nbsl, joue un rdle
primordial dans différents processus cellulairégst ainsi impliqué dans la reconnaissance
des cassures double-brin de I'ADN, les processusedembinaison, le contréle du cycle
cellulaire, la régulation des téloméres (ShilohQ20Williams and Tainer, 2007). Le
complexe MRN reconnait les cassures double-bris’'\etfixe. Il possede notamment la
particularité¢ de ponter les molécules d’ADN pourtév que les extrémités |lésées ne
s’éloignent le temps que la réparation soit efféetuSenseur primaire des cassures double-
brin, il est le point commun entre les voies dearépon par recombinaison homologue et
jonction non homologue.

Les trois protéines du complexe posseédent auidataper classes de motifs protéiques
impliqués dans la réparation de I'ADN : (i) domaide reconnaissance des lésions, (ii)
domaine d’interaction protéine/protéine, (i) motié nucléase, (iv) motif d'association a
I’ATP pour induire des changements de conformatiehsenfin (v) un motif d’ouverture de
’ADN pour permettre la réparation (Williams andifer, 2007). Dans ce complexe, c’est
Mrell, une exonucléase tres abondante, qui lie NBEIN Iésé, et Rad50 (Vidakovic et al.,
2005; Williams and Tainer, 2007). Mrell serait égant impliquée lors du processus de
ligation permettant la terminaison de lintégratioétrovirale (Daniel et al., 2004a). La
protéine Rad50, du méme type que les protéinesailgien de la structure des chromosomes
(SMCQC), peut lier 'ATP. C’est Nbsl qui sert d’adafgurs entre le complexe MRN et la
protéine ATM. ATM est a la fois phosphorylée parclemplexe MRN mais phosphoryle
également ce dernier (Shiloh, 2001). D’autres jmet comme Mdcl et 53bpl ont été
identifiées comme des modulateurs de ce compleigbyLand Rothstein, 2005). Toute
mutation de la protéine Nbsl induit le syndromeagsure de Nijmegen (NBS) tandis que le
désordre associé a ATM (ATLD) est du a une mutatierMrell. La encore, une mutation
homozygote d’'un des composants du complexe et [@élliams and Tainer, 2007).

d. Le complexe DNA-PK et les PARP

Le complexe DNA-PK est composé de trois sous unit@s/0, Ku80 et DNA-PKc.
L’hétérodimére Ku70/80 constitue une protéine destin a I'’ADN, avec des activités
d’ATPase et d’hélicase. La DNA-PKc est une enzymiguitaire qui se lie aux ADN double-
brin et phosphoryle différents substrats, dont pestéines Ku. Le complexe DNA-PK,
majoritairement impliqué dans les cassures doulite-baccélére considérablement le
processus de réparation aprés des lésions inghatasradiations (Vidakovic et al., 2005). La
DNA-PK semblerait également impliquée dans le meas d’'intégration rétrovirale mais son
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implication reste encore controversée et seralti&alans le chapitre 4 (Daniel et al., 2004a;
Daniel et al., 1999; Sakurai et al., 2009).

Les protéines PARP, au nombre de deux, PARP-1 B2, sont responsables de la
poly(ADP-ribosyl)ation, modification qui faciliteatamment la dégradation des histones par
le protéasome (Burkle, 2006). PARP-1 et 2 sontcjpalement activées par les cassures
simple-brin de I'ADN. Elles sembleraient réguleadtessibilité du site Iésé aux autres
facteurs de réparation, en permettant la relaxdtoale de la chromatine (Burkle, 2006;
Malanga and Althaus, 2005). Hormis les histonagsleibles sont diverses : les protéines de
réparation, les topoisomérases, la Dnmtl et ledéimes de contrble du cycle (p21,
XRCC1,...) (Malanga and Althaus, 2005; Vidakovic let 2005).

PARP-1 se lie avec forte affinité au brin d’ADN sésce qui a pour effet de stimuler
son activité de plus de 500 fois. Une fois acti@&RP-1 finit par se séparer de '’ADN mais
reste dans les environs de la |ésion et transnatjteal en recrutant des protéines spécifiques
et en reprogrammant leurs fonctions (Malanga artbadds, 2005). Concernant I'apoptose, il
est a noter que p53 possede une forte affinité PAIRP-1 et cette derniere est également une
des premiéres cibles des caspases (Burkle, 2006).

Bien que les PARP seraient principalement liées eassures simple-brin et le
complexe DNA-PK aux cassures double-brin, les chosesont finalement pas si simples. Il
a été demontré que PARP et DNA-PK se complexenteanémabsence d’ADN. PARP-1
interagirait avec chaque sous unité du complexe A pour permettre leur
poly(ADPribos)ylation et la DNA-PKc pourrait phospller PARP-1 (Burkle, 2006;
Vidakovic et al., 2005). De plus, PARP diminuet&ffinité du complexe Ku/DNA-PK au
niveau des lésions, favorisant ainsi la recombomatsomologue (Sonoda et al., 2006).

2/ les transducteurs du signal

a. Les protéines Chk1l et Chk2

Chk2 est une kinase effectrice de réparation desrig, elle est phosphorylée et donc
activée principalement par ATM. Elle contrble lade des Cdc25 phosphatases et donc le
cycle cellulaire (Figure 14) (Kerzendorfer and Ggboll, 2009).
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Chk1, kinase effectrice principalement activeée 48R, possede un rdle extrémement
redondant avec celui de Chk2. Seule une déficisiomltanée en ces deux protéines
empéche les points de contrdle du cycle cellul@erzendorfer and O'Driscoll, 2009).
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Figure 14. Action de Chk1 et Chk2 sur le cycle cellaire (d’aprés Cann et al., 2007)Aprés phosphorylation
par Chk2 et Chk1, la protéine Cdc25A est dégratiée peut donc enlever le phosphate inhibiteurataptexe
Cdk2/cycline E, restant alors inactifs et provoduaarét du cycle cellulaire lors de la transiti@1/S. L'arrét
en phase G2/M se caractérise par la phosphoryldgo@dc25 A, B et C par Chkl et Chk2. Ces modificest
entrainent la séquestration des Cdc25 par la petéid-3-3. Le complexe Cdkl/cycline B reste inaetif
empéche le passage en mitose. L'action de Chkhle2 €st également renforcée par celle d'autresiet&n
effet Chkl et Chk2 phosphorylent également p53agtive alors la transcription de p21, inhibiteus d&DK,
qui inactive donc les complexes Cdk/Cycline. L'intlan de la protéine 14-3-3 permet en plus la sgmaon
du complexe Cdk1/cyclineB.

b. L'histone H2AX

La marque la plus précoce identifiee dans les cassuwouble-brin est la
phosphorylation rapide et étendue de H2AX (var@dat’histone H2A) pour créer H2AX
(Fillingham et al., 2006). Un rdle de I'histone HRAlors du processus d’intégration
rétrovirale a également été établi (Daniel et28lQ4b). La modification de cette histone prend
place au niveau des lésions et s’étend égalemedelaude cette derniere, parfois sur 1Mb
autour d’elle (Durocher and Jackson, 2001). Paulte, H2AXy disparait sur les séquences
d’ADN directement liées aux protéines de réparaficitingham et al., 2006). Finalement, la
déphosphorylation de H2AX est essentielle pournaté le point de contrdole du cycle
cellulaire et lui permettre une reprise progresé¢Biarivastav et al., 2008).

Ce sont les protéines ATM et DNA-PKc qui sont resables de la phosphoryation
de I'histone H2AX (Fillingham et al., 2006; van Get al., 2001). Cette modification a lieu
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indépendamment de la source ayant provoqué lanlégi®e se soit des radiations ionisantes,
des agents chimiques (bélomycin, camptothecin) rele@mbinaisons V(D)J ou l'intégration
rétrovirale (Fillingham et al., 2006). H2AXpermet I'arrivée de facteurs de remodelage de la
chromatine, de réparation, des protéines de centi@l cycle cellulaire, et des cohésines
(Sccl/3 et Smcl/3) (Fillingham et al., 2006; Shstaa et al., 2008).

3/ La voie FANC/BRCA

Composée de nombreuses protéines qui englobentsés/donctions, la famille
FANC/BRCA joue un réle primordial dans le procesdagéparation de I'’ADN (Figure 15).
Bien que le réle de chacun des facteurs reste enoal connu, ces protéines, a la fois
nucléaires et cytoplasmiques, s’accumulent dansyau en cas de dommage a I’ADN.

Figure 15. Complexe protéiques contenant les FANG a&is en jeu lors des réparations de I'ADN (Mace et
al., 2007).Le « core » est formé de FANC A/B/C/E/F/G/L/M. Il ssaxie aux protéines clés
comme ATR, BRCA1 pour induire la réponse au domnzay&DN.

a. Les protéines FANC

De nombreuses mutations dans les protéines FANG désormais connues et
groupées au sein du syndrome, souvent familial|’Algemie de Fanconi. Les individus
hétérozygotes sont asymptomatiques. A l'inversg,inelividus homozygotes présentent (i)
une hypersensibilité a certains agents pontant NADeux-ci empéchent I'ouverture de la
double hélice inhibant ainsi toute transcriptioriaite réplication, (i) une sensibilité accrue
aux radiations ionisantes et (iii) une forte seifiggbaux radicaux libres. D’'un point de vue
moléculaire, on constate de fortes aberrations nsbsomiques, une altération du cycle
cellulaire, notamment aux phases S et G2, et uautiéfans le contréle de I'apoptose. Les
protéines FANC peuvent se subdiviser en trois gesyjphompson, 2005). Le premier groupe
comprend huit protéines qui composent le coeur duptexe actif nommé «core ». Ce
complexe est formé de FANC A/B/C/E/F/IG/L/IM. Le sed groupe est composé de FANCI
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et FANCD2. Ces derniéres sont ubiquitylées par ¢®re ». FANCD2 est activé par (i) sa
phosphorylation par ATM, ATR et (ii) son ubiquityilan par FANCL. Le dernier groupe est
composé de diverses protéines reliees au FANC :GIAN (BRCA2), FANCN (PALB2),
FANCJ (BRIP1). Ces protéines agissent sur la ptéwedes cassures doubles brins associées
a la réplication.

b. BRCAl et BRCA2

Notamment responsables de cancers du sein, BRGAAREA2 sont parmi les
protéines les plus étudiées la voie de signalisatidNC/BRCA.

Une double mutation de BRCAL provoque des instékilchromosomiques et une
létalité embryonnaire précoce due a un empécheswrdre de la prolifération cellulaire
(Gudmundsdottir and Ashworth, 2006). En cas detedBRCAL est hyper-phosphorylée par
ATM, ATR et Chk2. Cette derniére répond alors emtigigant a de nombreuses voies
cellulaires dont la réparation de I’ADN et le cycielulaire (Gudmundsdottir and Ashworth,
2006; Zhang et al., 2004b). La phosphorylation ¢RCB1 par ATM est essentielle pour la
réponse aux cassures double-brin et joue un réteopdial dans les points de controle G2/M
et G1/S du cycle cellulaire tandis que l'assocratie BRCAL et ATR s’effectue plutdt pour
répondre aux dommages liés a la fourche de réplicaEn cas de dommage a I'ADN, le
processus de recombinaison homologue serait fa&vpas rapport a la voie de jonction non
homologue ou inversement selon le site de phosfiomy de BRCA1 par Chk2
(Gudmundsdottir and Ashworth, 2006; Zhang et a04b). Enfin, en réduisant ainsi le
potentiel mutagénique de la voie de réparation jpaction non homologue, BRCA1
contribuerait a la stabilité du génome (Gudmundsdanhd Ashworth, 2006; Huen et al., ;
Shrivastav et al., 2008).

BRCAL est associée a de nombreuses protéinesa @trbuve ainsi liée avec Rad51,
BRCA2, BARD1 et I'histone H2AX au sein du complexe BRCC (BRCA1l BRCA2
containing complex). Mais BRCAL se retrouve égaldmians un second complexe : le
BASC (Brcal Associated genome Surveillance Compl€x) dernier comprend entre autre
des suppresseurs de tumeurs, des senseurs deass Iésid’ADN et des transducteurs de
signaux. On y retrouve notamment le complexe deodefage MRN, les protéines du
processus de réparation des mésappariements nsgisALM, et PCNA (Gudmundsdottir
and Ashworth, 2006; Huen et al., ; Shrivastav et28108).

La protéine BRCA2 (ou FANCD1) est directement igpée dans la réparation par

recombinaison homologue, affectant le choix erdreéelcombinaison homologue directe ou
I'hybridation simple brin (Huen et al., ; Zhang &t, 2004b). Son rble dans la voie de
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recombinaison homologue vient de son interacti@cd¥ad51. BRCA2 s’'associe également
a DSS1, une protéine qui permettrait la formati@s doyers ou s’accumulent Rad51 et
BRCA2. DSS1 permettrait également le maintien decdaformation de BRCAZ2, cette
derniere n’étant pas soluble en absence de DSSAn{Ghdsdottir and Ashworth, 2006).

Une perte totale de BRCA2 résulte en la réparatemlésions par une voie autre que
la recombinaison homologue, provoquant ainsi pligreurs et expliquant certainement
l'instabilité chromosomique observable en cas deébtiomutation BRCA2 (Gudmundsdottir
and Ashworth, 2006).

La voie de signalisation FANC/BRCA est donc direwtat régulée par le point de
contréle de la réplication et par les senseursdi@smages a '’ADN. Bien qu’encore mal
connue, cette voie semblerait plutbt linéaire. Hfete les caractéristiques cellulaires
observées dans ces cas d’Anémie de Fanconi sortibgnes bien qu’en réalité de nombreux
genes peuvent a 'origine du syndrome (BranzeiFaidni, 2008; Mace et al., 2007)

B/ Les différentes voies de réparation

Les atteintes a 'ADN peuvent étre provoquées mamuiltiples agents tels que les
rayons X, les rayonnements UV, les erreurs de lacfe de réplication,... Chaque agent
provogue une lésion spécifique qui sera réparéeupaprocessus particulier (Figure 16).
Ainsi, la cellule dispose de cinq différents mésamés de réparation permettant la résolution
de toutes les lésions a I’ADN pouvant avoir lieu.

CAUSE LESION CORRECTIO"N

Rayons X Jonction non homologue NHEJ

I I Recombinaison V(D)J | Cassures double brin | Recombinaison homologue directe HR
Fourche de réplication Hybridation simple brin SSA

Rayonnement UV
Hydrocarbones Cassure simple brin,
aromatiques site abasique, uracile
polycycliques

C O

Excision de base BER

Rayons X Dimer de pyrimidines,
Radicaux oxygénés photo-produits, Excision de nucléotide NER
I I Agents alkylant adduits encombrant
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Figure 16. Récapitulatif des agents pouvant induirées différents types de |ésions sur I'ADN et les
mécanismes cellulaires mis en jeu afin de les rémar(d’aprés Bergin et al., 2009).
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1/ Réparation des mésappariements : MMR

La voie de réparation des mésappariements (MisM&epair MMR) corrige les
mésappariements dus a des substitutions de basale@gers sont le plus souvent générés
lors de la réplication de 'ADN. En cas d’inactivat du mécanisme, on observe des
réarrangements de I’ADN, une élongation des téleseet une augmentation du taux de
mutation et donc la variabilité génétique. Ce pdécée réparation participe naturellement
aux mutations hypersomatiques et aux recombinai¥@iksayant lieu dans les lymphocytes
B. Il est également le gardien de la stabilité desrosatellites. En effet, ces zones du
génome, constituée de longues répétitions, sonsidge de nombreux dérapages des
polymérases et d’'une mauvaise relecture, nécessitasi I'action réguliere du processus de
réparation des mésappariements (Kunkel and Er@)20

La voie MRR implique de nombreuses protéines notamirtes complexes protéiques
MSH2/6 et MSH2/3 dont la fonction principale estsg#elier au mésappariements. Le premier
complexe semblerait plutét impliqué dans les mésapments ne concernant qu’'une seule
base tandis que le second complexe agirait au unidges mésappariements pouvant impliqués
jusqu'a 16 bases. Ces deux complexes interagisseuat diverses protéines notamment la
PCNA (proliferating cell nuclear antigen), PMS1, B&H1 et les MLH1/2/3. Plusieurs
exonucléases sont également impliquées dans cessus; la re-synthese de I’ADN est
notamment effectuée par la polymérase&nfin, la DNMT1 semble favoriser ce processus de
réparation (Kunkel and Erie, 2005).

2/ Reéparation par excision de base : BER

Le mécanisme de réparation par excision de basse(Bacision Repair BER) facilite
la résolution des dommages a 'ADN notamment cengliquant des sites abasiques, des
Iésions oxydatives, des bases alkylées ou alteasatiinsi que les cassures simple brin. Ce
mécanisme requiert I'activité des glycosylases dfemlever la base altérée. Ces derniéres
laissent alors un site abasique. La protéine ARE(pe ensuite le squelette ADN libérant les
extrémités 3’ hydroxyle et 5’ phosphate. La polyas&f cible les extrémités 3’ et comble le
site abasique avec la base complémentaire. Leekiugnfin lié par le complexe de la ligase
[I/XRCC1 (Donigan and Sweasy, 2009).

Le type de glycosylase utilisée dépend du typetétation sur la base nucléotidique.
Par exemple, la méthylpurine-DNA glycosylase (MR@BJeve les purines tandis que l'uracil
DNA glycosylase (UDG) enleve les uraciles de 'ADNa MBD4 (methyl-CpG-binding
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protein 4) est une thymidine/uracil glycosylase présente une forte affinité pour les sites
CpG et a pour rble d’empécher les transition® @ (Donigan and Sweasy, 2009).

3/ Réparation par excision de nucléotide : NER

Le processus de réparation par excision de nud&¢Nucleotide Excision Repair
NER) est responsable de la réparation des dimergpydenidines, des photo-produits
provoqués par des expositions UV et des adduitoreb@ant (bulky adducts). Cette
réparation, médiée par un large complexe enzymatiguplus de trente protéines, s’effectue
en plusieurs étapes : (i) identification de ladési(ii) incision de 'ADN endommagé de part
et d’autre de la Iésion, (iii) excision du fragmeantenant la Iésion, (iv) synthése d’ADN
pour combler la bréche et enfin (v) ligation desdrd’ADN (Sung and Demple, 2006;
Tremblay et al., 2009).

Ce processus se divise en deux voies : la prentd@es« global genome repair » (GG-
NER), agit sur ’'ADN dont la transcription est ini&e et sur le brin non transcrit, la seconde
dite « couplée a la transcription » (TC-NER) réalis réparation du brin transcrit des génes
actifs. En général, le procédé TC-NER est plusate que le GG-NER. Ces deux voies
impliqguent néanmoins les mémes protéines a l'exmeptde celles impliquées dans
l'identification de la lésion. Chez la levure, oetrouve les protéines de la famille Rad
(Rad1,2,3,4,14,...) et les sous unités de la TFllhdig que chez 'homme les protéines
XPG/F/DIC/A, ERCC1, CSA/B et les sous unités daiIH sont impliquées (Sung and
Demple, 2006; Tremblay et al., 2009).

4/ Réparation des cassures double-brin

Les cassures double-brin sont parmi les plus danges atteintes au génome. Elles
peuvent étre causées par des especes chimiquésegades échecs dans le fonctionnement
de la topoisomérase, des irradiations, des proldédane de la réplication. Mais elles peuvent
également se produire a I'état naturel, c'est natemt le cas lors des processus de
recombinaison V(D)J des lymphocytes. De telles wasspeuvent étre réparées selon deux
voies distinctes : la recombinaison homologue gétessite la présence d'une séquence
homologue pour assurer la réparation ou la jonction homologue des extrémités qui
s’effectue sans séquence homologue et entrainesbdes délétions ou insertions au niveau
du site de cassure. Ces deux voies de réparati@ontepas utilisées au méme moment du
cycle cellulaire et dépendent de la nature de $omé (Figure 17). Les mécanismes de
réparation des cassures double-brin sembleraiast jn réle prédominant dans l'intégration

49



rétrovirale mais ce sujet reste trés controversky&i et al., 2009; Smith et al., 2008;
Taganov et al., 2001). Si les cassures doublefiigont pas ou mal réparées, la cellule peut
entrer en mort programmée ou étre sujette a dasgehzents chromosomiques de grande
échelle tels que les délétions, translocation$ofiss augmentant ainsi I'instabilité du génome
(Shrivastav et al., 2008).

Figure 17. Corrélation entre les phases du cycle ladaire
et les voies de réparation des cassures double hrla voie
de recombinaison homologue (HR) est principalernélisée
en fin de phase S et en phase G2, lorsque la chicersoeur
est présente a proximité. La réparation par jonctmn-
homologue des extrémités (NHEJ) est, quant a etlksée
tout au long du cycle cellulaire pour réparer ausplite
certaines Iésions.

a. Recombinaison homologue

La voie de recombinaison homologue (HR) est priaeiment utilisée en fin de phase S et en
phase G2, la chromatide sceur étant disponible. dslidle plus souvent activée en cas de
problémes lors de la réplication. Néanmoins, ilpessible que cette voie soit activée en G1,
la matrice utilisée pour la réparation correspomoksaau chromosome homologue, et
s’accompagne d’une perte de I'hétérozygotie. Ur@igation du processus de recombinaison
homologue dans lintégration du VIH a également stggérée par I'étude de Nakai-
Murakami (Nakai-Murakami et al., 2007).

La recombinaison homologue se subdivise en deuesvola recombinaison
homologue directe (Homologous Recombination HR)hatoridation simple brin (Single
Strand annealing SSA) (Rothkamm et al., 2003; Sitar et al., 2008; Takata et al., 1998;
Valerie and Povirk, 2003).

Initiée par un échange de brin, la recombinaisandiogue directe se caractérise par
I'invasion d’'un duplex ADN par un brin simple. lh@ésulte une conversion génique jusqu’a
ce que les duplex ne soient réparés (Figure 18)gdfréral, le potentiel mutagéne de ce
processus est faible, surtout lorsque la chromattdar sert de matrice, ce qui est souvent le
cas.
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Figure 18. Mécanisme de recombinaison
homologue directe HR (Valerie et al, 2003)Ce
mécanisme nécessite I'action des protéines celagai
ATM et ATR. Par la suite la réparation a proprement
parlée est effectuée grace aux facteurs RPA, Rad52,
Rad 51 et aux les hélicases BLM et WRN. La
réparation est initiée par l'appariement des
chromatides sceurs puis l'invasion du duplex d’ADN
par un simple brin. Le mécanisme de réparation peut
s'accompagner d’'un « crossing over » menant a une
conversion génique définitve.
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L’hybridation simple brin, la seconde forme de mbmaison homologue, se
caractérise par la jonction de simple brin d’ADNmmémentaires au niveau de répétitions
directes. Aprés cassure double brin, 'ADN est éradtour de la |ésion jusqu’aux séquences
répétées les plus proches ou ces dernieres seyoaes$ (Figure 19). Il en résulte une délétion
de la séquence ADN présente entre les répétitimse fait ce processus est constamment
mutagéene.
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La recombinaison homologue directe et la voie Hghitidation simple brin partagent
des mécanismes intermédiaires comme |'érosion melsibrin d’ADN, certaines protéines
comme Rad 52 et RPA leur sont communes. Cependamntires facteurs semblent étre
spécifiques de chaque voie de réparation (Sonodlk, @006; Stark et al., 2004).

b. Jonction non homologue des extrémités

La voie de jonction non homologue (Non Homologousd EJoining NHEJ) agit
principalement lors des phases G1 et S et s‘agiiee aux cassures « accidentelles »
notamment induites par des irradiations (Figure Ranmoins, lorsque la cassure double
brin a lieu dans un environnement de chromatinepemtée pouvant étre observée en G2 ou
en G1, la recherche de la séquence homologue deadois tres difficile. Dans ce cas, c’est
la jonction non homologue qui est favorisée pouysarér au plus vite la lésion. Cette
réparation, certes rapide, est encline aux mutstiorais sans elle, le génome pourrait perdre
des centaines de genes au sein d’'un méme segmehtat@osome. La voie du NHEJ serait
la principale voie de réparation utilisée par lésravirus lors de la finalisation de leur
intégration (Daniel et al.,, 2004a; Li et al., 20P1Burant le processus de jonction non
homologue des extrémités, les deux extrémités ABN' cassé sont simplement religuées
ensembles, parfois avec I'érosion ou l'ajout delques bases (Figure 19) (Burma et al.,
2006; Lieber, 2008; Rothkamm et al., 2003; Shraastt al., 2008; Sonoda et al., 2006;
Takata et al., 1998; Valerie and Povirk, 2003).
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Les regles de réparation de I’'ADN sont bien comgéest encore mal comprises pour
certaines. Les différentes voies semblant souveetdonnectées.

L’action des différentes voies de réparation esiitéiment liée aux acteurs du cycle
cellulaire, notamment les Cdk (Branzei and Foi20i)8) et aux protéines liées a I'apoptose
dont p53 (Coultas and Strasser, 2000; Ford, 20@%z @d Wiesmuller, 2006). Nécessitant
'accés au plus prés des nucléotides, les mécanisdee réparations sont également
profondément liés a ceux du remodelage de la chioedifférentes études ont notamment
montré le réle prépondérant de I'histone déacé&yH®60 et de I'histone acétyl-transférase
Nu4A (Downs and Cote, 2005; Ikura et al., 2000gytkt al., 2005) ainsi que des complexes
INO80 et SWI/SNF (Downs and Cote, 2005; Misteli &alitoglou, 2009)

Outre les nombreuses protéines déja citées, daumne également été identifiées
comme facteurs impliqués dans les réparations. iAiles protéines MDC1, 53BP
(Kerzendorfer and O'Driscoll, 2009), BRIT (Chapd#ttal., 2006) et XIP1 (Bekker-Jensen et
al., 2007) s’associent avec les autres facteurgégaration de I'’ADN pour faciliter la
réparation de la Iésion et transmettre le signalaiemage a '’ADN.

Afin d’assurer le maintien de I'information génétéay la cellule a donc développé des
mécanismes de réparation de la chromatine. Cessnsgstmettent en jeu de nombreux acteurs
parmi lesquels ATM et ATR, les senseurs principdas lésions de 'ADN. En paralléle des
réparations de la chromatine, de nombreux autresepsus cellulaires sont modulés,
notamment le cycle cellulaire. En effet, en cadédéon sur la chromatine, le processus de
division cellulaire est en général stoppé, le temps les réparations soient effectuées pour
éviter toute division & partir d’'une informationngique lésée.

I/ Le cycle cellulaire

A chaque division, la cellule réalise une sérievéi®ements collectivement appelés le cycle
cellulaire. Ce cycle se divise en gquatre phasesigbe recoupent pas. Il inclut la duplication
du génome durant la phase S de synthése d’ADMgiggation compléte des chromosomes a
chaque cellule fille durant la phase M. Des phadiéss « Gap », nommées Gl et G2
permettent respectivement le lien entre la fin ag@hase M et l'initiation de la phase S du
cycle suivant, et la séparation des phases S eluNl mdéme cycle. Durant ces phases, les

by

ARNmM et les protéines s’accumulent de sorte a asdar continuité du cycle. Selon les
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conditions environnementales, les cellules en Givgret temporairement ou définitivement
quitter le cycle de division pour entrer en unegghde quiescence dite GO. Les analyses
génomiques effectuées suite a I'infection par lel dEmontrent de nombreuses perturbations
des facteurs du cycle cellulaire (Brass et al.,82@hou et al., 2008). Hormis les analyses
globales, de nombreuses autres études tendentgdla valider I'implication prédominante
du cycle cellulaire lors des infectons rétroviral@sini et al., 2004; Andersen et al., 2008;
Castedo et al., 2002; Paiardini et al., 2004; Ravard Giordano, 2008).

Al Les proteines régulatrices

Le cycle cellulaire est finement régulé via le coe de I'expression et la destruction
des cyclines, [l'activation et [linhibition des CDKyvia leur phosphorylation et
déphosphorylation) et I'expression et la destructles protéines inhibitrices des CDK.

1/ Les CDK et les cyclines

La progression a travers le cycle cellulaire déipele l'activation et de
linactivation de kinases cycline dépendantes, G&3K, qui permettent la transition des
phases successives du cycle (Figure 21). Les CDK des kinases sérine thréonine qui
nécessitent (i) 'association avec une cyclindigtg phosphorylation de la boucle de liaison
a I’ATP sur des sites spécifiques pour étre activéeur action conjointe avec les cyclines
permet la progression des phases G1, S, G2 et $/cyaines sont produites a chaque phase,
ainsi, leur niveau protéique varie tout au long ayale cellulaire. A l'inverse, le niveau
protéiqgue des CDK reste constant (Malumbres andbd®#adt, 2009; van den Heuvel, 2005;
Wohlbold and Fisher, 2009; Yata and Esashi, 2009).

Les Cdkl (ou Cdc2), Cdk2, Cdk4 et Cdk6 s’assodiaictement avec les cyclines (A/E/D
et B) pour permettre la progression du cycle caital (Figure 20). Les infections par le VIH
interagissent également avec la protéine Cdkl.g8timation est, en autre, liée a la mort par
apoptose suite a I'infection virale (Castedo et2002).

Mais d’autres CDK agissent en dehors du cycle lzetki Ainsi, la Cdk7 fait partie du
complexe de transcription TFIIH, elle est respotesdle la phosphorylation de la polymérase
ARN Il tandis que Cdk5 possede des fonctions nalesnet Cdk8/9 sont impliquées dans la
régulation de la transcription. La protéine CdkB son association avec la cycline T, est
egalement liée a la réplication du VIH (Romano &mardano, 2008).
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Figure 21. Phases du cycle cellulaire et activitéed complexes CDK/CyclineAu moment de la
transition GO/G1, les cyclines D et C sont activéiesassocient a Cdk4/6 et Cdk8 respectivement favoriser
I'entré en division. Cdk2 permet ensuite la transitG1/S et la progression en phase S via son iatismcavec
la cycline E. Lors de la phase S, la cycline Efegement présente, toujours complexée a Cdk2. Hers&a
transition S/G2, la cycline A est activée et sedli€dk2 puis Cdkl en phase G2. La progression asepM
requiert I'action spécifique de Cdk1 liée a la ayelB. Enfin, Cdk4 et Cdk6 s'associent avec laiogcD pour
permettre la progression de la phase G1.

2/ Les inhibiteurs des CDK

De nombreuses protéines ont pour réle de conti@etivité des CDK afin de
renforcer la régulation du cycle cellulaire (Bessbral., 2008; Dai and Grant, 2003; Fischer
et al., 2003; Galons et al., ; Maddika et al., 20®&Ghwartz, 2002).

Les protéines Weel et Mytl empéchent par exempgletivation du complexe
CDKl/cycline en phosphorylant la boucle de fixataeI'’ATP des CDK (Touny and Banerjee,
2006).

La famille des Cip/Kip (CDK interacting proteinfidse inhibitory protein) se compose
de trois protéines: p21, p27 et p57 dont le r&e encore mal connu (Coqueret, 2003;
Maddika et al., 2007; Musgrove et al., 2004; We¥)3). La protéine p21 a pour fonction
majeure d’inhiber l'activité des cyclines A/E corapées a Cdk2 et donc de contréler la
transition G1/S. Le rdle précis de la protéine p@blécule anti-apoptotique qui arréte le
cycle cellulaire en G1, sera détaillé dans le paate « La mort cellulaire ». La protéine p27
régule la transition G1/S en inhibant le compleyeline E/Cdk2 et contrble la fonction de
Rb. La concentration de p27 au cours du cycle dimilorsque les signaux mitogénes sont
présents et augmente lorsqu’ils sont absents, dgaadation de p27 via I'action d’IL-2 est
notamment nécessaire pour I'entrée en divisioradellule.

Le groupe des INK4 est constitué de 4 membres/1gl€t pl15, p18 et p19 (Canepa et
al., 2007; Maddika et al., 2007; Tavera-Mendozal e2006). La protéine p16 se lie a Cdk4/6
et empéche son interaction avec la cycline D touarenulant le signal mitogénique E2F/RDb.
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Ainsi, I'entrée en phase S est inhibée et la celkdste en phase G1. La protéine pl4,
isoforme de p16, stabilise p53 et inhibe donc decgellulaire. Cette protéine est également
positivement régulée par E2F/Rb qui activent lesmmteurs les genes des cyclines A et E
essentielles pour la phase S. Enfin, la protéirte lhque la phosphorylation de Rb par le
complexe cycline D/Cdk4/6 et stoppe ainsi le cyete phase G1 tandis que pl8 et pl9
augmentent la phase de transition G1/S. pl8 adganmoent en synergie avec p27 pour
contrOler Rb.

Enfin, les CDK sont régulées par deux complexedémyoes. Le complexe SCF
possédant une activité E3 ubiquitine ligase cibke grotéines en vue de leur dégradation et
permet I'arrét du cycle notamment via son actionlgicycline E. Il est lui-méme régulé par
l'action des kinases Plkl, Chk1/2. Le SCF est ca@pde trois protéines majoritaires :
Skpl/Cull/F-box protein. Le complexe APC, possédgialement une activité E3 ubiquitine
ligase, permet la séparation correcte des chromesalrant la phase M et sera détaillé plus
loin (Caldwell and Kaplan, 2009; Manchado et aNakayama and Nakayama, 2006; Skaar
and Pagano, 2009; van den Heuvel, 2005).

3/ E2F et Rb

La protéine du rétinoblastome, Rb, est un répuegsanscriptionnel lié a la transition
G1/S. Rb interagit avec un trés grand nombre dé&es, la plupart étant couplées a la
régulation de la transcription. Parmi ces protéioesretrouve E2F et ses partenaires DP qui
régulent les genes essentiels du cycle cellulaorg deux responsables de la réplication en
phase S et la réparation de 'ADN (Giacinti and r@amo, 2006; Maddika et al., 2007; van
den Heuvel, 2005).

La famille Rb comprend trois membres : Rb, RBLRBL2 qui provoquent I'arrét du
cycle cellulaire via leur role antagoniste a E2F/BRules les formes sous-phosphorylées de
Rb peuvent interagir avec E2F/DP pendant la phdset@mpécher la transcription. Rb est
ensuite maintenue inactive durant tout le cycle 8, M) via sa phosphorylation par les
complexes Cdk/cyclines. La phosphorylation de Rbctive sa capacité de répresseur
transcriptionnel permettant ainsi I'expression dgses sous le controle d’E2F/DP. Les
complexes E2F/DP, sont divisés en deux sous graulpssE2F activateurs (E2F1/2/3) et les
E2F répresseurs de la transcription (E2F4/5/6).

Hormis leur action via E2F, les protéines Rb cdetrbla transcription d’'une seconde
maniere : le remodelage de la chromatine. Ellesitect notamment les HDAC, histones et
ADN méthyltransférases, les complexes SWI/SNFptegines PcG.
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B / Les points de contrdle

Les points de contrdle du cycle cellulaire sontégalement définis comme des voies
de signalisation qui favorisent I'arrét du cycle s de dommage a I’ADN, de réplication
incompléte ou de division cellulaire imparfaite. d&glnie phase du cycle cellulaire est ainsi
finement contrélée avant que la suivante ne stivées, chaque point de contrdle agissant sur
les acteurs de la phase suivante afin de I'inh{begure 22) (Fuller and Stukenberg, 2009;
Kastan and Bartek, 2004; Lisby and Rothstein, 2005)

Transition
métaphase-anaphase Complétion

\ / de la mitose
antephase f/

Dommages

sur TADN /i\\/' ~ s> ] Dommages

sur ’ADN

Complétion de
la réplication

Intégrité des fourches
de réplication

’ Dommages sur TADN ‘

Figure 22. Les points de contrdle du cycle cellula. En début de phase G1, le contrble de la complétila
mitose vérifie que la cytocinése soit complete ae eqhaque cellule fille comporte le bon nombre de
chromosomes. Avant I'entrée en phase S et toubrag de la réplication, les senseurs ATM et ATRfigtes
dommages a I’ADN. Pendant la réplication, diffésestress peuvent survenir aux origines et aux fesde
réplication. Les protéines RPA, diverses protéRad, Mecl1, Mrcl inhibent I'initiation de la répligan a partir
d'origine défectueuse et protégent I'intégrité defdurche de réplication en cas d'arrét de cettaiéee. Une
fois la réplication terminée, la cellule vérifiegla totalité de 'ADN ait bien été répliqué avapie la cellule ne
rentre en mitose. Toujours pour assurer que lasmitdait lieu qu’en présence de chromosomes intedes
dommages a I’ADN sont contrélés tout au long dehlase G2. Un autre point de contrble se positi@mién de
phase G2, durant 'antéphase, avant que la cetflidetre en mitose. Enfin, pendant le mitose, ldesla
transition métaphase-anaphase, la ségrégation kimsnasomes est contrdlée par I'Anaphase Promoting
Complex (APC).

1/ Contréle en phase G1

La phase G1 comporte deux points de controle :véijfication que la mitose
précédente se soit bien passée et ait bien domsganee a deux cellules filles séparées et (ii)
vérification et réparation des dommages a I'’ADN rdavd’autoriser I'entrée en phase de
réplication (de Bruin and Wittenberg, 2009; Kastad Bartek, 2004).

C’est durant la derniere phase de la mitose, t@phase, que les deux cellules filles
achévent leur séparation pour rentrer en phasé€€iie transition correspond a une phase de

57



contrdle de la complétion de la mitose, ainsi cleacgilule fille doit étre correctement isolée
de sa sceur (cytocinése) et contenir le bon nonmdbohidmosomes.

En fin de phase G1 et avant d’autoriser la cellukentrer en phase de réplication et
donc dans une nouvelle division cellulaire, les Invagries de vérifications des dommages a
I’ADN « scannent » le génome a la recherche deucassCe n’est qu’une fois les réparations
effectuées que l'activité des Chk1/2 diminue, fésemt I'activation du complexe cycline
E/Cdk2 et I'entrée en phase S.

2/ Contréle en phase S

C’est pendant la phase S que I'ADN est répliques tontréles peuvent se diviser en
trois catégories (i) contréle de l'intégrité desgores et des fourches de réplication, (ii)
contrble tout au long de la phase S des cassuré$ étDéparation de ces dernieres, enfin,
(iif) contréle en fin de phase S que la totalité /@dN a bien été répliquée (Kastan and
Bartek, 2004; Segurado and Tercero, 2009)

Le premier point de contrble peut étre activé pHémnts stress touchant les origines
et fourches de réplication tels qu'une déplétiordBiTP, une collision entre les fourches, des
triplex d’ADN. Ce point de contrdle posséde deumchions principales : inhiber linitiation
de la réplication a partir des origines défectususteprotéger l'intégrité de la fourche de
réplication en cas d’arrét de cette derniére, gjusgiu’a ce que le stress soit passeé. Il bloque
egalement les origines tardives de réplication gaetles problémes ne sont pas résolus.

Le contr6le des dommages a I'ADN, également appelérdle intra phase S est
activé par les cassures double brin. Il permet tVac les voies de réparation par
recombinaison homologue et bloque les originesitasdde réplication. A l'inverse des
contrble de cassures ADN en phase G2 et G1, cegsos n'implique pas p53.

Le dernier controle qui prend place en fin de ph&sa pour but de veérifier que la
totalité de 'ADN ait bien été répliqué avant q@ecellule ne rentre en mitose. Ce point de
contrble cible particulierement l'activité de lactime B/Chkl et dépend des fourches de
réplication.

3/ Contrdle en phase G2

Comme mentionné dans toutes les phases du cydigagel précédentes, les dommages a
I’ADN sont en permanence recherchés et réparésdafimaintenir I'intégrité du génome tout

au long de la division cellulaire. En G2, ce paletcontréle a pour but principal de stopper le
cycle aprés la réplication pour laisser aux macafesede réparation le temps de corriger les
erreurs de ’ADN avant de rentrer en mitose. Ersphaz, la cellule favorise la machinerie de
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recombinaison. L'arrét du cycle est provoqué pahibition de la protéine Cdkl, le facteur
principal du signal mitotique (Bassermann and PagafKastan and Bartek, 2004). En cas
d’infection par le VIH, I'arrét du cycle cellulairen phase G2 est notamment induit par la
protéine Vpr et provoque la mort cellulaire par @pse (Amini et al., 2004; Andersen et al.,
2008; Zhao and Elder, 2005).

Récemment, un nouveau point de contréle a étéifidef@hin and Yeong). Ce dernier
prend place durant I'antéphase, phase en G2 pnéckdaitose a proprement dite mais ou un
début de condensation des chromosomes est vi§iblgrairement aux autres contrdles en
G2, il ne semble pas induit uniquement par les dages a I'ADN ou les défauts de
réplication. Pour le moment deux composants clé sonnus : les protéines CHFR et
MAPK14/p38 (Chin and Yeong, ; Matsusaka and Pi2€§4). La protéine CHFR est une
ubiquitine ligase interagissant notamment avedriade Aurora A, HDAC1 et les corps PML
(Daniels et al., 2004; Privette et al., 2008; Ywakt 2005). La protéine MAPK/p38 est une
kinase bien connue, jouant un roéle majeur dangtabsation cellulaire induite par différents
stress tels que la radiation UV, les altérationsadgtructure de la chromatine (Thornton and
Rincon, 2009).

4/ Controle en phase M

La mitose est un processus complexe faisant ie@rvde nombreux acteurs et
constituée de quatre grandes phases : prophasgphmée, anaphase et télophase. Chacune de
ces étapes est bien évidemment régulée par desufactpéecifiques. Cependant, parmi ces
différentes étapes, la transition métaphase-anaplkefsson point de contréle ont été
particulierement étudiés. La ségrégation des chsomes est assurée par I’Anaphase
Promoting Complex (APC) (Caldwell and Kaplan, 2008anchado et al.). Notamment
composé de Cdc20 et CDH1, il possede une actidtelitquitine ligase qui cible des facteurs
clés du cycle tels que les cyclines B/A, la sé®riNEK2, Aurora A/B et provoquent leur
dégradation par le protéasome. L’APC est inhibélgmconstituants du point de contrdle du
fuseau mitotique. Celui-ci, nommé SAC (Spindle Askly Checkpoint), est composé des
protéines Mad1/2/3, Bud1/3 et Mspl. Il est actieéminhiber 'APC jusqu’a ce que tous les
chromosomes soient correctement attachés au fusistiqgue (Fuller and Stukenberg, 2009;
Malumbres and Barbacid, 2009).

La division cellulaire est un processus clé dangdad’'une cellule. Pour assurer que
cette division ne soit effectuée que dans des tondi optimales, de nombreux points de
contrble sont répartis tout au long des phasesydie.cLorsqu’un point de contréle ne peut
pas étre dépassé, signifiant par exemple la préseec dommages irréversibles de la
chromatine, la cellule s’engage alors dans un gsacede mort cellulaire.
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IV/ La mort cellulaire

La mort cellulaire joue un rdéle prédominant dankothéostasie des tissus, le
développement et la réponse aux stress cellulditascumulation d’altérations génétiques
des facteurs impliqués dans la croissance et la cetiulaire est 'une des plus importantes
causes de transformations malignes. Actuelleméuasjqurs types de mort cellulaire ont été
répertoriés. lls sont divisés en deux sous groupes voies apoptotiques et les voies non
apoptotiques (Blank and Shiloh, 2007).

A/ Les voies apoptotiques

Ce premier groupe rassemble I'anoikis et I'apoptasepremier processus est induit
lorsque la cellule perd ses points d’attachemesanésubstrat (matrice extra-cellulaire) ou aux
autres cellules (Blank and Shiloh, 2007).

L’apoptose, processus de mort cellulaire le plusnog engendre des changements
cellulaires sur les plans morphologiques et biodnmes (Beere, 2005; Blank and Shiloh,
2007; Krammer et al., 2007; Kuribayashi and El-ReR008; Movassagh and Foo, 2008).
Une cellule en apoptose se caractérise ainsi psrbdergeonnements de la membrane
plasmique, une réduction du volume du cytoplasme,aondensation de la chromatine et une
fragmentation du noyau. L’apoptose peut étre imdpiér deux voies différentes : la voie
extrinseque et la voie intrinseque (Figure 23)vbee extrinseque est initiee par la liaison de
ligands extracellulaires FASL aux récepteurs FAIB aurface cellulaire tandis que la voie
intrinseque (dite mitochondriale) est activée pdféents facteurs de stress tels que des
dommages a I’ADN ou au cytosquelette, un stresgeticulum endoplasmique, une perte de
'adhésion. Certains de leurs points communs résidans (i) la formation de I'apoptosome,
(i) lactivation des caspases initiatrices et effeees et (iii) le réle de la protéine Bid.
Plusieurs liens entre les infections virales etégulation de I'apoptose ont été clairement
établis (Boya et al., 2004; Saggioro et al., 20E9).cas d’infection par le VIH, il a été noté
gue la déplétion des lymphocytes T CD4 était liésua mort par apoptose (Cossarizza, 2008;
Gougeon and Piacentini, 2009; Varbanov et al., 200& protéine virale Vpr semble
fortement liee a ce processus de mort cellulairadéksen et al., 2008). Enfin, la voie
mitochondriale semble également jouer un réle prédant (Cossarizza, 2008; Shedlock et
al., 2008).

Les caspases, des cystéines protéases, constiasemterniers acteurs des voies
apoptotiques (Demon et al., 2009; Grutter, 2000,0Kawa and Kornbluth, 2009; Slee et al.,
1999; Zhivotovsky, 2003). De facon classique, eleat divisées en deux catégories : les
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caspases initiatrices ou regulatrices: 1, 2, 4,%, 80, 12 et 13 et les caspases effectrices : 3,
6, 7, 11 et 14. Les caspases régulatrices sony@bsid’activées les caspases effectrices par
clivage protéolytique. Les caspases posseédentepitsssubstrats parmi lesquels on retrouve
les protéines de structure (actine, laminine) AESNUS (ayant pour fonction de condenser la
chromatine), ICAD (dont le clivage engendre la fnegitation de I’ADN), les protéines de
réparation de ’ADN (qui sont inhibées pour évitaute tentative de réparation), les protéines
MEKK-1, PKC, PAK-2, Aktl et Raf7 essentielles pdarsurvie cellulaire Les protéines du
cycle cellulaire telles que PARP, Rb, Mdm2 sonté&mant ciblées.
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Figure 23. Les acteurs de I'apoptose (Movassagh ak, 2008).La voie dite extrinseque est activée par la
liaison de ligands extracellulaires (FASL) aux ptears de mort a la surface cellulaire (FAS). Ca#tgociation
provoque le recrutement de divers facteurs inthalegles, des adaptateurs qui forment alors le D(8€ath
inducing signaling complex). Ce signal aboutit activation des caspases initiatrices puis des saspa
effectrices et la formation de I'apoptosontee complexe, formé par les protéines Apaf-1 etass® a pour
fonction d'activer les caspases initiatrices eteetffices. La voie intrinséque correspond a la wdii
mitochondriale. Cette voie de signalisation estébasur les membres de la famille Bcl-2, certaing goo-
apoptotiques d’autres anti-apoptotiques. La mditileére dépend de I'issue de la compétition poaifiger a la
membrane externe de la mitochondrie entre cesreliffé facteurs. Lors de ce processus, la membrane
mitochondriale est sujette a la formation de pgaslesquels des protéines sont relarguées danysdelasme.

Le cytochrome c sert de cofacteur a la moléculefApaour permettre la formation de I'apoptosome.sigmal
d’activation est responsable de l'induction de I@MP (mitochondrial outer membrane permeabilizatidMis

la perméabilisation de la mitochondrie provoquébération de bien d’autres molécules pro-apoptegjtelles
gue Smac/Diablo, Omi/HtrA2. Ces derniéres favottiskn signal pro-apoptotigue en inactivant certaines
molécules inhibitrices de I'apoptose nhommées IARTirE I'homéostasie de la membrane mitochondrige e
étroitement liée a la concentration du calcium du Rinsi, la concentration du calcium cytosoliqust egulé
par Bax et Bcl-2 toutes deux présentes a la merebmaitochondriale. En cas de stress, on observefartee
libération de calcium dans le cytosol, via l'actiomles chaperonnes calreticuline et calnexine pduvan
directement induire la MOMP et activer les caspdgest 9.
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B/ Les voies non apoptotiques

Ce second groupe comprend cing processus de mihtace : I'autophagie, la
nécrose, la mort cellulaire mitotique, la mort gklire indépendante des caspases et la
sénescence (Blank and Shiloh, 2007; Rosner, 2003).

L’autophagie constitue 'un des mécanismes majdarsort cellulaire. Les protéines
et les composants des organelles sont dirigésdesr$ysosomes ou ils seront dégradés. Une
cellule en autophagie se caractérise par I'appariie nombreuses structures de type
vacuolaires a lintérieur du cytoplasme nommées dawphagosomes. La déplétion des
lymphocytes T CD4 lors d'une infection par le ViHbyrait également impliquée le
processus d’'autophagie (Espert and Biard-Piechad@9; Espert et al., 2007; Gougeon and
Piacentini, 2009). Ce processus d’'autophagie impligq Becline, protéine responsable de la
formation des autophagosomes via son associatiea avPI3K. D’autres facteurs ont été
décrits comme acteurs de 'autophagie : p53, PTARNI, DAPK (Balaburski et al., ; Blank
and Shiloh, 2007; Funderburk et al.).

La nécrose est en général la conséquence de masvabnditions physiologiques
telles qu'une infection, une inflammation, ou usehiémie. La nécrose se caractérise par une
déplétion en énergie cellulaire (ATP), des dommagdess la membrane plasmique,
I'activation de protéases non apoptotiques, et dé@egulation de I'homéostasie ionique
(Blank and Shiloh, 2007).

La mort cellulaire mitotique (Mitotic Cell Death GD) survient en cas de mitose
aberrante aboutissant & la formation de cellulex aeux micronoyaux ou plus (Blank and
Shiloh, 2007). Ce processus peu connu est surbmgreé dans les cellules défectueuses pour
les points de contréle du cycle cellulaire. Deuxcamésmes d’action pour la MCD sont
proposeés : la duplication aberrante des centrosomeesnt a une mitose multipolaire et donc
la formation de plusieurs micronoyaux ou l'actieatinopinée de Cdk1 et I'entrée en mitose
alors que 'ADN n’a pas été réparé.

La mort cellulaire indépendante des caspases (€adpdependent Cell Death CICD)
fait intervenir la voie mitochondriale via I'induch de la MOMP sans que les caspases ne
soient activées (Blank and Shiloh, 2007; Tait anele@, 2008).

La sénescence est décrite comme un programme dedaiction d'un signal

aboutissant a I'arrét irréversible de la croissareltulaire (Blank and Shiloh, 2007; Campisi,
1998). Les cellules en sénescence possédent unérar@mplasmique dont I'intégrité reste
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intacte mais sont incapables de se multiplier. Déypes de sénescence existent: la
sénescence accélérée et la réplicative. La sérmscéplicative résulte du raccourcissement
progressif des téloméres durant les divisions legtks ayant pour résultats I'induction d’un
signal menant a l'arrét permanent de la croissamtielaire. La sénescence accélérée est
observée a la suite de dommages a 'ADN. La sénescs’accompagne le plus souvent de
changements morphologiques, ainsi la cellule dépkrs volumineuse et présente une forte
granularité. De plus, des altérations dans la straale la chromatine et dans I'expression des
géenes ont été observées.

C/ Les protéines clés

1/ La protéine p53

Le gene suppresseur de tumeur p53 code pour ot&Em® nucléaire dont la fonction
est altérée dans plus de 50% des cancers humaimdupart des infections virales impliquent
également la dérégulation de cette protéine, ciesmment le cas des infections par le VIH
(Castedo et al., 2005; Imbeault et al., 2009; Parfeet al., 2004). La protéine p53 est une
protéine clé de la cellule, puissant activateundcaiptionnel régulant de nombreux génes
(p21, GADDA45, 14-3-3, BRG2,...) elle agit sur de noeuses fonctions cellulaires, allant de
la réparation des Iésions de 'ADN a la mort celitd (Adimoolam and Ford, 2003; Farnebo
et al., ; Ford, 2005; Gatz and Wiesmuller, 200@r8iand Manfredi, 2006; Helton and Chen,
2007; Talos and Moll, ; Vousden, 2000; Zuckermaal ¢2009).

Ainsi, en cas de stress génotoxique, la protéire g directement activée par les
protéines ATM et DNA-PK. La protéine p53 peut parshuite induire soit 'apoptose soit
I'arrét transitoire du cycle cellulaire, laissaattemps a la cellule en division de réparer ses
|ésions.

Lors de la transition G1/S et en cas de stregwoli@ine p53 active p21. Cette derniére
inhibe la phosphorylation de la protéine Rb quiteeslors complexée aux facteurs E2F
empéchant ainsi la transcription des genes impdiquens la phase S. Au moment de la
transition G2/M, p53 active la protéine 14-3-3. €@l séquestre alors le complexe cycline
B/Cdk1 dans le cytoplasme, ce qui empéche la pssgne en mitose.

Lorsque la cellule ne peut plus réparer ses lésipB8 induit la mort cellulaire
programmée par apoptose en provoquant une dimmul&Bcl-2 et une augmentation de
Bax. De plus, p53 inhibe les génes des facteuisapoptotiques tel que la survivine tout en
activant transcriptionnellement les genes (i) gogotiques de la famille de Bcl-2, (ii) de la
protéine Apaf-1, composant essentiel de I'apopt@sdii) des caspases effectrices.
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Mais la fonction de p53 ne se résume pas a la gifote contre les lésions
génotoxiques. L'activation d’oncogéne, I'hypoxieslanomalies dans la concentration des
ribonucléotides conduisent également a [lactivatida la protéine. Deux protéines
homologues ont également été identifiées : p6378t ponstituant ainsi la famille p53 et
possédant des roles redondants (Kaghad et al.; M@Tay-Zmijewski et al., 2006; Pietsch
et al., 2008; Yang et al., 1998).

L’activité de la protéine p53 est finement réguli@emaniére post-traductionnelle. En
effet, son activation fait intervenir des évenersede stabilisation/déstabilisation de la
protéine sans aucune variation au niveau trangmmipgl. Ainsi, la protéine est inactivée et
parfois dégradée lorsqu’elle est complexée avec BdRrives, 1998; Zhang and Xiong,
2001).

2/ La protéine p21

La protéine p53 décrite precédemment régule lastrgstion de nombreux genes
parmi lesquels on retrouve la protéine p21. Cettaidre répond a de nombreux stimuli pour
permettre l'inhibition de la croissance cellulailgrrét du cycle et la régulation de la
transcription (Abbas and Dutta, 2009; Besson et28l08; Coqueret, 2003; Fischer et al.,
2003; Schwartz, 2002; Weiss, 2003).

Le cycle cellulaire est négativement régulé pal,plette derniére possédant la
capacité de se lier a (i) la protéine PCNA, inhtdarréplication de I'ADN et les mécanismes
de réparations par MMR et BER et a (i) Cdk1/2 bamt ainsi leur activité. La protéine p21
servirait a protéger la cellule de I'apoptose etant le cycle cellulaire, en laissant le temps
aux mecanismes de réparation, en favorisant |adrgation des géenes anti-apoptotiques et
supprimant I'induction des genes pro-apoptotigoduyits par Myc et E2F1).

La protéine p21 est régulée a différents niveaux.eHet, elle leve la répression
transcriptionnelle médiée par p300/BREBBP, ayanirpmnséquence l'activation du gene
CDKN1A codant pour p21 elle-méme. Cette boucle d¢ination positive permet le
renforcement de l'action de la protéine. La traiption du gene CDKNI1A est également
régulée par p53, la voie des MAP kinases, les téoepaux acides rétinoiques, a la vitamine
D et aux androgenes. Mais la protéine est égalerégntée de facon post-traductionnelle. Sa
dégradation par le protéasome est médiee par lepleres APC et SPC, sa localisation
cellulaire ainsi que sa stabilité sont contrbléas giverses phosphorylation via les kinases
Cdk2 et Aktl.
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3/ La famille Bcl-2

La famille des protéines intracellulaires Bcl-2 stitue le régulateur central de
l'activation des caspases via la signalisation ohitmdriale. La famille se divise en trois
groupes : (i) les protéines de type Bcl-2, (ii) B3 only et (iii) les protéines de type Bax.
Les fonctions antagonistes pro et anti apoptotidg® membres de cette famille arbitrent la
décision de vie ou de mort d’'une cellule. Ainsi,axtés de Bcl-2 signe la survie tandis qu’un
exces de Bax est synonyme de mort (Cory and Ad20@2; Zinkel et al., 2006).

Le groupe de protéines de type Bcl-2 comprend mieqbres : Bcel-2, Bel-XI, Bel-W,
Al et Mcll. Ces protéines anti-apoptotiques se liemat sur les membranes de la
mitochondrie, du réticulum endoplasmique et du moylandis que Bcl-2 est un composant
permanent de ces membranes, les autres protéing$ rretrouvent qu’en cas de stress
cellulaire. Bcl-2 peut contréler I'apoptose viarliculum endoplasmique et la caspase 12,
indépendamment de la présence d’Apafl et du cyboodrc. Les protéines Bcl-2 agiraient a
la membrane de la mitochondrie pour empécher bofigrisation de Bax et Bak. La protéine
Bcl-2 serait étroitement régulée par la protéinealgi Tat du VIH. Ainsi I'activation
transcriptionnelle par Tat induirait I'expressiore Bcl-2 afin d’inhiber le processus
d’apoptose (Corallini et al., 2002; Zheng et a00?).

Les deux autres groupes sont composeés de molgmatepoptotiques. Le groupe des
BH3 only comprend huit membres : Bid, Noxa, PumadBBik, Bmf, Hrk et Bim. Ces
protéines favorisent I'apoptose en cas de strdgaiges et ne peuvent pas induire la mort
sans I'action des protéines de type Bax. L’acties protéines Bim et Bmf est régulée par des
interactions protéiques, elles sont en effets @smament séquestrées par la dynéine associée
aux microtubules et par I'actine du cytosqueld®iad devient active aprés sa phosphorylation
par AKT et la PKA, lui permettant de se lier a tatgine 14-3-3 tandis que Bid nécessite un
clivage protéolytique par la caspase 8 pour étnetfonnelle. Enfin, Noxa, Puma et Hrk sont
régulées au niveau transcriptionnel.

Le groupe de type Bax, composé de Bax, Bak et Bole majoritairement un rble au
niveau de la mitochondrie bien qu'une action danséticulum endoplasmique ne soit pas
exclue. Ces protéines pro-apoptotiques, sous foohgomérique, contribuent a la
perméabilisation de la membrane mitochondriale péant ainsi la libération des protéines
apoptogéniques comme le cytochrome c. Bax se rareaus forme monomérique dans le
cytosol. En cas d’induction de l'apoptose, la comfation de la protéine change et elle
integre la membrane externe de la mitochondrie &muse d’oligoméres. A I'inverse, méme
hors condition de stress, Bak est un constituaigowiérique permanent de la membrane
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externe de la mitochondrie. Un changement confooma¢l de Bak, qui induirait la
formation de plus gros agrégats, serait égalenrenbgué par l'induction de I'apoptose.

Les processus de mort cellulaire sont donc diverglus étudié étant I'apoptose. Cette
derniere, étroitement liée aux autres processuslaiets tels que le cycle de division, la
réparation de I'’ADN ou les stress oxydatifs, essaneén route en dernier recours, lorsque la
cellule ne peut plus ni réparer ses dommages sepaslitre le stress subit. Ce mécanisme de
mort cellulaire programmée est essentiel pourdignté de I'organisme puisqu’il permet
I'élimination des cellules |ésées, c'est ainsi daeganisme se protége notamment de la
survenue des tumeurs.
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Chapitre 4 : Relation hote-pathogéne : la cellule f  ace au VIH

Puisque notre étude utilise le VIH comme outil gnédif, permettant I'insertion de
I’ADN étranger au sein du génome de la celluledtée, ce dernier chapitre sera consacré aux
facteurs cellulaires identifiés lors d’études pnétiaires et modulés en cas d’infections au
VIH. Ce dernier chapitre se divise en deux parfleEns un premier temps, les mécanismes de
défenses cellulaires comprenant I'immunité innéesiague certains facteurs de restriction
spécifiqgue au VIH seront abordés. En effet, cettton d'immunité sera par la suite revue
lors des résultats de notre étude. La secondeesatta consacrée aux facteurs déja identifiés
lors des études globales précédentes, menées taallee du cycle viral et impliquant donc
le processus d’intégration, qui nous intéresse jpuisculierement.

I/ Les défenses cellulaires

A/ L'immunité innée

La présence d’'un systeme immunitaire efficace, péant a la fois la reconnaissance
et I'élimination des pathogénes, est cruciale pgue lI'organisme se défende contre les
infections. Le systeme immunitaire se divise enxdeatégories : la réponse innée qui est
immédiate et constitue la premiere barriere dédenst une réponse plus tardive mais
hautement spécifique nommeée réponse adaptative.

L’induiction de 'immunité innée se caractérisdarament par la détection des
pathogenes ou de leurs contituants via les inierectdes Pattern Recognition Receptor
(PRR) et des Pathogen Associated Molecular PaiikiviP). Cette liaison initie par la suite
les cascades de signalisation. L'immunité innéeedépegalement des cellules sécrétrices de
messagers et initiatrices de la réponse adaptégiles que les cellules dendritiques, les
monocytes, les macrophages et les cellules NK (islkiiller).

Les PRR présentent des localisations subcellulaireles ligands spécifiques (Kumar
et al., 2009; Ranjan et al., 2009; Takeuchi andrak2009). lls se subdivisent en plusieurs
catégories : les Toll-like Receptor (TLR), les Rig Receptor (RLR) et les Nod-like
Receptor (NLR) (Figure 24).
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Figure 24. Signalisation par les Pattern Recognitio Receptor (Takeuchi et al, 2009)Les PRR se divisent
en trois classes : (i) les Toll-like Receptor (TLRi) les Rig-like Receptor (RLR) et (iii) les Mdike Receptor
(NLR. Ces voies de signalisation, activées pa®lection des pathogénes, permettent I'activatiengdmes des
cytokines, des intéférons de type | et I'activatitml’interleukine IL-B.

Les NLR comportent plus de 20 membres et sont @esesirs majeurs du stress et des
infections intracellulaires. Les membres les ploisnuis sont NOD1 et NOD2, impliqués dans
la reconnaissance des bactéries, et CIITA, esseatis les mécanismes de défense antivirale
et la présentation au CMH Il (Bryant and Fitzger@@09; Shaw et al.).

La famille des RLR comporte deux membres essentiRI&S-1 et MDA-5 (Barral et
al.,, 2009). Ces deux protéines sont impliquées dknsreconnaissance des ARN
cytoplasmiques de nombreux virus (paramyxovirus,VV& influenza pour RIG-1 et
picornavirus pour MAD-5) (Postigo and Ferrer, 2009)

Parmi les TLR, les TRL7 et 8, récepteurs préseans des endosomes, sont impliqués
dans la reconnaissance des ARN simple brin viratamment ceux du VIH. Il est a noter
gue le TLR7 est indispensable pour la reconnaigsdac/IH contrairement au TLR8 (Genin
et al., 2009). L’infection par le VIH a égalemet# émpliquée dans l'activation d’autres TLR
comme TLR4 et 3 via I'enveloppe du virus (Cavaledtoal., 2007; Sanders et al., 2008).
Apres activation des TLR, le signal intracellulagst médié par un adaptateur, celui-Ci
interagit avec d’autres adaptateurs et permetiVaitbn des facteurs tels que les IFN de type
1 et Nf-kB. Par la suite, les cytokines et chémekipro-inflammatoires type TNfet les
interleukines 1/6/12 sont libérées afin de coor@ontimmunité innée et I'immunité
adaptative (Postigo and Ferrer, 2009).

Les TLR et RLR sont des acteurs de I'induction dié#¢ et des cytokines tandis que
les NLR agissent principalement au niveau de I'egpion de l'interleukinefil De part leur
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fonction clé dans la signalisation de la préserina gathogene, de nombreux virus tentent
d’inhiber les interactions protéiques ou les cassade signalisation induites par les PRR
(Postigo and Ferrer, 2009) (Figure 25). Ainsi, MCGHbloque la signalisation par le TLR3, en

clivant 'adaptateur TRIF, le VSV inhibe TRAF6 &RAK2 tandis que les virus influenza et

les paramyxovirus de type V empéchent I'action t6-R et MDA-5 respectivement. On sait

désormais que le VIH inhibe I'action de IRF3 afilerdpécher la signalisation via les TLR

(Doenhle et al., 2009).

Les interférons se divisent en deux groupes : fyfieet ) et type 2 ). Les IFN de
type 1 sont produits par les cellules dendritiqe¢sians une moindre mesure par les cellules
épithéliales et les fibroblastes (Genin et al., P0dIs initient les réponses innées et
adaptatives en régulant I'expression de plus deer@aine de genes. lls induisent également
la maturation des cellules dendritiques ainsi guprésentation des antigenes par le CMH |.
L’interféron de type 2, ou IFN, est une cytokine aux propriétés antivirales &ttamorales.
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Figure 25. Interaction entre les voies de signalitan des PRR et les virus (Barral et al, 2009)Afin de
limiter la réponse cellulaire induite par l'infemti virale, de nombreuses protéines virales ont pola de
bloquer les voies de signalisation liées aux PRR.

Une infection provoque en premier lieu I'activatides voies PRR ce qui engendre la
production des IFN ainsi que le recruttement ddectfurs de I'immunité (monocytes,
macrophages, les cellules dendritiques et NatuitriKet la libération des molécules de
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signalisation (cytokines et chémokines). Cette adscde médiateurs engendre l'activation
des cellules de 'immunité adaptative, en partexiés lymphocytes T et B.

B/ Les facteurs de restriction des infections gayIH

Au cours des dernieres années, un nombre croigeafdcteurs cellulaires ayant la
capacité d'inhiber la réplication des rétrovirug été identifiés. Ces facteurs de restrictions
aux rétrovirus ont été découverts a la suite d'abservation faite sur les infections par le
SIV. En effet, les cellules humaines ne pouvaierst @tre affectées par le SIV tandis que le
VIH ne pouvait infecter que les cellules de prirsatees facteurs ciblent différentes étapes du
cycle de réplication du VIH, notamment la décapsie la réverse transcription et le
bourgeonnement.

1/ La famille des TRIpartite Motif (TRIM)

La protéine TRIMBb est un des facteurs de restriction les plus &udiétte protéine
constitue une barriere a la transmission des rétr®entre les especes. En effet, la protéine
humaine bloque le rétrovirus MuLV tandis qu’'elleaffiécte pas le VIH. A linverse, la
protéine des singes verts d’Afrique les protegereole VIH mais n’a aucune action sur SIV
(Song et al., 2005; Stremlau et al., 2005).

Les TRIM font partie des complexes E3 ubiquitirgase, chaque TRIM présente une
localisation particuliére et la plupart se regraupsous forme de foyers subcellulaires
(Williams and Burdo, 2009). Ceci est notammentds de la protéine PML, bien connue pour
son lien avec les infections virales, son role gréestant néanmoins a définir (Everett and
Chelbi-Alix, 2007; Regad and Chelbi-Alix, 2001).d. @RIM possédent une séquence RING
responsable des interactions protéiques. L'intemacientre TRIMD et les rétrovirus
s’effectue via la protéine de capside au momera decapsidation. L’action de cette protéine
sur la réplication virale est encore mal comprissasnTRIM5u ciblerait la capside et, via sa
relation avec les E3 ubiquitine ligases, provoquiesa dégradation par le protéasome,
empéchant ainsi la poursuite du cycle viral (Blackl Aiken, ; Williams and Burdo, 2009).
TRIM5a pourrait agir d’autres maniéres, notamment enesteant les cores des virions dans
les foyers qu’elles créent ou en perturbant lespart du PIC (Freed and Mouland, 2006;
Williams and Burdo, 2009).
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2/ La famille APOBEC

Les protéines APOBEC sont des cytidines déaminadles, transforment donc une
base cytosine en uracile. La premiére protéinedtie damille identifiée comme facteur de
restriction a l'infection par le VIH fut APOBEC3&bila-Gaur and Strebel, 2008; Harris and
Liddament, 2004). Cette protéine est encapsidées das virions au moment du
bourgeonnement viral grace a son interaction aesc drotéines Gag et I'ARN viral.
Néanmoins, elle n’agit que lors du cycle réplicatiivant. Ainsi, au moment de I'étape de
réverse transcription, APOBEC3G agit sur 4% du DN négatif, la transformation €U
sur le brin (=) engendre des mutation®& sur le brin (+). Ces hypermutations rendent
I’ADN viral instable et cible de la protéine APEdlles empéchent également le bon encodage
des protéines virales et inhibent ainsi le cyctalyi

L’action d’APOBEC3G est contrecarrée par la praémrale Vif (Harris and
Liddament, 2004; Williams and Burdo, 2009). Ceternikre est indispensable au virion
infectant une cellule exprimant APOBEC. Vif inagtivAPOBEC au moment du
bourgeonnement. Elle empécherait son encapsidati@baissant le niveau cytoplasmique de
la protéine et en la dirigeant vers une dégradgiame protéasome. La protéine Vif du VIH
n'agit que sur APOBEC3G des cellules humaines ouhilmpanzé mais pas sur la protéine
des rongeurs ou des singes verts d’Afrique. Le médtrictif  APOBEC3G serait également
valable pour les virus de I'hépatite B (HBV) et HM41 constituant ainsi un des composants
majeur de I'immunité innée antivirale (Strebel bt 2009). A noter que de nombreux autres
membres de la famille APOBEC posséderaient unabteiral similaire (Dang et al., 2006;
Doehle et al., 2009; Harris and Liddament, 2004|més et al., 2007; Luo et al., 2007,
Takeuchi and Akira, 2009). Cette famille de protéijouerait également un rdle sur le
contrble des éléments transposables (transposonétretirus endogenes (Sawyer et al.,
2004).

3/ Bst-2 / Tetherine

BST-2 est une glycoprotéine transmembranaire de tygontenant une ancre GPI.

Cette derniére conférerait a BST-2 la propriétéadenir les virions a la surface cellulaire et
de les lier entre eux, empéchant ainsi le bourgexmemt des particules virales (Tokarev et al.,
2009). L'infection virale induit la réponse IFN geile-méme active I'expression de Bst-2.
Pour contrer I'action de Bst-2, les infections |ga¥IH requierent I'action de Vpu au moment
du bourgeonnement. A l'inverse, les virions infattdes cellules n’exprimant pas BST-2 ne
nécessitent pas l'action de Vpu pour leur libératfbleil et al., 2006; Strebel et al., 2009;
Tokarev et al., 2009).
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Vpu agirait sur BST-2 par une interaction protéigliecte. A la surface cellulaire,
'expression de BST-2 est fortement abaissée sares lgs mécanismes d’endocytoses
cellulaires ne soient altérés (Strebel et al., 200%ction de Vpu consisterait plutét a
empécher l'arrivée de BST-2 a la membrane. On gotele niveau cellulaire global de BST-
2 est fortement réduit sous l'action de Vpu sane g1 mécanisme sous-jacent ne soit
précisément connu. BST-2 pourrait étre la ciblend’'wlégradation par le protéasome, ou
d’'une séquestration intracellulaire (Goffinet et @009). Le VIH est sensible aux protéines
BST-2 de différentes especes dont la souris, letrl singe mais seule les protéines BST-2
humaine et du chimpanzé sont sensibles a I'act®oivViou du VIH (Goffinet et al., 2009;
McNatt et al., 2009)

4/ Autres

D’autres protéines cellulaires ont été identifie@smme facteurs limitant de la
réplication rétrovirale. Ainsi la protéine Rad5huéerait I'activité de I'intégrase (Desfarges
et al., 2006). Des expériences menees chez leekedprimant l'intégrase du VIH corrélées
avec des tests d'activité de la protéine démontopré Rad51 abaisserait I'activité de
lintégrase. La protéine ZAP pourrait bloquer I'mowulation cytoplasmique des ARNm de
plusieurs virus dont MuLV et les alphavirus. Cedtgion nécessiterait une courte séquence
ARN située au niveau du LTR 3’ (Goff, 2004). Cants activités de restriction par ARNi ou
par des miARN ont également été identifiées lomsfeltions par le VIH. Pour contrer ces
inhibiteurs, le VIH code pour des suppresseurs tNABontenus dans la protéine Tat et la
région TAR (Lu and Liston, 2009; Strebel et al.02)

[I/ Les modifications cellulaires globales provoqués par I'infection au VIH

Depuis de nombreuses années les scientifiquesadiatit a identifier les facteurs
cellulaires essentiels a la réplication virale. Lesuvelles techniques de puces a ADN,
d’ARNSsi et de protéomique bidimensionnelle ou skhiroenatographie permettent désormais
d’identifier de nombreux facteurs en une seuleyagaglobale.

A/ Les analyses transcriptomiques

Beaucoup d’études se sont attachées a I'analysamkcriptome des cellules infectées
par le VIH ou un vecteur dérivé. Les analyses séab entre les années 2000 et 2006 sont
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repértoriées dans la revue de Giri et al. (Giriakt 2006). Les populations cellulaires
analysées sont multiples, allant des CD4+, monscgtePBMC aux cellules Hela et les
systemes d’études sont le plus souvenwitro.

Parmi les articles cités, I'équipe de Wen a testépression génigue de deux lignées
cellulaires U937 (pré-monocytes) et Hut78 (CD4+jesa une infection par le VIH (Wen et
al., 2005). Les données ont été collectées et sdady2 a 3 jours apres infection sur des puces
a ADN contenant 550 genes spécifiques de 'immu@iébalement, on note deux fois plus
d’inhibition que d’activation a la suite de l'infgan virale. En prenant une variation minimale
de 1,5 entre les cellules infectées et non infectd® facteurs modulés par le VIH chez les
U937 ont été identifiés contre 28 chez les Hut7&. IR suite, les auteurs ont validé ces
résultats par RT PCR quantitative.

Une étude similaire a été réalisée sur les cellGIEM infectées ou non par le VIH
(Geiss et al., 2000). Les données ont égalemeranatgsées 2 a 3 jours aprés infection, sur
des puces contenant environ 1500 génes. Peu ddimasi ont été observées a 2 jours p.i.
mais 20 genes ont pu étre identifiés comme modudédinfection virale avec une variation
minimale de 1,5. Ces dérégulations de génes, jpaic a de nombreuses fonctions
cellulaires (trafic intracellulaire, régulation tge transcription, métabolisme, ...) ont ensuite
été validées par northern blot.

Par la suite, les lymphocytes CD4+ provenant delndurs sains ont été isolés et
soumis a des infections par le VIH (Imbeault et 2009). Les analyses ont été réalisées a 8h
et 24h apres infection. Parmi les 12 600 génesysésl 404 sont notés dérégulés par
I'infection virale avec une variation minimale de Res fonctions cellulaires telles que
'apoptose, la réparation de I'ADN, le cycle cedliie et le métabolisme des ARN sont
impliquées. Les auteurs se sont, par la suitectadtaa I'étude de la surexpression de p53 et
de l'induction de la réponse interféron par dedysmes en PCR quantitative et western blot.

Les études suivantes ont été menées sur des PBMESide patients séropositifs. Les
patients séropositifs se divisent en deux clas$es « non progresseurs » présentent une
charge virale faible malgré l'infection et I'absende traitement, les « progresseurs »
présentent une charge virale plus élevée et néeessin traitement antiviral pour la
contrler. Deux études ont notamment été réalisggsdes patients non infectés, ou
présentant différents stades de l'infection pafild (Hyrcza et al., 2007; Li et al., 2009a).

La premiére analyse est réalisée sur les lymphscyt€D4 et CD8 d’une vingtaine
de donneurs (i) progresseurs en phase aigue,réigrgsseurs en phase chronique, (iii) non
progresseurs et (iv) sains (Hyrcza et al., 20085 hnalyses sont réalisées sur des puces
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ciblant 16 500 genes. A la suite des premieresyaes)] les classes (i)/(ii) et (iii)/(iv) ont été
regroupées, en effet aucune différence n’a été anisévidence entre les patients sains et les
non progresseurs. De méme seuls 4 genes diffdtemtent exprimés ont été identifiés entre
les groupes de patients progresseurs. En compl@samiasses regroupées, un total de 533
géenes ont été annotés comme sur exprimés cheatients progresseurs contre 844 genes
sous exprimés. De nombreux facteurs impliqués tiamsmunité ont été décrits, a la fois pour
les cellules CD%4et les CD8. Pour valider leurs résultats, une analyse par BGatitative

sur 77 genes choisis arbitrairement a été réalldae.discordance d’environ 10% entre les
résultats des puces et ceux des PCR quantitaté&srapportée.

La seconde étude a été menée sur les PBMC de 2euwian(i) sains, (ii) progresseurs
en phase aigie, (iii) progresseurs asymptomatite)eprogresseurs en stade SIDA (Li et
al., 2009a). Les auteurs constatent que chaque dtatlinfection posséde sa propre signature
transcriptomique. Au total, I'étude a démontré ehes dérégulés par l'infection au VIH
parmi les quelques 47 000 transcrits contenus asyrute (variation minimale de 1,7). La
plupart des génes sont associés a la phase aigliafdetion (70%) et seulement 6% des
génes communs aux trois stades de l'infection. ldmscette phase aiglie, de nombreuses
fonctions biologiques sont altérées telles queytdeccellulaire (notamment la cycline E), la
réponse immunitaire (APOBEC3B, F, G), 'apoptoseniétabolisme et la régénération des
tissus et des cellules. Les résultats ont, la ené&té validés par RT PCR quantitative.

Des études ont également été menées afin de cameafil transcriptomique de
patients infectés par le VIH et soumis ou non d&raitement antiviral (Rotger et al., ; Van den
Bergh et al., ; Wu et al., 2008). Toutes ont poutr détudier les mécanismes naturels de
contrOle de I'infection par le VIH chez les patiemion progresseurs. En comparant les profils
transcriptomiques des différents patients, ceseStaboutissent aux mémes voies cellulaires
(en outre I'apoptose, le cycle cellulaire, le pasigme et la voie de l'interféron). Ceci laisse
supposer que ces voies cellulaires soient impligjuEns l'infection au VIH sans pouvoir
déterminer si elles sont liées a la charge viral@atient ou au contréle de l'infection par des
mécanismes antiviraux.

Dans une premiére analyse, les lymphocytes T Qi8 patients non progresseurs
sont comparés a ceux issus des patients sainsopatients progresseurs sous traitement
(198 donneurs au total) (Wu et al., 2008). La emcpeu de différences ont été notées entre
les non progresseurs et les patients séronédatifeffet, seuls 7 genes ont été identifiés sur
les 48 000 testés. La comparaison des progressenms progresseurs a permis de mettre en
évidence 68 genes dérégulés par la forte chargéeviCertains de ces facteurs étaient déja
liés au VIH, comme TRIM5 mais bien d’autres voiedludaires ont été mises en évidence
telles que la voie de l'interféron, le cycle cddling, la cytotoxicité, le métabolisme.
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Dans une autre étude, la comparaison des non peEgnes et des progresseurs non
traités a mis en évidence la dérégulation de 26@gassociés a une forte réplication virale.
Parmi ces genes, ceux codants pour les protéiné3BEER3G, BST2 et pour les autres
facteurs appartenant aux défenses cellulaires snroge été identifieés. De plus, les profils de
ces 260 génes ont été comparés sur (i) les nomgasayrs, (ii) les progresseurs non traités,
(i) les progresseurs efficacement traités, (89 progresseurs non efficacement traités et (v)
les patients sains. Les auteurs ont constaté quertdils de ces génes chez les patients
efficacement traités étaient similaires a ceuxpigents non progresseurs et se rapprochaient
des patients sains ; confirmant les résultats désedentes études et suggérant que ces 260
géenes soient liés a la charge virale plutét qu@antrdle de I'infection (Rotger et al.).

B/ Les analyses protéomiques

De nombreuses études protéomiques ont été menégmrahleles des analyses
transcriptomiques afin d’identifier les protéinesnt I'expression est modulée par la
réplication du VIH. Les premieres études portent 1&tude des modulations cellulaires
induites par l'infection par le VIH tandis que dteas analyses ont porté sur l'effet de la
protéine virale Tat ou sur la composition des paléis virales en protéines cellulaires.

Dans une premiere étude, les lysats de monocykestés par le VIH ont été analysés
par chromatographie échangeuse de cations et tgaadtion en réversion de phase (Carlson
et al., 2004). Afin d’éliminer la variabilité enttes donneurs, le seuil de difféerence entre les
monocytes infectés et les non infectés a été dafim signal supérieur ou égal a 3. Une forte
corrélation entre les variations des profils piquéss et la dose virale quantifiée en test RT est
observée. En effet, plus la dose virale détectdeékwvée, plus les profils protéiques
présentent des fortes variations. Par micro se@gen@67 protéines ont été identifiées. Les
variations les plus élevées sont notamment obsempeéer les protéines actine, vimentine et
annexines.

Une étude similaire a été menée sur les celluléd @Eectées par le VIH (Chan et al.,
2007). La technique de chromatographie en phasgdégest couplée a un marquage
isotopique et a une analyse en spectrométrie deenpamur identifier le profil d’expression de
3200 protéines cellulaires. Lors du pic de produrctiirale, se produisant a 36h p.i., 21% des
protéines identifiées (soit 687 protéines) présenia profil différentiel causé par l'infection.
Parmi les 344 facteurs qui sont sur-régulés, amuege la protéine DNA-PK, I'annexine A2
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et parmi les 343 sous-régulations sont annotéeprtegines importines ainsi que diverses
Sous unités du protéasome.

Un nouvel essai sur cellules CD4+ primaires infestgar le VIH est réalisé (Chan et
al., 2009). Les lysats cellulaires analysés enmhatographie en phase liquide révelent une
variation d’expression pour 178 protéines poureuilgie variation placé a 1,5. On y retrouve
notamment les protéines CAPN2, LLMNB1, MAPK1, PARRBE2ZI et la famille YWH
(AB/E/GIHIQ/Z).

Ces études ont été complétées par une analysesilyndphocytes T humains infectés
ou non par le VIH (Ringrose et al., 2008). Les é@tilans ont été analysés par séparation
bidimensionnelle couplée a un marquage isotopiGue.les 2000 protéines définies sur les
gels, 15% présentaient une variation au pic ddelion (7 a 10 jours apres l'infection).
Parmi elles, 92 protéines ont pu étre identifiéEs gous régulées et 65 sur-régulées) et se
classent parmi les fonctions cellulaires déja cesrelles que le cycle cellulaire, la division
cellulaire, la croissance, la mort, 'homéostasgemobilité, le transport, I'organisation du
cytosquelette et des chromosomes. Une protéine idténét particulier, puisque interactant
de l'intégrase (Parissi et al., 2001) a notammaéhtidentifiée lors de cette analyse, il s’agit
d’'HSP6O.

La derniére étude protéomique en date a été effectur des PBMC de neuf patients
séropositifs et onze séronégatifs, analysés paratpn bidimensionnelle (Zhang et al.).
Parmi les 1200 protéines détectées sur gel, 2@miers une variation minimale de 1,5 due a
linfection, et 20 ont pu étre identifiées en spectétrie de masse. Parmi elles, 7 sont
redondantes, notamment l'actine et I'énolase ettdiespondent a des protéines uniques
telles que la taline, la filamine, la vinculine.

Une étude menée sur des cellules Jurkat (CD4+ masginfectées par le VIH et
soumises a une forte expression de la protéinkeviia. Cette étude par gel bidimensionnelle
permet de mettre en avant le rdle anti-apoptotidgida protéine ainsi que son absence de
fonction dans le cycle cellulaire et révéle notamiria modulation des protéines de structure
comme la tubuline, I'actine, les annexines, laitio#. (Coiras et al., 2006).

Par la suite, I'équipe de Wang a cherché a identlés modifications protéomiques
induites par le VIH sur des microglies de sourisaf\y et al., 2008). Les analyses sont
effectuées par séparation bidimensionnelle cougalé& marquage isotopique. Il en ressort
gue parmi les quelques 2000 spots protéiques faEnsiur les gels, plus de 500 protéines sont
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dérégulés par le VIH. Les protéines caractérisggmréiennent au cytosquelett@-actine,
vimentine, tubulline mais également a d’autres fioms cellulaires : ferritine, calmoduline,
enolase,...

D’autres études ont porté sur la particule virate edle-méme. La méthode de
chromatographie en phase liquide couplée a ungsaah spectrométrie de masse est utilisée
pour caractériser la composition protéique desonsi VIH (Saphire et al.,, 2006). De
nombreuses protéines virales sont évidemment fdmdi: précurseur Gag et Pol, IN, MA,
NC, CA, Vpr et Vif mais de nombreuses protéinesutales sont également caractérisées.
On retrouve ainsi la cyclophilline A, HSP70, ei-tle nombreuses histones, SUMO-1. Par la
suite, I'équipe de Denard a réalisé une analyselesurvirions complets par séparation
bidimensionnelle (Denard et al., 2009). La specéwi®m de masse permet de mettre en
évidence la présence de protéines virales classiglles que VSV-G, MA, CA, RT, IN et de
nombreuses protéines cellulaires déja identifié@ssdes infections par le VIH comme la
cyclophiline A, I'énolasea, I'annexine, la clatherine, la tubuline, HSP90,.esLauteurs
présentent également une estimation du nombre e de chaque protéine présente dans le
virion.

C/ Les analyses par ARN interférence

Trois analyses globales basées sur la techniquARBS ont été effectuées (Brass et
al., 2008; Konig et al., 2008; Zhou et al., 20083. principe est globalement identique a
chaque fois : des cellules, productrices dé-alactosidase sous l'induction de Tat, sont
transfectées avec des pools de 4 siRNA ciblant arimum de génes cellulaires. Apres
quelques heures ces cellules transfectées sorttéefe avec le VIH. Par la suite, (i) les
cellules infectées sont fixées et utilisées powr tésts de détection de la p24 permettant de
juger l'efficacité de l'infection virale de I'étap@’entrée jusqu’a la traduction des protéines
virales et (ii) les surnageants viraux sont récéipépour ré-infecter les mémes types
cellulaires que précédemment afin d’observer I'egpion du gene rapporteur et juger
I'efficacité des étapes d’assemblage et de bourgroent (Figure 26).
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Figure 26. Méthode d’analyse par RNA interférenceBrass et al, 2008)Des cellules, productrices defla
galactosidase sous l'induction de Tat, sont trantéés avec des siRNA pendant 72h avant d'étretédeqar le
VIH. L'infection dure 48h avant que les cellules swent fixées et soumises a une détection deda(jpet I).
En paralléle, les surnageants viraux sont récupgiréslisés pour une ré-infection sur le méme tgphulaire.
Aprés 24h d’infection, une détection du géne dedmlactosidase est effectuée (Part Il).

Par cette technique la premiere équipe identifie3 Xacteurs dont 36 ont
précédemment été reliés aux infections par le \BFags et al., 2008). Parmi les 237 restants,
des fonctions de transporteur, d’hélicase, de famstde transcription, d’hydrolase, de liaison
aux protéines Rho ou aux GTP ont été annotéesai@eiftacteurs ont été par la suite testés
guant a leur réle sur I'expression du géne rapporta présence des protéines en western
blot, la réverse transcription en quantificatiors ggoduits de RT. Cette méme technique a
permis l'indentification de 232 facteurs dont 4égdablement liés au VIH (Zhou et al., 2008).
Les analyses des équipes de Brass et Zhou prési&Btganes en communs.

Par la suite, une analyse plus approfondie a étiiséé (Konig et al., 2008). Cette
analyse était également basée sur I'étude du evekedu VIH sous I'effet des siRNA. Elle a
été complétée par (i) I'étude des virus MuLV et AANM) des tests de toxicité et (iii) une
guantification des produits de réverse transcniptioes données initiales ont été compilées
avec dautres résultats comme ceux isssus de leafgsas double hydride, la banque de
données des interactants du VIH, la classificapan ontologie de géne, I'expression des
récepteurs CD4, CCR5, CXRC4 sur différents tissubgaées cellulaires. Sur 800 genes
identifiés, 245 inhibent I'infection par le VIH &5 présentent une expression parfaitement
corrélée a celle des récepteurs CD4/CXRC4/CCR%or2&ions et processus biologiques ont
été annotés ; notamment, l'activité ligase, la réfan de I’ADN, la voie d’ubiquitinylation et
du protéasome, la fixation des ions.
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L’infection par le VIH engendre donc diverses muamdifions cellulaires et implique en
premier lieu les acteurs de I'immunité innée majmlément les facteurs de restriction.
Comme nous l'ont démontré les analyses globaleseptées, de nombreux facteurs et
processus cellulaires sont modulés par le cyckd,vijjui comprend notamment le processus
d’intégration. Puisque notre étude a utilisé cecessus viral pour intégrer un ADN étranger
dans le génome cellulaire, les données présenttgsopt étre trés utiles a notre analyse et
sont a garder en mémoire.

[1l/ L'intégration du VIH et 'utilisation des mach ineries cellulaires de
réparation de 'ADN

Comme déja mentionné, le processus d'intégratiofvVithi nécessite la présence et
I'action de nombreux facteurs cellulaires. Outre ce-facteurs précédemment développés, la
derniere étape du processus d’intégration, laitigatequerrait également lI'action de facteurs
cellulaires liés aux mécanismes de réparation ABN. Parmi les nombreuses protéines
impliquées dans les processus de réparation deNA8s senseurs ATM, ATR et DNA-PK
ont été les plus étudiés.

L'implication de la DNA-PK dans le processus d’igutétion du VIH a été mise en
évidence par I'étude de cellules SCID, déficiere<DNA-PKc (sous unité catalytique de la
DNA-PK). Dans ces cellules, une forte baisse dealasduction de vecteurs dérivés du VIH a
été observée et a pu étre restaurée par I'additola protéine sauvage (Daniel et al., 20044a;
Daniel et al., 1999; Sakurai et al., 2009). Néam®solie role essentiel de la protéine DNA-PK
dans le processus d’intégration du HIV n’a pascétéoboré par toutes les études. Ainsi, des
tests de siRNA couplés a l'utilisation de drogudsibant les senseurs des Iésions a 'ADN
(caféine et wortmannine) n'ont pu mettre en évidenoe quelconque variation dans la
transduction des vecteurs VIH suite a l'inhibitide la DNA-PKc (Ariumi et al., 2005). Des
résultats identiques, invalidant le role essemtgela DNA-PK lors de lintégration virale, ont
été observés dans une autre étude menées surlldéssc8CID ou déficientes en protéines
Ku (Baekelandt et al., 2000). L'observation desrfes virales 2LTR et des formes intégrées
dans des cellules déficientes en Ku80 a néanmoémsodtré son implication dans la
circularisation de I'ADN viral et la localisationedl’ADN viral dans 'ADN cellulaire
(Jeanson et al., 2002; Masson et al., 2007). Licagibn des protéines Ku70 et Ku80 (sous
unité de liaison a 'ADN de la DNA-PK) dans la aifarisation de I’ADN viral a également
été confirmée par une autre étude (Li et al., 2p01a

Le role des protéines ATM et ATR dans le processdlirstégration du VIH est
également un sujet controversé. En effet, certaitesles tendent a démontrer le role
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prédominant de ces senseurs dans l'intégratioteviizaniel et al., 2003; Daniel et al., 2001;
Daniel et al., 2005; Nunnari et al., 2005; Saketaal., 2009; Smith et al., 2008) tandis que
d’autres tendent a invalider ces résultats (Ariueni al., 2005; Dehart et al., 2005).
L'utilisation de drogues inhibitrices (caféine ebrimannine) et I'étude de cellules déficientes
en ATR a mis en évidence une baisse du nombrellddesetransduites par des vecteurs VIH
et une diminution du nombre de provirus (Daniealet 2003; Daniel et al., 2001; Daniel et
al., 2005; Nunnari et al., 2005). Des cellules défites en ATM ont également présenté des
jonctions provirus-ADN cellulaire anormales, poutvétre restaurées par complémentation
avec la protéine sauvage (Sakurai et al., 2009)nFtes essais d’'immunoprécipitation de la
chromatine ont mis en évidence la liaison des pre¢¢NBS1, ATM et ATR a I’ADN viral
(Smith et al., 2008). Cette méme étude a égalementré que le taux de transduction était
fortement réduit lors d’infection dans des cellutEficientes en protéines ATM ou NBS1,
résultats corroborés par d’autres (Sakurai eR@0D9). Néanmoins, deux études réalisées avec
des ARN interférents ciblant ATM et ATR n’ont obg&raucune variation du taux de
transduction de vecteurs VIH et aucune baisseétjnation du vecteur aprés inhibition des
protéines cellulaires (Ariumi et al., 2005; Dehetral., 2005). Ces mémes études comportent
également des tests utilisant des drogues inluibgrou des cellules déficientes en ATR et
n’'ont pu mettre en évidence le réle prédominantptetéines ATM et ATR dans le processus
d’intégration.

D’autres protéines impliquées dans les mécanisragghration pourraient jouer un
réle lors du processus d’intégration telles quégase IV, Mrell, Artémis, I'histone H2AX
ainsi que I'histone désacétylase HDAC4 (Daniellet2804a; Daniel et al., 2004b; Sakurai et
al., 2009; Smith et al.). Bien que la voie de réfian par jonction non homologue (NHEJ)
soit la plus étudiée, d’autres études tendent diqogr d’autres voies de réparation telle que
la recombinaison homologue (Nakai-Murakami et20Q7; Taganov et al., 2001)

Malgré les nombreuses études réalisées dans leebclarifier I'étape de ligation du
processus d'intégration rétrovirale, les donnéeserg contradictoires quant au réle des
protéines cellulaires de réparation de I'ADN. kt& envisagé que I'implication controversée
de ces facteurs soit dépendante du systeme cedlulgiisé (Yang et al.). De plus, certains
auteurs ont mis en évidence une interaction passbtre les drogues inhibitrices utilisées
dans certains tests et le niveau d’expressionahs@)ene. Ainsi, la caféine interférerait avec
le promoteur CMV et en abaisserait le niveau destaption (Dehart et al., 2005).
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Comme nous avons eu l'occasion de le voir, unalleekbucaryote est soumise a de
nombreuses atteintes a I'intégrité de son génomeations, cassures simple ou double brin,
translocations, intégration virale,...). Malgré lesmbreuses recherches effectuées sur les
cancers viro-induits ou non, sur les outils de Hérapie génique et sur le VIH, peu
d’'informations sont disponibles quant aux pertudret subies par la cellule suite a des
mouvements de genes.

Le présent projet avait pour objectif d’'identifies modifications cellulaires induites
par des mouvements de genes, notamment par limsedtun ADN étranger au sein du
génome.

Nous avons choisi de provoquer l'insertion d’un AD&hs le génome cellulaire par le
biais des vecteurs lentiviraux de type VIH-1. P@maler les signaux cellulaires uniquement
dus a l'intégration de I'ADN étranger, deux vectgurfun intégratif et I'autre non ont été
développés. La propriété du vecteur non intégesifdue a une mutation du site catalytique
de l'intégrase virale.

La technique de production des suspensions visdes développée en annexe. De
méme, les expériences ayant permis de (i) validsrsuspensions virales (titre viral et
propriété intégrative), (ii) purifier les suspensovirales par élimination des plasmides
résiduels et enfin (iii) vérifier une possible redawnaison entre les plasmides, seront
détaillées en annexe.

Dans le but de choisir le systéeme cellulaire le uxi@dapté pour notre étude,
différentes lignées CD4+ et des cellules primaiteslerme humain ont été caractérisées face
a l'infection virale. Cette partie sera détailléand le chapitre 1 notamment avec le premier
article (en préparation) abordant la notion deakilité entre les différentes cellules quant a
I'expression du transgéne. Les cellules primapesfaitement infectable par les vecteurs, ont
retenu notre attention pour les futures analysespbosur les modifications cellulaires suite a
l'intégration d’'un ADN étranger, puisqu’elles partebien moins de modifications cellulaires
gue les lignées établies.

Afin de définir la dose virale ainsi que le tempsfinfection optimal pour nos futures
analyses, la méthode de détection des ADN viratégimds a été développée et couplée a des
cinétiques d’'intégration qui seront détaillées dassdonnées complémentaires du chapitre 1.
L'efficacité de cette méthode de détection pouinitétin titre viral sera également abordée
dans l'article 1.
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Pour avoir une vision globale des modificationgutaires induites par I'intégration de
’ADN étranger, deux types d’'analyses ont été meramiplées a une comparaison entre les
cellules infectées soit par le vecteur intégratif par le vecteur non intégratif.

La premiere étude, qui a visé a identifier lesyrédtions au niveau du transcriptome,
c'est-a-dire sur 'ensemble des ARN de la cellskra abordée dans le chapitre 2. Cette
analyse a été réalisée sur puces a ADN, conteadatdlité des génes humains. Les données
globales, présentées dans l'article 2 (en prémemationt été analysées via des logiciels
informatiques couplés a une classification manuélidte analyse a révélée que la totalité des
processus cellulaires étaient perturbées suiiatadration de I’ADN étranger. Cing fonctions
principales, reliées au cycle cellulaire, a la nuaflulaire, aux mécanismes de réparation de
’ADN, au processus de modification de la chromai@h a I'immunité ou la réponse au stress,
ont été mises en évidence suite au développemant ré'seau d’interactions moléculaires
couplé a une étude des fonctions biologiques deuchdes facteurs identifiés.

Cette étude a été complétée par une analyse gldbal@erturbations protéiques qui
sera détaillée dans le chapitre 3. Les protéinedet cellulaires ont été observées sur gel
bidimensionnel permettant leur séparation selonr IpHl isoélectrique et leur poids
moléculaire. L'article 3 (en préparation) préseataotamment les 9 protéines modulées par
l'intégration de 'ADN étranger et identifiées epestrométrie de masse. Ces facteurs sont
principalement liés au cytosquelette et au strelislaire.

Enfin, les suites expérimentales a donner a cdtideéainsi que les perspectives
thérapeutiques associées seront abordées loredadhision générale.
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Chapitre 1 : Définition des conditions optimales po ur
I'analyse des modifications cellulaires

I/ Objectifs

Pour permettre I'analyse des réponses cellulam@goguées par I'insertion d’'un ADN
étranger, plusieurs conditions devaient étre pbéataent définies. Premierement, et puisque
nous avons choisi de provoquer l'intégration de ABN étranger par le biais de vecteurs
lentiviraux, les techniques de production, de tibra et de concentration des suspensions
virales devaient étre maitrisées. Deuxiemememnt,adidéfinir le temps post infection optimal
pour I'analyse des réponses cellulaires, la métliedquantification du nombre de copies de
virus intégrées dans chaque cellule devaient &veldppée. Enfin, dans le but de tester la
meéthode de quantification et de choisir le typdutaite optimal pour I'analyse des réponses
cellulaires, le comportement de différentes lign@eg a l'infection par les vecteurs VIH-1 a
été caracterise.

Les premiers essais de productions ont été suarisigs tests de concentration, et de
titration. Les titres viraux déja élevés lors dgtaduction, n’ont finalement nécessité aucune
concentration pour la suite des expériences. keldgpement des techniques de titration est
allé de paire avec la mise au point de la méthadgquantification des formes d’ADN viral
intracellulaires. Ainsi, les suspensions viralesdpites ont été titrées de trois maniéres
complémentaires : (i) par I'analyse de I'expresgiongene rapporteur GFP, (ii) la mesure de
l'activité réverse transcriptase et (iii) la quéindtion des formes d’ADN viral totales ou
seulement les formes intégrées. Afin de confirraesureté des vecteurs, une PCR permettant
de détecter les formes recombinantes a été réalia#en, pour purifier les suspensions
virales, les plasmides résiduels ont été élimih@stotalité de ces données seront détaillée
dans I'annexe 1.

La quantification des formes virales totales, arétdisée grace a la technique de PCR
en temps réel. La méthode est un peu plus commlereernant les formes intégrées, une
premiere amplification « classique » cible les oégivirales gag et les régions génomiques
Alu, permettant une sélection des intégrés. Ceatipecest suivie d'une PCR en temps réel
ciblant les LTR et permettent la quantification deggrés. La phase essentielle des mises au
point a porté sur la définition et la création ddugamme de quantification des formes virales
intégrées. Cette derniere a été réalisée a partoetlules Ach-2, outils génétiques créés en
1983, ne contenant qu’'une seule copie de VIH igg&glans leur génome. De telles cellules
nous ont permis d’obtenir une quantification alldet 1 copie intégrée/cellule a 0,01 copie
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intégrée/cellule. Cette méthode particulieremeriicafe pour définir un titre viral en
particules infectieuses sera abordée dans I'aricle

Enfin, dans I'objectif de choisir une lignée cedlint adéquate pour les essais de
guantification des formes virales et pour I'analgss réponses cellulaires, différentes lignées
CD4+ ont été analysées en paralléle d'une cultwefibroblastes humains primaires.
L’analyse de leur comportement face a l'infectiar pe vecteur VIH-1 sera abordée dans
l'article 1. Beaucoup des lignées cellulaires dmpgiiocyte CD4 se sont révélées peu
profitables en raison d'une forte variation du etitviral. En effet, certaines lignées
présentaient des titres viraux différents et fapleertaines mémes se sont révélées peu
permissives pour le vecteur. Ces expériences natusonduits a sélectionner les SupT1 pour
les vérifications de la méthode de quantification.

Cependant, nous souhaitions réaliser nos analyaesctiptomiques et protéomiques
sur des fibroblastes primaires humains. Ces cslloieé donc également été testées en termes
() d'efficacité de transduction par les vecteuts(ig de changements morphologiques au
cours du maintien en culture. Enfin, le choix dmps post infection a été effectué grace a
plusieurs expériences combinant des cinétiquesédiiation a différentes MOI et utilisant la
technique de quantification des formes viralesac#Hlulaires. Les validations des cellules
primaires pour leur utilisation lors de nos futuegmlyses seront détaillées dans I'article 1 et
dans les données complémentaires
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ABSTRACT

Lentiviral vectors are advantageous gene transébicles, used for both research and gene therapy
applications, because of their stable integratioman-dividing and dividing cells and long-term risgene
expression. A self-inactivating (SIN) HIV-1-basehiiviral vector pseudotyped with the VSV-G enveland
encoding the GFP protein was used as a proberitvileis titration to transduce conventional CD4gtl dines
or primary cells (human dermal fibroblasts; HDF&ye found that infectious titers, determined by flow
cytometry of GFP expression, were dependent ofcdletype and concentration. We also demonstréted t
CEM-SS cells are not fully permissive for the vectReal time PCR amplification of integrated forrh o
lentiviral DNA seemed to be the most reliable asgagstimate the vector infectious titers, provided cell
substrate used for titration and experimental dioms would be perfectly standardized.

INTRODUCTION

HIV-1 based lentiviral vectors are
advantageous gene transfer vehicles for both
research and gene therapy applications because of
their stable integration in dividing and non-dividi
cell, as well as the long-term transgene expression
Multiple sequential modifications to the original
system have been proposed to optimize their
transduction efficiency. This was achieved by
pseudotyping lentiviral vectors with foreign
glycoproteins (Cronin et al., 2005), the additidn o
cPPT sequence to facilitate reverse transcription
and nuclear import (Sirven et al., 2000; Van Maele
et al., 2003), and the addition of WPRE element to
improve mRNA half (Demaison et al., 2002;
Schambach et al., 2000; Zufferey et al., 1999). At
the same time, considerable research was devoted
to designing lentiviral vectors with improved
biosafety features, e.g. the removal of accessory
genes (Zufferey et al., 1997) and deletion of ti3e U
region to generate self-inactivating (SIN) vectors
(Pauwels et al., 2009; Yu et al., 1986; Zhou ¢t al.

All these studies required an accurate
determination of the lentiviral vector titers. Thugt
purpose, several methods have been developed
which include both functional (infectivity) and non
functional (biophysical, biochemical or
immunological) assays (Andreadis et al., 2000;
Geraerts et al., 2006; Martin-Rendon et al., 2002;
Nair et al., 2008; Salmon and Trono, 2007; Sastry
et al.,, 2002). The non-functional assays are based
on CAp24 antigen or viral RNA quantification, or
on reverse transcriptase (RT) activity. These assay
which do not involve a cell transduction step, do
not provide any information on the proportion of
infectious particles contained in virus or vector
stocks.  Functional tests however, such as the
guantification of reporter gene expression or the
quantification of integration events (Brussel and
Sonigo, 2003; Butler et al., 2001; Martin-Rendon et
al., 2002; O'Doherty et al., 2002), assay the vecto
infectivity.

Because these functional assays require a
step of transduction into cells, some variations in

the titre definition are expected due to the tinfie o
adsorption, the inoculum volume of vector, the
LTR, the cPPT (Farley et al.,, 2007; Ginn et al.,
2003; Logan et al., 2004; Morgan et al., 1995;
Zhang et al., 2004a). Usually titre is related to
transgene expression quantification, commonly
performed on HEK293 or 293T cells. Some studies
also tested the accessibility of different cellebn
such as cardiac myocytes (Sakoda et al., 1999),
FRL19, NIH3T3 (zZhang et al., 2004a) cancer cells
from different types (Pellinen et al., 2004), CD34+
cells (Szyda et al., 2006) and others (Chang, ;
Demaison et al., 2002; Lee and Reiner, 2009;
Parker et al.,, ; Wu and Lu). All these studies
conclude to an efficient gene transfer into thdscel
using viral vector

For any study of host cell response to HIV-
1 infection or to HIV-1-based lentivirus
transduction, it is essential to standardize ttsays
for titration of infectious lentiviral particlesnlthe
present study, we used WPXLd, a HIV-1-based
vector expressing GFP, as a viral probe to
investigate the influence of experimental condiion
on lentivirus infectious titer. We found that (Bet
cell type and cell concentration at the time of
infection significantly influenced the transduction
efficiency and hence the infectious titer based on
GFP assays and (ii) expression of GFP reporter
gene correlated with the copy number of integrated
viral DNA for SupT1 whereas it did not for other,
especially in human primary cells.

MATERIALS AND METHODS

Cell culture

Human epithelial 293T cells were maintained in
Dulbelcco’s Modified Eagle’s Medium

supplemented with 10% of Foetal Bovine Serum,
penicillin G (100 U/ml) and streptomycin (100
mg/ml). Human CD4+ SupT1, Hut78, Jurkat and
CEM-SS cells and Ach-2 cells (containing one
copy of integrated HIV per genome, provided by
NIH, USA) were maintained in RPMI medium

supplemented with 10% of inactivated Foetal
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Figure 1. Plasmids used for production of the VS-G pseudotyped HIV-based vectorWPXLd is a Self-Inactivating (SIN) HIV-
based vector that encodes the GFP marker undeotiieol of the EFd& promoter. The pCMV-dR8.91 plasmid encodes HIV @ad
Pol structural proteins as well as the HIV Tat dRelv accessory proteins. The pCMV-VSV-G plasmid desothe envelope
glycoprotein of the Vesicular Stomatitis Virus. TH&/-1-based WPXLd vector was produced in 293Tschy calcium phosphate co-
transfection of pWPXLd, pCMV-dR8.91 and pCMV-VSVgiasmids. Viral supernatant was harvested 24 Hates treated 1 hour at
37°C with 10 U/ml of DNase (Promega) and finallgret at -80°C until used to infect cells.

Bovine Serum, penicilin G (100 U/ml) and

streptomycin (100 mg/ml). For SupTl and Hut78
1mM of sodium pyruvate and Hepes were added in
the medium. Primary Human Dermal Fibroblast
adult cells (HDFa, Invitrogen) were maintained in
M106 medium supplemented with 10% of Low

Serum Growth Supplement (LSGS, Invitrogen).

Vectors production

The pWPXLd and pCMV-dR8.91 plasmids were
obtained from Dr D.Trono (University of Geneva,
Switzerland). The pCMV-VSV-G plasmid, was
obtained from Dr D. Négre (ENS Lyon, France).
The HIV-1-based WPXLd vector was produced in
293T cells by calcium phosphate co-transfection of
pWPXLd, pCMV-dR8.91 and pCMV-VSV-G.
Viral supernatant was harvested 24 hours later,
centrifuged at 430 g for 10 min at 4°C, filtered
through a 0.45 um membrane, treated 1 hour at
37°C with 10 U/ml of DNase (Promega) and finally
stored at -80°C.

Vector titration

Infected cells were harvested 24 hours
post-infection, centrifuged at 430 g for 10 min at
4°C. The cellular pellet was resuspended in PBS
and cells were analysed using flow cytometry
(FacScan FasCalibur 3C). Percentage of GFP
positive cells was determined using the following
formula ( [number of target cells] x [% of GFP+
cells] ) / [volume of viral suspension in ml] and
viral titers were expressed in Transducing Unit/ml
(TU/ml).

Real time PCR

24h post infection, total cellular DNA was extratte
using the phenol-chloroform method (ref) and
quantified by measuring optical density A260
(NanoDrop).

Quantitation of viral DNA was carried out by real
time PCR with an ABI Prism 7000 instrument
(Applied Biosystems, Foster city, CA), using the
SYBR™ Green | technology and the Platinum® taq
DNA polymerase reaction kit according to the
manufacturer instructions (Invitrogen).
Normalisation of the samples was performed using
the amplification of th@-globin gene as previously
described (O'Doherty et al., 2002).

Assay for integrated DNA

Integrated viral DNA was quantified using a two
step PCR amplification method previously
described (O'Doherty et al., 2002) with minor
modifications. Briefly, the initial non kinetic
amplification was performed on 50 ng of DNA with
alu and gag primers (O'Doherty et al., 2002) and
Platinum® taq DNA polymerase according to the
manufacturer instructions (Invitrogen). The first
amplification was performed by a 2 min hot start at
94°C followed by 17 steps of 30 sec at 94°C, 1 min
at 50°C and 1 min 40 sec at 72°C. The second
round real-time quantitative PCR was performed
using 5ul of a 1/10 dilution of pre amplification
product, 800 nM of mixed-LTR primers. Each
sample was tested in duplicate. In order to quantif
the copy number of integrated viral DNA per cell, a
standard curve was realized using Ach-2 cells
containing lcopy/cell of HIV DNA (NIH, USA).
Ach-2 DNA was subjected to serial dilutions into
non-infected SupT1 cells DNA and used for the two
step PCR amplification.

RESULTS

HIV-1 infectious titers depended on the cell type
and cell density at the time of infection

WPXLd vector is a self-Inactivating (SIN)
HIV-based pseudotyped with VSV-G envelope. It
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Figure 2. Effect of the cellularconcentration on the viral titer determination. Non adherent SupT1, Jurkat, Hut78, CEM cells and
adherent 293T, and HDFa cells were plated at éiffiecellular concentrations and counted beforesthaction: they reached a cellular
concentration ranging from 1.3@ells/ml to 17.198 cells/ml. Then, each cell line transduced with I5opt 10 ul of WPXLd viral
supernatant. 24 h after transduction, the quaotitgFP-expressing cells was measured by flow cytonznd viral titers were calculated

in TU/mL with the following formula: titre in TU/mE ( [number of target cells] x [% of GFP+ cells] jvolume of viral suspension

expressed in ml]
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Figure 3. Rate of transduction for the different cd lines. Hut78, CEM, SupT1, 293T and HDFa were transduceheabest cellular
concentration defined in the previous figure (L£8.105 cell/ml, 8.105 cells/ml, 7,23¢ells/ml, 1,55.10cells/ml and 4,6.1&ells/ml

respectively), and transduced with increasing armhafirthe WPXLd vector.

quantified by flow cytometry.

encodes GFP protein under the control of EFla
(human elongation factor a) promoter. EFla
promoter is a constitutive promoter commonly used
in mammalian systems with allows a strong
expression of gene (Qin et al). WPXLd was
produced in 293T cell by co transfection of three
plasmids pWPXLd, pCMV-dR8.91 and pCMV-
VSV-G (Figure 1).

Infectious titer of vector samples was
determined by quantification of transduction of
different cell types, adherent or nonadherent,
measured by the level of GFP expression. Cell
monolayers consisted of the 293T cell line and
primary human cells HDFa; nonadherent, CD4+
cells consisted of CEM-SS, supTl, Jurkat and
Hut78 cells. Cells, at concentrations ranging from
1.0x10 cells to 1.8x10cells per ml and per well of
6-well plate, were infected with 5 pl and 10 pl of
the WPXLd vector preparation, and GFP
expression was determined by flow cytometry at 24
h post infection (Fig. 2). Low volumes of viral

suspension were used to ensure the non-saturation

of the GFP expression that may result in an under-
evaluation of the viral titer.

The viral titers obtained using 293T and
HDFa cells (2x10 TU/ml, and 1x1® TU/mI,
respectively) remained stable for adherent cells,
regardless of the number of cells plated per well,
between 2x1Dand 15x10 for 293T, and between

24 h post infection, the R5Expressing cells were

1x10° and 4x16 cells for HDFa. These results
mean that the viral titre is not dependent on the
target cell quantity for the adherent cells.

However, the cell concentration appeared
to play a major role in the values of viral titer i
cells maintained in suspension culture., The viral
titer increased in parallel with the cell density f
supT1, and the maximum value (5.5%1®7 x10
TU/ml) was obtained when cells were seeded at
8x10° cells/ml. At higher cell densities, -the
infectious titer values decreased (Fig. 1 B).. A
similar profile was observed for vector titers
measured in CEM-SS and Hut78 cells. The higher
viral titer — (0.8x10 TU/ml) was obtained with a
cellular concentration ranging from 6x1® 8x 10
cells/ml for CEM-SS cells. In Hut78 cells, we
observed a high mortality at high cell
concentrations, and could only determine the vector
titers at concentrations lower than 6Xdlls/ml,
and the maximum viral titer value was 4%10J/ml
at a cell concentration of 2x1@ells/ml. . Finally,
the viral titre increases with Jurkat cell
concentration in a proportional way until 4,5.10
TU/ml in our experiment. Taking together, these
results indicate that the viral titre is dependent
the target cell quantity for the cells cultured in
suspension.

The highest values for the infectious titer
were obtained with SupT1 and Jurkat cells (5.8x10
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and 4.5x10 TU/mI, respectively), and the lowest
titers with Hut78 and HDFa cells (0.4X1@nd
0.1x10 TU/ml, respectively). Note that event if the
cell lines are compared at equal cellular
concentration, the viral titre remains different,
underlining the effect of the cell line. Indeedr fo
the cellular concentration of 6.1@ells/ml we still
observe differences in the viral titre (1°170U/ml

for Hut78, 9.16 TU/ml for CEM, 2.16 TU/ml for
293T, 2,2.16 TU/ml for Jurkat and 5,5.70TU/ml

for SupT1). These data mean that transduction
efficiency may vary more than 50 times (from
0.1.10to 5,5.10 TU/ml) between cell types.

To conclude, the viral titre is consequently
fully dependant on the cell line used for the
transduction and for a given CD4+ cell type the
titer is dependent on the target cell quantity wher
it is not for adherent cell lines.

Transduction efficiency and permissivity to the
WPXLd vector

In order to determine the reasons for such
differences in viral titers obtained in variouslcel
targets, we explored their permissivity to the
WPXLd vector, using the GFP assay. Hut78, CEM-

SS and SupTl were used at the cell density
previously defined as giving the maximum titer
value, i.e. 1x8.10 cell/ml, 7x2.10 cells/ml, and
8x1C cells/ml, respectively. For adherent cells,
293T and HDFa cells were seeded at 1.58x&lls
and 4.6x10 cells per well of6-well plate,
respectively. Jurkat cells were not tested becaase
optimal concentration was defined. Cells were
infected with increasing volumes of the viral
supernatant, and the percentage of GFP-expressing
cells was determined by flow cytometry at 24 h
post infection (Fig. 3).

We can first observe that Hut78 and SupT1
are respectively tested at 1°1€el/ml and 8.19
cells/ml (fold change 8) but both reached a
maximum of 100% of GFP+ cells with a viral
suspension volume of 100 pl. On the contrary,
CEM and SupTl cells were tested at similar
concentrations (6.f0cel/ml and 8.1® cells/ml
respectively, fold change 1.33) but only the SupT1
reached a rate of 100% of GFP+ cells whereas
CEM cells never exceed 47% of positive cells.
These results support the data of the figure 1,
suggesting that the transduction is not equally
performed in every cell line even if the cellular
concentration is the same for each cell line.

The dose-response curve of GFP-positive
cells versus vector input reached the 100% value at
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Figure 5. Integration kinetic in supT1 and HDFa cells SupT1 and HDFa cells were transduced at a muitiplof infection of 1,
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transduction, DNA was extracted and subjected #mtification of viral integrated DNA. with the tvgteps PCR amplification. Note that

the scale is different between the two graphics.

low vector doses for non-adherent cells Hut78 and
SupT1 cells (ca. 100 ul each), and at much higher
doses for adherent cells 293T and HDFa (200 and
1,000 pl, respectively). However, the curve of
CEM-SS cells showed a plateau at 45-50% GFP-
positive cells. The degree of transduction efficien
(TE), which reflected the cell permissiveness ® th
WPXLd vector, was quantitatively evaluated by the
vector doses required to obtain 50 % {JEand 90
% (TEyy) GFP-positive cells. Our results suggested
the occurrence of three phenotypes in terms of cell
permissivity to HIV-1-based lentivectors : (i) gmu
| contained fully permissive cells Hut78 and SupT1,
with TEsg = 10 ul and Tk = 50 pl; group I
contained the lesser permissive cells 293T (with
TEso= 50 ul ; TEe= 200 pl) and HDFa (T&= 200
Ml ; TEy= 1,000 pl); group lll was represented by
CEM-SS cells, a cell line which was half refractory
to GFP expression, and therefore only semi-
permissive to the WPXLd lentivector.

Consequently, we conclude that some cell
lines are not fully transduced by our HIV-based
vector.

Variations of the viral titration complicate the
definition of MOI and its relationship with viral
DNA integration events.

From the GFP expression data presented in
Fig. 1 C, the same lentivirus vector sample would
have an apparent infectious titer of 0.1%TW/ml
using HDFa, versus 5.0x10rU/ml using SupT1,
viz. a 50-fold difference.

To determine if this viral titre do really
reflect the infectious nature of our vector in aegi
cell line (entry, RT or integration impairment), ibr
it does only reflect a slow down GFP expression in
some cell line because of the promoter we used,
293T, SupT1l and HDFa cells were tested for their
content in integrated viral DNA forms at 24 h post
infection at a multiplicity of infection (MOI) of 1

The volume of viral supernatant used to obtain a
MOI value of 1 was determined for each cell line,
and based on the specific infectious titers
previously determined by GFP expression
guantification (refer to Fig. 2). The mean titer
values used (average of two titrations) were
5.15x10 TU/ml for SupT1 and 0.15x10rU/ml for
HDFa. The cells were then harvested at different
time post infection and the total DNA extracted and
processed for integrated viral DNA quantification,
using a two-step PCR method (Fig. 4).

The integrated viral forms were
specifically quantified through a two step PCR
method as previously described (Figure 4A)
(O'Doherty et al., 2002). Briefly, a first round RC
targeting the highly repeated genomic Alu
sequences and the viral sequence gag is performed.
We observe that the saturation of this first PCR is
reached at 20 cycles (Figure 4B). Thus, we
preformed all our experiments with 17 cycles of
first amplification. Then, the first product is dse
for a second PCR, using the real time process,
targeting the LTR of the vector. The LTR
amplification is normalized with the corresponding
B-globin quantification. We manage to develop an
absolute quantification by creating an appropriate
standard curve using Ach-2 cells DNA, containing
1 copy of integrated HIV / cell. Using this method,
we are able to quantify samples containing from 1
to 0,01 integrated HIV/cell in a reproductive and
linear manner (figure 4C). The experiments was
repeated 4 times and the final standard curve was
validated with a Spearman statistical test (p-value
1,225.10"). Note that for samples containing more
than 1 copy/cell, a dilution is performed before th
alu/gag PCR to ensure samples will enter the
standard curve.

Regarding the kinetic of integration events,
we obtained a maximum of integrated copy/cell at
24 hours post infection for both supT1 and HDFa
cell lines (figure 5). Therefore, it seems thatlyear
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step of viral replication cycle (entry, reverse
transcription and integration) were realized within
the same lapse of time in both cell lines.

As shown in Fig. 5, 24.00 + 0.26
copies/cell were found to be integrated in HDFa
cell genome at 24 h post infection, versus 1.37 +
0.17 copies/cell in SupTl1, a 17-fold difference in
terms of integration events.

As a maximum of 1,37 + 0,17 integrated
copy/cell was quantify in SupT1 infected at MOI 1
and taking into account the experiment variability,
we can conclude that the two titration methods
used, GFP transduction and integrated viral DNA
guantifications, do greatly correlate for this cell
line.

On the contrary, these two methods do not
correlate at all for HDFa cells. Indeed, more tBan
copies of integrated vector were detected with an
MOI of 1. From this experiment, we concluded that
the viral titer based on GFP expression in HDFa
analyses is not correlated to the physical infestio
particles number. Therefore, we manage to underlie
that, despite the poor GFP titer obtained on taik ¢
line, HDFa cells are highly permissive to WPXLd
infection.

DISCUSSION

In this study, we evaluated the behavior of
different CD4+ cell lines, the classical 293T and
one human primary cell line during the transduction
with a HIV-based vector.

Therefore, we first observed that the viral
titer is dependent on the target cell concentration
for the cells cultured in suspension whereas itois
for adherent cell lines. These results mean tlam fr
the same CD4+ cell line, several vector titerstoan
obtained, depending on cell concentration at the
time of infection, complicating the definition die
MOI and further experiments.

Furthermore, we observed that the best
titers obtained were very dependant of the cedl.lin
Indeed, the highest viral titers were obtained with
SupT1 and Jurkat cells (titers of 5,5.70J/ml and
4,5.10 TU/ml, respectively) and the lowest titers
were obtained on Hut78 and HDFa cells (0,4.10
TU/ml and 0,1.10TU/ml).

Moreover, the decrease of viral titer while
increasing the cell concentration was unexpected.
We suggest that at high density, cells entered into
senescence and became resistant to viral infection.

Among the cell line tested, we also
observed that some of them are not fully transduced
by our HIV-based vector. We first observed that
Hut78 and SupT1 reached a maximum of 100% of
GFP expressing cells with 100 pl of viral
suspension. For 293T and HDFa cells, 100% GFP

expressing cells was obtained with higher volume
of viral supernatant. This highlight that the cell
lines were not transduced with the same efficiency.

Moreover, CEM-SS cells never exceed
47% of positive cells. Therefore it appears tha th
cell line is not fully permissive to the vector. We
can not exclude that the population of CEM-SS
cells is not homogenous. In fact, CEM-SS cells are
a subclone of the CEM parental T-cell line (Nara et
al., 1987). It has been cleared demonstrated that
parental CEM cells are not permissive to HIV
virions deleted of the vif viral protein on the
contrary to CEM-SS cells (Sheehy et al., 2002).
However, it is not clear if CEM-SS cell line
represent an homogenous cell population. In fact,
an another subclone of CEM cells, called CEM
NRK, has been isolated and present a new
restriction phenotype affecting reverse transaipti
step (Han et al., 2008). In the present study, we
conclude, as CEM-SS are not fully permissive to
lentivector, these cells are not useful for vector
titration and for other analysis on HIV-based
vectors.

Over again, although both HDFa and
SupTl cell lines present a maximum rate of
transduction (100% of GFP+ cells), we titred the
same viral suspension from 0,1°TJ/ml on HDFa
to 5.10 TU/ml on SupT1 leading to a variation of
more than 50 times. These results could be
explained by several hypotheses: (i) HDFa cells are
not fully permissive to VSV-G pseudotyped HIV-
based vectors entry, (i) HDFa are not fully
permissive to vector replication (reverse
transcription and integration impairments), (iii)
cells do not express efficiently the GFP protein
from the EF1la promoter. The first hypothesis seems
rather improbable knowing that, even if the exact
nature of its cellular receptor is still undeteredn
the envelope of the VSV has the particularity to
enter every cell type from a great majority of
species. Nevertheless, studies showed that
transduction efficiency may vary even among the
VSV glycoproteins (Farley et al., 2007; Yu and
Schaffer, 2006) and some transduction process
seems greater with other pseudotyping (Frecha et
al., 2008a). Hypothesis (ii) was eliminated by our
last experiments searching for the viral integrated
DNA into the target cells. We manage to underlie
that, despite the poor viral titre obtained on tre#
line, HDFa cells are highly permissive to WPXLd
infection. Indeed, more than 30 copies of integtate
vector were detected at 24 h post transduction.
From this experiment, we concluded that the viral
titer based on GFP expression in HDFa analyses is
not correlated to the physical infectious particles
number. This result means that the GFP expression
is probably slowed down in these cells, validating
the last hypothesis. Even if our EF-promoter is
commonly used (Jakobsson et al., 2003; Mautino
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and Morgan, 2002; Zhou et al., 2003), studies
underlined the role of the promoter used for each
transduction (Logan et al., 2004; Takayama et al.,
2008) and we can not exclude the fact that the
transduction may be greater with another promoter
for some of the tested cell lines

Finally, we conclude that the two titration
methods used, GFP transduction and integrated
viral DNA quantifications, do greatly correlate for
SupT1 cells, s a maximum of 1,37 + 0,17 integrated
copy/cell was quantify at MOl 1 (defined on the
GFP expression).

In conclusion, while trying to determine
the viral titer of WPXLd lentiviral vector that we
produced, by a functional assay, we demonstrated
that was not so easy. Viral titration may be
influence by the methods itself and by the celletyp
and concentration. Here we show that the real time
PCR amplification of integrated form of viral DNA
is the most reliable estimate of functional titess
this is least influenced by factors such as vector
expression level.

Finally, lentiviral vectors are powerful
challenge for gene therapy (Escors and Breckpot, ;
Pluta and Kacprzak, 2009) and promise results were
already obtained (Manjunath et al., 2009; Parker et
al., ; Singer and Verma, 2008; Zhou et al.). More
and more advances are made to improve the
capacities of such vector, creating targetables
vectors for example (Frecha et al., 2008b; Matrai e
al.). But more experiments have to be done to bette
understand the rules of the transduction It seems
evident that each cell line has is one behavior in
front a given vector.

In conclusion, while trying to determine
the viral titer of WPXLd lentiviral vector that we
produced, by a functional assay, we demonstrated
that was not so easy. Viral titration may be
influence by the methods itself and by the celletyp
and concentration. Here we show that the real time
PCR amplification of integrated form of viral DNA
is the most reliable estimate of functional titess
this is least influenced by factors such as vector
expression level.

Finally, lentiviral vectors are powerful
challenge for gene therapy (Escors and Breckpot, ;
Pluta and Kacprzak, 2009) and promise results were
already obtained (Manjunath et al., 2009; Parker et
al., ; Singer and Verma, 2008; Zhou et al.). More
and more advances are made to improve the
capacities of such vector, creating targetables
vectors for example (Frecha et al., 2008b; Matrai e
al.). But more experiments have to be done to bette
understand the rules of the transduction It seems
evident that each cell line has is one behavior in
front a given vector.
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[1I/ Données complémentaires

A/ Evolution des cellules primaires lors du mainten culture

Les fibroblastes primaires du derme humain que rsmuhaitions utiliser pour les
expériences de transcriptomique et protéomique, stmhme toutes cellules primaires,
extrémement instables. Afin de savoir pendant cemhie passages nous pouvions les
maintenir en culture tout en considérant que l¢atr € primaire » était conservé, nous avons
etudié I'évolution de la population par cytoméeie flux. Les cellules ont été maintenues en
culture pendant 6 passages successifs et analysigéet8h aprés le nouvel ensemencement
soit 72h apres. Comme nous l'attendions, la pojuatellulaire change assez rapidement
surtout sur le plan de la granulosité (SSC) tagdesla taille évolue légerement (FSC) (Figure
27). Des observations similaires ont pu étre fapias observation au microscope. Ces
changements certainement associés a d’autres waidifis intracellulaires peuvent faussés
'analyse des réponses cellulaires. Pour assuétat I« primaire » des cellules tout en prenant
en compte des contraintes techniques (quantitéetleles disponibles) nous avons donc
choisi d’effectuer nos expériences futures aprémaximum de 2 passages.

, pl-48h
] p2- 48h
E p2- 72h
3 s 3- 48h
e 4- 48h
p35-48h
e P6- 48h

Quantité de cellules

Quantité de cellules

0 200 400 600 800 1000 0 50 100 150 200 250

Figure 27 : Evolution de la population cellulaire pimaire au cours des passages en culturkes fibroblastes
primaires du derme humain ont été maintenus emreudturant 6 passages et analysés en cytométfiexedq 48h

ou 72h aprés chaque passage. La taille, révéléelepdrorward Scatter (FSC) présente une tendance a
'augmentation tandis que la granulosité, révélée lp Side Scatter (SSC) montre une trés forteaters a
'augmentation.

B/ Cinétique d’infection a différentes MOI sur tedlules primaires

Afin de définir la dose virale a utiliser pour nasalyses futures, différents tests ont
été réalisés. Dans un premier temps, I'expressiola GFP a été observée au cours du temps
a différentes MOI. Par la suite trois MOI ont &étées afin d’observer I'évolution du nombre

97



de copies de virus intégrées au cours du tempsldrarent la plus forte MOI a été choisie

mais les quantifications du vecteur non intégratif révélé quelques intégrations, et des
ajustements ont donc été nécessaires avant leni@ntedes analyses transcriptomiques et
protéomiques.

Comme mentionné dans l'article 1, I'expression al&FP est en réalité réduite dans
les HDFa, ne permettant pas la définition d’'uretiiral biologiquement valable. Les MOI
mentionnées ci-dessous correspondent donc awiitdecalculé apres les premiers tests de
cinétigue d'intégration par PCR quantitative surF4DCe titre viral s’est en fait réveélé tres
proche du titre obtenu par cytométrie en flux #8r293T. Pour faciliter les manipulations, les
suspensions virales ont donc par la suite ét@sitpar cytométrie en flux sur 293T.

1/ Expression de la GFP

Dans un premier temps, nous avons choisi d’obsdé@eslution de la GFP au cours
du temps apres infection sur différentes MOI. Nsaoighaitions voir si I'expression de la GFP
est rapidement visible aux fortes doses avant deeftales cinétiques plus lourdes de
guantification des formes virales intracellulair@sisi, les cellules primaires ont été infectées
avec 4 doses difféerentes de virus (MOI 80, 120, dt6200) et analysées en cytométrie en flux
entre Oh et 24h post infection (Figure 28). Lestigudoses présentent le méme profil bien que
la plus élevée engendre un pic de cellules GFPs g@ihondant & 12h30 que les autres. Des
12h30 post infection on observe quand méme un légealage des populations cellulaires,
signifiant probablement que toutes les cellulesriexgnt déja a moindre dose la GFP tandis
gu’elles 'expriment a tres forte dose a 24h posedtion reflétant I'énorme décalage des
populations. Globalement, on observe un décalaggressif de la fluorescence de la
population au cours de linfection pour finalemetteindre 100% de cellules positives apres
24h d'infection. Le processus est d’autant plusdejgue la dose virale est forte bien que les
différences ne soient pas non plus phénoménalastéSaltats encourageants nous ont permis
de lancer les cinétiques de quantification degynatigons.

Figure 28 : Evolution de I'expression de la GFP dan

les cellules primaires infectées a différentes dase
virales. Les fibroblastes humains ont été infectés avec
différentes MOI (80, 120, 160, 200) et analysédseedh

et 24h post infection en cytométrie en flux. Il essort
que dés 12h30, la fluorescence de la populatictésale
Iégérement pour finalement se déplacer complétesiant

la droite aprés 24h d'infection, reflétant une papan
entierement positive. Les différentes MOI testées s
comportent globalement de la méme fagcon bien que le
décalage soit d'autant plus rapide que la dosdevieat
forte.
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2/ Quantification des formes intégrées

Pour définir le temps post infection auquel noubord réaliser nos analyses
transcriptomiques et protéomiques, il nous fabaibir une corrélation entre la dose virale, le
temps post infection et le nombre de virus intégbiEss cinétiques d’intégration ont donc éte
réalisées entre 0 et 75h pour 3 MOI difféerente® (3D et 3) et les formes virales intégrées
ont été quantifiées par la méthode de PCR nichaatiative précédemment présentée. Pour
choisir le temps idéal, nous souhaitions combiresipurs conditions : (i) toutes les cellules
atteintes par au moins une intégration pour assurefda population entiere répondent, (ii) un
processus d’intégration en cours pour assurer tiectiéns des réponses précoces et (iii) de
nombreuses intégrations dans un temps restreint ggsurer ’homogénéité des réponses
cellulaires.

Concernant les deux MOI les plus faibles, on olsam processus intégratif lent
(Figure 29). Bien gu’au final, toutes les cellusesent touchées par une intégration, elles ne le
sont pas de facon homogene dans le temps. Airssirélgonses cellulaires seront décalées
dans le temps et probablement inobservable enctiptame. A linverse, pour la MOI 200,
on observe un processus intégratif précoce et expimh Ainsi la totalité de la population
cellulaire est touchée par le processus d’intégmatians un temps restreint. Pour assurer une
réponse precoce des cellules nous avons choisiweplacer a 13h post infection a une MOI
200 pour nos futures analyses. A ce temps, la ptipalcellulaire est entierement touchée et
une cellule a subi en moyenne une cinquantaineéegdjiations.

Figure 29 : Cinétique d'intégration sur

= cellules primaires. Les fibroblastes

2 humains ont été infectés avec différentes
% doses du vecteur INP et les formes
virales intégrées ont été quantifiées au
= cours du temps post infection. La plus
v- faible dose (MOI 3 en vert) et la dose
= moyenne (MOI 30 en bleu) présente une
évolution lente tandis que la forte dose
(MOI 200 en rouge) présente une évolution
exponentielle du nombre d'intégrés par
cellule. Souhaitant analyser les réponses
2 précoces d'une population cellulaire a la
e e suite de lintégration virale et souhaitant
également que la réponse soit la plus
: ' homogeéne possible, nous avons sélectionné
i le temps 13h p.i. de la MOI 200 pour nos
: o . futures analyses.

Nombre de copies intégrées / cellule

Heures post infection
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3/ Elimination des formes non intégrées contamiesnt

Apres avoir choisi le temps 13h p.i. pour les asedydes réponses cellulaires, jai
souhaité faire un essai « a blanc » de I'expéeeda transcriptome. Cela consistait
simplement en I'infection de ces cellules primaida fois avec le vecteur intégratif IN+ et le
vecteur non intégratif IN- puis en I'extraction H4&DN cellulaire quelques heures apres
l'infection, dans le but de vérifier (i) les tempegécoces de la cinétique, (ii) le comportement
du vecteur non intégratif et (iii) 'égalité dess#s virales entre les deux vecteurs.

La cinétique et I'équivalence des doses viralesSRBGr les formes virales totales) ont
éte validés (Figure 30 A). On constate, en effe¢ lgs formes virales totales quantifiées sont
eéquivalentes entre les deux lots de cellules tedtéss conditions intégratives (IN+) ou non
intégratives (IN-). Mais le comportement du vectean intégratif comme le montre la figure
30 B a posé des problemes. En effet, les cinétigless conditions intégratives et non
intégratives ne se séparent pas entre 4h et Shirdestion. De plus, plus d’une copie par
cellule est quantifié dans les conditions non irdéges signifiant qu’en moyenne toutes les
cellules de la population auraient subi une intiégna L'expérience a été répétée mais des
résultats similaires ont été observés.

A B 6
—e—lot1 IN+ .
0.5 —=—lot1 IN- olot IN+
04 lot2 IN+ — wlot1 IN-
g 8 *
503 lot2 IN- - lot2 IN+
o g Iot2 IN- . -
£ 02 2 .
= }\_/ —«L——/ » L -
0,1 e 1y
A )
0 4 : i ; ; : 0 " ; : ‘ ‘ ‘
4 5 6 7 8 9 4 5 6 7 8 9 10

heure postinfection heure postinfection

Figure 30 : Vérification des conditions intégratives et non intégratives a fortes doses virales sur aelots

de cellules primaires.A. Quantification des formes virales intracelluéa totales par amplification du géne
de la gfp (normalisation avec paglobine). On constate que dans tous les cas latiggiale formes virales
intracellulaires est équivalente ce qui atteste @uies deux lots de cellules primaires se conmgrdrde la
méme facon face aux vecteurs et (ii) les dosedegirpour les vecteurs IN+ et IN- sont bien ajusté&es
Quantification des formes virales intégrées pamé&thode de PCR nichée quantitative. On constatdegue
deux lots de cellules se comportent également delae maniére mais que les conditions intégragve®mn
intégratives sont difficilement séparables.

Il était possible que les formes virales non inéégr présentes en trop grand nombre
dans la cellule comparé aux formes intégrés, rentlda PCR moins spécifique pour les
formes virales intégrées. Une cinétique sur leawgchon intégratif a permis de constater que
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la détection plafonnait a 5 copies/cellules au-déé& 15h post infection, se séparant
parfaitement de la condition intégrative atteigngudis de 200 copies/cellules a son
maximum. Souhaitant vérifier la validité biologigde ces 5 copies détectées, une infection
massive des cellules primaires a été effectuée gmenel heures puis les cellules ont été
maintenues en culture pendant trois passages sifecedin de leur laisser le temps
d’éliminer les formes virales non intégrées. LesN\Ekellulaires ont ensuite été extraits et les
formes virales intégrées quantifiées. Il en essads que 82 copies de virus avaient été
intégrées par cellule dans la population en préseuncvecteur intégratif contre 0,12 copies
dans la population en présence du vecteur nonrattég?our conclure : (i) le comportement
non intégratif du vecteur a été validé méme afoas dose virale et (ii) la technique de PCR
nichée quantitative n’est pas suffisamment puigspotr séparer les formes intégrées et non

intégrées a des temps post infection précocessfue la dose virale est élevée.

I\V/ Discussion-Conclusion

Les nombreuses lignées cellulaires classiqueméisees en recherche sur le VIH ou
ses vecteurs se sont réveélées inadaptées car peisgees et définissant un titre viral
variable. En effet, pour une méme lignée, nous svemarqué que la concentration cellulaire
a laquelle étaient ensemencées les cellules avampact considérable sur le titre viral. Il est
bien évidemment probable que l'utilisation d’autrescteurs, de vecteurs similaires mais
d’enveloppe différente ou d’'un autre promoteur,spaiavoir un effet bien différent sur la
transduction des cellules (Farley et al., 2007¢cRkaeet al., 2008a; Ginn et al., 2003; Logan et
al., 2004; Qin et al., ; Yu and Schaffer, 2006).

La méthode de détection des formes virales towtl@stégrées semble plus favorable
pour définir un titre viral infectieux plutot quelte basée sur I'expression du transgene. Dans
notre systéme, nous avons néanmoins pu Vérifierdgqus le cas des SupTl, le titre viral
défini par I'expression de la GFP correspondaitnbéé la quantité de formes virales
intracellulaires aprés infection. En effet, poueOI 1 définie par I'expression de la GFP,
nous quantifions 1,3 copies de virus intégrés edule. Nous avons pu également veérifier
gue, malgré une définition du titre viral inexaste les cellules primaires via I'expression de
la GFP, le processus d’intégration s’effectuaitnt#niere similaire aux SupT1 et les cellules
étaient parfaitement infectables par nos vecteAils. suite de ces expériences de cinétique,
un titre viral basé sur les intégrés en cellulesnpires a pu étre défini, correspondant
finalement au titre viral obtenu en cytométrie lerx sur les 293T.
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Ces mises au point, en plus de nous avoir permidéfiair les lignées cellulaires a
utiliser pour nos futures expériences, nous onfeégent permis de mettre en place une
méthode de visualisation et de quantification effec et précise du nombre de copies de virus
intégrées. Ainsi, une gamme de quantification allarsqu’a 0,01 copie/cellule a été
développée.

En conclusion de cette premiere partie et dangdaib d’effectuer I'analyse des
réponses cellulaires induites par l'intégrationnd’ADN étranger, les vecteurs dérivés du
VIH-1 ont été développés. Des cellules primairebroblastiques humaines ont été
sélectionnées pour les futures études puisqu’stiesont réveélées parfaitement infectables par
les vecteurs. Pour choisir le temps post infecaoiguel seraient effectuée I'analyse des
réponses cellulaires, trois conditions devaierg &unies : (i) toute la population cellulaire
touchée par au moins une intégration, (ii) un pseuas intégratif en cours de réalisation et (iii)
une synchronisation du processus intégratif dampeopailation totale. Parmi les MOI testées,
c’est la plus élevée qui a été retenue car ellee ggrmettait la derniére condition. Le temps
13h post infection a finalement été retenu.
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Chapitre 2 : analyses transcriptomiques

I/ Objectifs

Ayant pour objectif de définir les modificationsllaaires induites par I'intégration
d'un ADN étranger ausein du génome, des analyselsalgls de la population d’ARNm
intracellulaires ont été effectuée. A la suite défrentes cinétiques d’'intégration réalisées
sur les cellules primaires, le temps 13h post tidaale la MOI 200 a été sélectionné pour les
analyses transcriptomiques.

Quatre lots de cellules primaires ont été testi@istaf s’affranchir des variabilités entre
donneurs. Pour chacun, environ £.t@llules ont été infectées soit avec le vectetdmjiratif
et soit avec le non intégratif. C’est par companaist analyse différentielle entre les résultats
du systéme intégratif et ceux du systéme non iatéggue nous avons mis en évidence les
signaux cellulaires spécifiguement induits parntégration du vecteur.

Puisque les variations induites par les infectismst souvent trés faibles, nous avons
choisi de nous placer a un seuil minimal de difiéeeégal a 1,3. Afin d’ientifier les facteurs
dérégulés par l'intégration et communs aux quatmendurs, une premiére analyse des lots
cellulaires par paire (le lot 1 intégratif aveddé 1 non intégratif, de méme pour les lots 2, 3
et 4) a été effectuée. Les données de chaquellaiage ont été recoupées pour ne conserver
gue les facteurs communs. Cette analyse a mis ider®e la modulation de 113 facteurs
suite au processus d’intégration.

Pour élargir I'étude, cette méhode d’analyse pine@a été répétée pour ne conserver
gue les facteurs communs a au moins trois lotsileéks sur les quatre trestés. Un total de
1002 dérégulés par le processus d'intégration eggtde.

Finalement pour augmenter la stringence de l'aealys test par permutation a été
effectué. Cela consiste a comparer le lot 1 intégmaec les lots 1, 2, 3 et 4 non intégratif et
ainsi de suite. Seuls les facteurs communs a &iteotdes croisement, au nhombre de 8, sont
conserves.

Une des premieres observations notable a la seitesl analyses tient dans le fait que
la grande majorité des facteurs cellulaires misgeidence sont sous-exprimés (65%). De
plus, comme mentionné plus loin, toutes les fomgticellulaires sont perturbées, autant celles
qui étaient prévisibles telle que le remodelagdadehromatine ou le cycle cellulaire que
d’autres dont nous ne soupgonnions pas le role elimoméostasie de I'oxydoréduction, le
cytosquelette ou I'adhésion cellulaire.
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Par la suite, je me suis intéressée a chacun desifa quant a son role biologique et
ses interactions moléculaires. Afin de mettre eidence les principales fonctions cellulaires
lites entre elles et dérégulées par l'intégratotes analyses préliminaires sous le logiciel
Ingenuity ont complétée par des études manuelles’'ait permis de construire un réseau
d’interactions. Les fonctions majoritaires miseésdence correspondent au cycle cellualire,
a la mort cellulaire, a la modification de la chitine, a se réparation et a I'immunité ou la
réponse au stress. Un travail de vérification deates facteurs a ensuite été effectué (i)
manuellement par alignement des sondes de nos @weesles databases, puis (i) par
RTqPCR.

Enfin, lors de la premiere expérience sur les Ibtset 2, des cellules témoins non
infectées ont également été analysées nous penmndttaalyser quelques effets des étapes
précoces du cycle viral sur la cellule (entrée, Radnsport du PIC). Ces analyses, en marge
du sujet de thése, seront brievement présentésderadonnées complémentaires.
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ABSTRACT

HIV vectors are now commonly used in fundamentakagech and are new promising tool for gene therapy.
characteristic of HIV infection is the stable inteipn of the double stranded viral DNA into thesho
chromosome by the integrase viral protein. The @fimur work was to identity cellular modificationduced by
the integration of a foreign DNA into the host gam@ We performed a microarray analysis in humamany
fibroblast upon HIV vector integration. To analytbe effect of the only integration step, signalsagied from
two vectors, integrative or not, were compared. sitering a fold change of 1,3, about a hundredeoieg were
commonly found disturbed in the four cell batchestéd and a thousand a least common three batdtes.
observed a global inhibition of the transcriptiohgenes involved in many biological processes. Agtme
most represented are the cell cycle, the cell délaghchromatin modification, the immunity and sgreesponses
and DNA repair. These results, in agreement wikieiostudies, bring new knowledges on the vectegimttion
process effects and more generally of all mechanisrolved in response to chromatin injury.

INTRODUCTION

To replicate and express their genome,
several viruses and transposable elements integrate
their genomic DNA into a chromosome of the host
cell. This concerns retroviruses or retrotranspsson
that insert a reverse transcribed copy of their
genomic RNA but also Adeno-Associated Viruses
(AAV) or DNA transposons.

In retroviruses, the protein responsible for
integration is the viral integrase (IN). However,
many studies showed that the virus is assisted by
cellular proteins to achieve this essential process
Lens epithelium-derived growth factor/p75
(LEDGF/p75, a misnamed transcriptional co-
activator) is one of the major host co-factors.eabl
to bind tightly and specifically to lentiviral IN
(Cherepanov et al., 2003; Maertens et al., 20@3). |
has been shown to protect IN against proteolysis
vivo, to drive nuclear localization of HIV IN when
both proteins are produced at high levels, and to
tether the PIC to the host chromosome (Engelman
and Cherepanov, 2008; Hombrouck et al., 2007;
McKee et al., 2008; Pandey et al., 2007; Shun.gt al
2007). Other proteins such as Barrier to auto-
integration factor-1 (BAF), emerin, lamina-
associated peptidesALAP20) may be involved in
integration (Jacque and Stevenson, 2006; Lin and
Engelman, 2003; Van Maele et al., 2006). Specific
acetylation of HIV-1 IN by the cellular acetyl-
transferases p300 and GCN5 has been shown to
enhance viral integration (Cereseto et al.,, 2005).
Other IN-interacting proteins await further
validation, such as HSP60, human polycomb EED
protein, Inil/hSNF5, HMGI(Y) (Hindmarsh et al.,
1999; Kalpana et al., 1994; Parissi et al., 2001,
Violot et al., 2003)

By contrast, the last step of retroviral DNA
integration, repair and reconstitution of the
appropriate chromatin structure and composition, is
accomplished by host factors. It has been shown
that the non-homologous end-joining (NHEJ) repair
pathway, the damage signaling kinases ATM and
ATR, Ku70 and Ku80 and some related elements of

the chromatin remodeling system are essential to
complete integration, at least for Avian Sarcoma
Leukosis Virus (ASLV) and Human
Immunodeficiency Virus type 1 (HIV-1), and that a
failure in this process results in apoptosis (Diagiie
al., 2004a; Daniel et al., 2001; Li et al.,, 2001a;
Skalka and Katz, 2005). However, the exact repair
remains unclear and other processes of DNA repair,
Homologous Recombination (HR) and Single
Strand Annealing (SSA), may also be recruited by
the virus to achieve its integration (Nakai-
Murakami et al., 2007; Taganov et al., 2001).

Recently, by combining genome wide
siRNA analyses with data of human interactome
databases Konigt al (Konig et al., 2008) identified
seven proteins with diverse functional roles,
including nuclear import, nucleic acid binding,
ubiquitination and transcription regulation or DNA
repair that were found to be important for viral
DNA integration (Brass et al., 2008; Zhou et al.,
2008)..

Infection with HIV-1 has been shown to
modify expression of a large area of genes. Several
studies, using microarray strategies (Brass et al.,
2008; Geiss et al., 2000; Imbeault et al., 200%tLi
al., 2009a; Zhou et al., 2008) and proteomic stidie
(Carlson et al., 2004; Ringrose et al., 2008; Weing
al., 2008) have identified numerous host cell
proteins whose expression is modulated by HIV-1
infection. However, there is a paucity of data
regarding the modifications in gene expression
profiles induced by integration of the viral genome

To get further insights into genes and
pathways specifically regulated by DNA
integration, we thus performed a transcriptomic
analysis of genes up- or down- regulated by a
foreign DNA integration. We focused on early
transcriptional events (13 h post-infection). Ad ce
lines are either cancerous or transformed and can
thus harbor numerous defects in multiple pathways
compared to primary cells (notably in their
apoptosis-related metabolism, cell cycle and DNA
repair functions), we used fibroblast primary cells
for analyses. To induce integration of DNA into
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genomic DNA, we used an HIV-based retroviral
vector. To eliminate all signals due to entry, reee
transcription and nucleus transport of the veat@r,
examined signals induced by an infectious but
integration-defective vector. Both vectors do not
express any protein in order to avoid effects af th
reporter gene on cellular gene expression. Finally,
we could identify 105 genes whose expression was
up- or down regulated with a fold change threshold
of +1.3 by integration and seven genes whose
expression was completely turned on or off. Genes
with  known biological function partners were
classified. Five major biological functions were
underlined corresponding to the cell cycle, thd cel
death, the chromatin modification, the immunity
and the stress and finally the DNA repair.

MATERIALS AND METHODS

Cells culture. 293T cells were cultured in Dubelco
Modified Eagle Medium (Invitrogen) supplemented
with 10% of inactivated Foetal Bovine Serum
(Invitrogen), penicillin G (100 U/ml) and
streptomycin (100 mg/ml) (Invitrogen). Primary
Human Dermal Fibroblast adult cells (HDFa,
Invitrogen) from 4 distinct donors (named batches 1
to 4) were grown in M106 medium supplemented
with 10% of Low Serum Growth Supplement
(LSGS, Invitrogen). Cells were maintained in
culture according to the manufacturer's instruction

Plasmids used.The pwWPXLd and pCMV-dR8.91
plasmids were kindly provided by Dr D.Trono
(University of Geneva, Switzerland). WPXLd
contains theeGFP (enhanced green fluorescent
protein) gene under control of the EF(elongation
factor In) promoter. These sequences are bordered
by the HIV LTRs with a SIN (“self-inactivating”)
deletion in 3'LTR. The pWPXLdyprom plasmid
was derived from the pWPXLd by deleting the
promoter between Sall and Swal restriction sites.
Consequently WPXLdyprom does not express the
eGFP protein. The pCMV-dR8.91 plasmid encodes
the HIV structural Gag and Pol proteins as well as
the Tat and Rev HIV regulatory proteins. In the
pCMV-dR8.91-IN* plasmid, derived from the
pCMV-dR8.91, sequence of the viral IN was
mutated on residue E152 of the catalytic site bgy si
directed mutagenesis according to the manufacturer
instructions  (QuickChange® Il  site-directed
mutagenesis, Stratagene). This mutation should
inactivate the enzyme (Lu et al., 2005). The pCMV-
VSV-G plasmid was kindly provided by Dr. D.
Negre (Lyon, France). lts expresses the Vesicular
Stomatitis Virus envelope glycoprotein (VSV-G)
under control of the strong CMV (cytomegalovirus)
promoter. This envelope coats the recombinant
virions.

Production of virus stocks. HIV-1-based vectors
were produced by calcium phosphate co-
transfection of 3 plasmids into 293T cells as alyea
described (Gay et al). Briefly, 5xX3@93T cells
were transfected with three plasmid simultaneously
() 9 ug of either pWPXLd or pWPXLd\prom (ii)

9 ug of either pCMV-R8.91 or pCMV-R8.91-IN*
and (i) 2.7 pg of pCMV-VSV-G. Vector
supernatants were collected 24 h later, cleared by
centrifugation at 430 g / 4°C for 10 min, filtered
through 0.45um filters (Millipore). Samples were
aliquoted and the virals stocks were stored atG80°
All virus preparations underwent a single freeze-
thaw cycle before initiation of infection studies.

Vector titration.

GFP titer. The IN+/GFP+ vector was titrated on
293T cells. At the time of vector addition (t=et
number of cells was recorded for use in calculating
the titer (generally 5 FOcells per 6-wells). Cells
were harvested 24 h after and were assessed in flow
cytometry for eGFP expression (FACSCalibur,
Bector Dickinson). Titers were calculated by using
the following equation: transducing units (TU) / ml
= [(% of eGFP-positive cells / 100) x dilution fact

x number of cells at t=0. The Multiplicity of
Infection (MOI) has been defined taking into
account this GFP titer.

Reverse transcriptase activitWhen no detectable
protein as eGFP was produced by the IN+/GFP-
and IN/GFP- vectors, relative titer was determined.
Virus in each virus preparation were quantified by
using a reverse transcriptase quantitative
colorimetric immunoassay (Roche), according to
the manufacturer's instructions. A “relative titer”
was calculated by comparison with that of the
IN+/GFP+ vector, to define the MOI of these
vectors.

Quantification of total and integrated viral
DNA. Proviral DNA levels were determined by an
Alu-Gag Real Time quantitative as previously
described (Gay et al). Briefly, total cellular DNA
was extracted using the phenol-chloroform method.
Gene specific primers for Alu sequences and for the
viral gag (O’'Doherty et al., 2002) were used for a
first preamplification, performed by a 2 min hot
start at 94°C followed by 17 steps of 30 sec at
94°C, 1 min at 50°C and 1 min 40 sec at 72°C.
Then, 1/10 th of the preamplification was used with
primers LTR (O’Doherty et al., 2002) to run PCR
reactions in duplicate in an ABI Prism 7000
instrument (Applied Biosystems, Foster city, CA),
using the SYBR" Green | technology and the
Platinum® tag DNA polymerase reaction kit
according to the manufacturer instructions
(Invitrogen).

Total viral DNA levels were quantified by a real
time PCR analyses on thefp gene using the
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following primers: 5-ATG GTG AGC AAG GGC
GAG GA-3' and 5-CTC GCC GGA CAC GCT
GAA CT-3'. The PCR is performed as previously
described for the LTR amplification.

In parallel, primers x et y were used to amplify in
the same way th@-globine gene. Total and proviral
DNA was normalised using th@-globin as a
housekeeping gene.

Infection of HDFa cells. Kinetic analyses.For
kinetic analysis of figure 2,4.310 HDFa cells

(batches 1 and 2) were either unexposed or exposed

to the IN+/GFP- or the IN-/GFP- vectors stocks for
8, 10, 12 or 16 hours at different MOI (3, 30 and
200). Total cellular DNA was extracted as above-
mentioned by using a nested-gPCR method to
quantify proviral DNA.

Microarrays analysesk-or the microarray analyses,
2 x1¢ HDFa cells per well in six-well plates, from
each batch were left unexposed or were infected
with the IN+/GFP- or the IN-/GFP- vectors at a
MOI of 200. Cells were harvested 13 hours after
infection by centrifugation at 180 g for 10 minutes
at 4°C. Cell pellets were frozen at -80°C until
isolation of total mMRNA

Microarray samples preparation and assay.
Total RNAs from the primary cells were extracted
using RNeasy mini kit (Qiagen) according to the
manufacturer's instructions. Total RNA yield was
measured using optical density 6E and the
quality of the RNAs was evaluated with the Agilent
2100 Bioanalyser (Agilent Technologies). 2 pg of
total RNAs were amplified and labeled by a single
round in vitro transcription (IVT) using the
GeneChip  Expression  3'-Amplification  Kit
(Affymetrix) according to the manufacturer's
instructions. All tubes were also spiked with
synthetic mMRNA to check the quality of the
amplification. The biotin-labeled cRNA yield was
measured using optical density 6E and the
quality of the cRNAs was evaluated with the
Agilent 2100 Bioanalyser (Agilent Technologies).
15 pg of the biotin-labeled cRNA were then
fragmented with 5 pl of fragmentation buffer in a
final volume of 20 pl. The fragmented cRNA were
added to the hybridization solution in a final
volume of 260 pl and injected into the arrays. We
used the GeneChip Human Genome U133 plus 2.0
arrays (Affymetrix) containing probe sets
representing 54 675 transcripts. The arrays were
hybridized overnight at 37°C under agitation. The
slides were washed in a stringent buffer (Tris-HCI,
NaCl, Tween 20) at 46°C for 1 hour followed by a
streptavidin-cy5 detection step. Each slide was
incubated in 3.4 ml of streptavidin-cy5 solutiom fo
30 min, then washed four times in 240 ml of TNT
buffer. For the final washes, the slides were dnse
twice in 240 ml of water containing 0.2% triton,

and dried by centrifugation at 600 rpm. Then the
slides were scanned.

Microarray data analysis. The overall raw
hybridization signal intensity of arrays was
normalized using Expression Control Software
(Affymetrix). The threshold of detection was
calculated using the normalized signal intensity of
100 negative controls represented in the array.
Spots with signal intensity below the threshold
were termed "absent" (A), those with signal
intensity upper the threshold were termed "present"
(P), and the other were termed "marginal* (M).
Quality of processing was evaluated by generating
scatter plots of positive signal distribution.
Comparison and filtering were performed using
Partek Genomics Suite software (Partek). The set of
differentially expressed genes was compiled by
filtering the data according to a fold changel.3

for each batch

Functional analyses.The networks and canonical
pathways were generated by using the Ingenuity
Pathways Analysis software, IPA (Ingenuity
systems). The data set containing the gene
identifiers and their corresponding expression
values in our array assays was uploaded into the
IPA application. For network generation, each gene
identifier was mapped to its corresponding objact i
the IPA Data Base and overlaid onto a pre-defined
global molecular network. Finally, the network was
completed with additional protein interactions and
functions, searched for each factors on the NCBI

database

gRT-PCR analyses.The expression level of some
specific transcripts was determined by Real-time
PCR. The total RNAs were extracted as described
in "microarray samples preparation”. The RNA
concentration was determined by using the optical
density ORg, Reverse transcription was performed
on 750 ng of RNAs using 1 ul of the iScript DNA
amplification enzyme (Biorad) in a final volume of
20 ul. Products of the reverse transcription were
diluted to 1/10 and 5 pl of this dilution was
subjected to qPCR using the SYBR Green PCR
(Roche) with 10uM of primer mix, in a final
volume of 20 pl. Cycling conditions were as
follows 95°C for 10 min, then 40 cycles of 95°C, 15

s and 60°C 40 s. The gPCR was performed with the
fast procedure on the StepOne instrument (Applied
Biosystems). The primer pairs from each individual
gene were designed using the RefSeq sequence of
each selected gene and the combination of Beacon
Designer and Amplify softwares (Supplementary
data 3) Three house-keeping genes were used for
the data normalization: GAPDH fwd 5-CAC CCA
CTC CTC CAC CTT TGA C-3’ and rev 5-GTC
CAC CAC CCT GTT GCT GTA G-3', GUSB1
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PWPXLd pCMV-dR8.91 pCMV-VSV-G IN+/ GFP+

PWPXLd-AProm pPCMV-dR8.91 PCMV-VSV-G IN+/ GFP-

PWPXLd-AProm PCMV-dR8.91-IN* pPCMV-VSV-G IN+/ GFP-

fwd 5-GAT TGC CAA TGA AAC CAG GTA
TCC C-3" and rev 5-ACA CGC AGG TGG TAT
CAG TCT TG-3' and TBP fwd 5'-TGC TCA TAC
CGT GCT GCT ATC TG-3' and rev 5'-TTC TCC
CTC AAA CCA ACT TGT CAA C-5.

When the strongest normalized
integrative conditions, i.&hen the considered gene
was up-regulated during
change was expressed as a positive number (ranged
from 1 to +w0). On the contrary, when the strongest
normalized ratio was in non-integrative conditions,
i.e. when the considered gene was down-regulated
during integration, the fold change was expressed

ratio was

integration, the fol

as a negative number (ranged from -1 t0)- This

convention of fold change is referred here as ‘IN+’
versus ‘IN-’. Student’s t-test was undergone to

check the statistical significance of the fold dofjes
with p<0.05 (*) or p< 0.01 (**).

RESULTS

Preparation of the viral vectors

The WPXLD HIV-based vector (Figure

Figure 1: HIV-based vectors production.

(A). Schematic diagrams of vectorsThe pWPXLd plasmid serves to
production of the SIN HIV-based vector. In this teeceGFP expression
is placed under the control of the EFfiromoter. The WPXLd\Prom
vector was derived from the WPXLd vector by delgtithe EF&
promoter. This vector is thus unable to expressefBEP protein. LTR
HIV long terminal repeat. SIN LTR : long terminapeat with the SIN
deletion. eGFP : enhanced green fluorescent protgne, EFd
elongation factor d promoter. ¥ : encapsidation signal. RRE Rev-
responsive element, TAR Tat-responsive element. PBIYpurine tract.
cPPT central polypurine tract .WPRE woodchuck hgpatvirus
responsive element.

(B). Schematic diagrams of the plasmid used for vail particles
production. The pCMV-dR8.91 plasmid encodes the HIV Gag, Pat, T
and Rev proteins. In the pCMV-dR8.91* plasmid, dedi from the
pCMV-dR8.91, the sequence of IN was mutated orduesil52 of the
catalytic site (change of E to D). The pCMV-VSV-Ggmid encodes the
envelope glycoprotein of the Vesicular Stomatitisirug. CMV
cytomegalovirus strong promoter. polyA polyadetigla signal , Gag /
Pol / Tat / Rev ORFs coding for the HIV-1 proteiSV-G Vesicular
Stomatitis Virus envelope glycoprotein. IN: sequenencoding for
Integrase. IN E152D loss-of-function mutation ire timtegrase catalytic
site,

(C). Scheme of vector productionThree vectors were used. The WT
vector is produced by cells co-transfected with piMP, pCMV-dR8.91
and pCMV-VSV-G plasmids. This vector is integratmmmpetent and
allows GFP expression (IN+ / GFP+). The integratiXs- vector is
produced by cells co-transfected with pWPXABrom, pCMV-dR8.91
and pCMV-VSV-G plasmids. This vector is integratimmmpetent and
does not express GFP (IN+ / GFP-). The IN- vectompioduced in
supernatants of cells co-transfected with pWPXRtom, pCMV-
dR8.91* and pCMV-VSV-G plasmids. This vector is eigtation-
defective and does not express GFP (IN- / GFP-ktdrelIN+/GFP+
serves as referent for viral production and titmatiVectors IN+/GFP-
and IN-/GFP- were used in the microarray assaylysem

infected with serial dilutions of the viral prepaoa

and picked up 24 hours post-infection for FACS
analyses. The WPXLD vector was produced at a
titer of 1,8.16 TU/m.

The vector used for transcriptomic
analyses (WPXLdxProm) was derived from
WPXLD by deleting the EFA promoter in order to
abolish the GFP expression. Two viral preparations
of the vector were produced. The first one (the IN+
integrative vector) was prepared as described above
with the WT vector by co-transfecting the
pWPXLd-AProm, pCMV-dr8.91 and the pCMV-
VSV-G plasmids into 293T cells (Figures 1B and
1C). The second (the IN- non-integrative vector)
was prepared in the same way except that the
pCMV-dr8.91 was replaced by the pCMV-dr8.91*
plasmid (Figures 1B and 1C). This plasmid encodes
for an IN enzyme in which residue E152 was
replaced by D. This mutation allows every viral
step from the entry of virus to the cell to nucleus
transport but does not allow the integration preces
(Lu et al)(and see below). After infection of 293T
cells with 500 pl of viral suspension, FACS
analyses confirmed that both IN+ and IN- vector

in

d

1A) encodes the eGFP under the control of the
EFla promoter. WPXLD viral preparations were
produced in 293T cells by co- transfection of three
plasmids: pWPXLd, pCMV-dR8.91 (that encode
the HIV-1 Gag, Pol Tat and Rev proteins) and
pCMV-VSV-G that encodes for the envelope
glycoprotein of the Vesicular Stomatitis Virus
(Figure 1B), as described in the M and M section.
To check the GFP expression, 293T cells were

were unable to express the GFP protein.
Normalisation of the viral suspension

The effective production of each viral
suspension was checked wusing the reverse
transcriptase immunoassay.

Then, we compared the relative DNA level
released by each vector into target cells. In this
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purpose, we quantified: i) the total viral DNA fosm
(integrated and not) ii) the integrated viral forms
293T cells were infected with dilutions of each
vector. Cells were picked up 24 hours post
infection, total DNA was extracted and analysed by
Real Time PCR. We observed that the IN+ and IN-
vector produced 1,6 and 1,25 fold more DNA than
the WT vector, respectively. Integrated DNA was
then quantified by an Alu-Gag qPCR method. The
WT and IN+ vectors integrated the same level of
DNA into target cells whereas no integration was
detected after infection with the IN- vector.. Thgs
data confirm that mutation of E152 to D mutation
of IN creates a defective protein, as previously
shown (Lu). Finally, the viral titer of IN+ and IN-
vector were estimated to 2,88/10U/ml and
2,25.10 TU/ml respectively.

Preparation of the cells infected with IN+ and IN-
vectors.

The IN+ vector was used to infect two
batches of HDFa cells (batches 1 and 2) at three
MOI of 3, 30 and 200. Cells were picked up at 8, 9,
10, 12 and 15 hours post-infection and integrated
DNA was quantified by Alu-Gag RT PCR (Figure
2A). The increase in the integrated copy
number/cell was slow when using MOI 2 and 30
and 2. Indeed, HDFa cells integrated only 1
copy/cell at 30 hours post-infection at MOI 2 and a
20 hours post infection when using MOI 30 (data
not shown). By contrast, when using a MOI 200,
we observed a rapid exponential increase in the
number of integrated copies per cell. At 10 hours
post infection (beginning of the exponential phase)
15 copies of vector DNA were integrated per cells
(figure 2A). At 13 hours p.i, the average number of

Figure 2. Experimental design.

(A). Kinetic of vector integration in genome of
HDFa cells. HDFa cells of batch 1 were infected
with the WT vector at a MOI of 200. The number
of integrated viral copy per cell was determined at
different time post-infection by using an Alu-Gag
gPCR method. Experiment was reproduced 3
times.

(B). Experimental scheme for microarrays
assays. HDFa cells from batches 1 to 4 were
infected with the IN+ or the IN- vector at a MOI of
200. At 13 hours p.i., cells were picked up andltot
RNA was extracted. The Microarray analyses were
performed on Affymetrix whole human genome
U133 Plus 2.0 arrays.

copy/cell was 50. These last conditions of infattio
(MOI 200 and samples taking of at 13 hours p.i)
were retained for further analyses.

Then, we checked the defectiveness of the
IN- vector at this high concentration of viral DNA.
HDFa cells (batch 2) were subjected to an infection
with IN+ or IN- vectors at MOI 200. 5 hours post-
infection, infection was stopped by washing cells
three times. Cells were then cultured during 3
weeks in order to eliminate non-integrated viral
DNA forms [these forms, if present in high
quantity, could disturb the nested-gPCR-based
guantification (data not shown)]. We determined
that cells infected by the IN+ vector contained a
mean of 83.57 WPXLIAProm copies/cells
whereas cells infected with the IN- vector contdine
only 0.12 integrated copy/cell (data not shown).
The difference of integrated copy number generated
by the IN+ and IN- vector could thus be estimated
to 700 fold.

Microarray assays and global analyses.

Four batches of human fibroblast HDFa
cells were infected with IN+ or IN- vectors at a
MOI of 200 (Figure 2B). 13 hours post infection,
cells were picked up and total RNA were extracted
and prepared to microarray hybridization with
human genome U133 Plus 2.0 arrays (Affymetrix).
These chips could permit the analysis of the
expression levels of about 47,000 human transcripts
that correspond to 38,500 well-characterized human
genes. Data were analyzed from the 4 batches of
HDFa cells, infected in two independent
experiments (batches 1 and 2, batches 3 and 4).
45.6% to 48.3% of genes were found to be
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expressed depending on the batch sample,
corresponding to 25,000 to 26,000 genes.

Results from IN+ and IN- conditions from
each cell batch were compared using the
GeneSpring GX software taking into account a fold
change of 1.3 between both conditions. Then, data
from each batch were intersected.

Two methods of analysis were used. In the
paired method, each cell batch was compared to
itself, then, data from each batch were intersected
Briefly, IN+ 1 was compared to IN- 1, IN+ 2 to IN-
2, IN+ 3 to IN- 3 and IN+ 4 to IN- 4, and data
obtained from 1,2,3,4 were intersected. In
permutation method, every single condition of a
cell batch is compared to the other condition &f th
four cell batches. For example IN+ 1 is compared to

IN-1, 2,3,4; IN+2to IN- 1, 2, 3,4 and so on.

The permutation method is highly stringent
since it means that basal level of gene expression
identical in the four batches. Among the eight
factors identified using this method (Supplementary
data 1), 5 were down regulated while only 3 were
up, still correlating the previous observation of a

global transcriptional down-regulation.
Corresponding cellular functions are immune
response coupled to the protein regulation,

regulation of transcription and cellular signalisat
or unknown.

With the paired method we have identified
113 genes (Supplementary data 2) that were
differentially expressed in the four cell batches.
Cells infected with the IN+ vector were compared
to cells with the IN- vector (Figure 3A). Eight

(A) IN+ IN-
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Figure 3. Hierarchical clustering and gene ontologwynalysis of microarrays data.

(A). Cluster of expression of genes differently gxessed in 4/4 batchesA hierarchy clustering of the 105 genes whose esgion is
differentially modulated (with a fold change threkh> 1.3) by IN+ or IN- vector at 13h post-infectionshbeen defined using the
correlation function of GeneSpring GX Software. Tt3eand genes down-regulated are representedeén thiel 32 up-regulated genes are

in red.

(B) Biological process of gnes differently expressed in 3/4 batches

. Genes deregulated after the integration process in

three cell batches out of the four tested (obtained as in (B)) were added to the initial list of 105 factors. 1002 were then
obtained. Among them, 481 were annotated for their biological process in Gene Ontology. The up- and down- regulated
genes (in red and blue, respectively) were classified according to these biological processes. Note that one factor can be

found in several biological processes.



factors were identified as “Present’/”Absent”,
underlining an on (activation) /off (repression) -
type response. Two of them are up-regulated
whereas the six others were down-regulated.
Regarding others, 73 genes were down-regulated
(with fold change of 1.3 to 2.2) while 32 were up-
regulated (with fold change of 1.3 to 3.92). These
observations underline a global down regulation of
the transcription process in the cell subjectethéo
integration. Among the 105 genes, only 17 were
disturbed more than 2 times, showing that the
integration does indeed disturb the cellular
transcriptomic pattern but without huge level.

To refine the significance of these up- and
down-regulated genes, we investigated the
biological functions and interactions of these gene
using Ingenuity Pathways Analysis (IPA software).
The IPA analysis permit the identification of top
canonical pathways (p < 0.001) among which we
found: (i) Cell cycle :G /S Chcekpoint Regulation
(i) p53 signaling and (iii) Molecular Mechanisms
of Cancer.

We next extended our first analyses to
genes for which transcriptomic variation were
found in 3 out of the 4 batches tested with the fol
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change at 1.3. A second list of 1002 factors was
generated, showing 350 up-regulated and 652
down-regulated genes. 481 factors were annotated
and could be classified for their biological prozes
(Figure 3B). Gene functions in the top of the list
were transcriptional regulation, cell cycle andl cel
death with respectively 63, 28 and 26 genes down-
regulated and 35, 27, and 15 genes up-regulated.

Gene classification, selection and validation

Ouir first approach for a functional analysis
of our microarray results consisted in the creation
of an interaction network using Ingenuity software.
We decided to focus on the network containing the
more factors linked to our study. This pathway
named “molecular mechanism of cancer” is the core
of the network present in annexe. Because
Ingenuity software only recognizes certain protein,
the network was completed with additional protein
interactions, searched for each factors on the NCBI
database. Others factors, not in the network, are
unnamed factors or factors of unknown interaction
and function.

Then, the biological processes involved for

CHROMATIN
MODIFICATION

IDNA REPAIR

Figure 4. Factors corresponding to the biological pcesses of interes Factors encoded by the deregulated genes idehtifiigure
3B were searched on the NCBI protein databasertbeiuinvestigate their biological function andidentify potential interactants. The
five biological processes shown here are the nggsesented in this functional analysis. Factorsapeng to the DNA repair process, to
immunity and cellular stress, chromatin modificatito cell cycle and to cell death are represeimtedblack box if there are common to
the 4 cell batches, underlined if they are comneod tell batches. Factor in blue are down-regulatperegulated in red. A star represent
factor selected and validated in RT-gPCR. Note Weatvere not able to create relevant network basebiofunctions corresponding to
metabolism, ion, cell signaling, although thesede were found in great number in the global asialyThis was either due to the
complexity of the molecular interactions or due ploer data available for these genes.
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each factor of the network was searched. Thisded t
five major biological functions (Fig. 4).

DNA repair comprise genes involved in all
the DNA repair processes as the ATXN3 protein is
implicated in the Nucleotid-Excision Repair
pathway. This pathway is composed of 18 factors
and about 39% of up regulation meaning that this
pathway seems more inhibited by the integration
and that inhibition/activation are imbalanced iisth
group, according to the global analyses. We can
notice that the balance is recovered for factors
linked to the DNA repair and another function as
42% are up-regulated.

Chromatin remodelling corresponds to
every process that could affect the chromosome
integrity from histone modification with the
DOT1L, DNA méthylation (ATF7IP) to assembly
and segregation with CENPH and CBX5. The
global tendency of activation/inhibition is
conserved in this group as 58% of the factors are
up-regulated. But, factors implicated both in
chromatin remodelling and in another group are up-
regulated at 92%. This huge inversion may reflect
complex cell defence or foreign DNA survival
signatures, implicating many chromatin
modifications.

In the “Immunity/Stress” group are factors
responsible for the innate immunity (CRCP) or
linked to a cellular response to stress (DDIT3). Fo
the global tendency, we observed a conserved
balance between activation and inhibition as 41% of
the factors are down-regulated. Again, 55,5% of
factors implicated both in this group and in anothe
are up-regulated, demonstrating a balanced
inhibition / activation.

The cell cycle group is composed of genes
of the regulation of the cell division as ARHGEF2.
This cell cycle group is composed of the majority
of annotated factors as 64 out of the 118 are
implicated in. Among the 64 genes of this group,
45% are up-regulated. Again, the balance between
activation and inhibition is respected. Among
factors belonging to both this group and another

Figure 5: Real Time RT PCR analysis of mRNA level foup-
or down- expressed genes in HDFa cells infected Withe IN+
vector vs the IN-vector. Statistically significantfold changes
(‘IN+' versus ‘IN-") observed by RTqPCR analysis. The total
RNA of 4 or 5 batches of HDFa cells were infectadthiree
independent experiments were extracted 13 houtsinfestion.
The expression of genes was measured using reaR@R. Data
were normalized with three housekeeping gemess,(gapdh,
tbp). Fold change is a mean of the three fold changfesvould
mean that the gene is expressed similarly in botiditions. >1
indicates that the gene is over-expressed followitegration. <
-1 indicates that the gene is less expressed fuitpimtegration.
Paired Student’s t-test data was undergone and.p5 (*) or p<
0.01 (**) are indicated.

one 52% are up-regulated and 48% down-regulated.
Nevertheless, we can observe that among the 52 %
of up-regulated factors, 53% are linked to the
chromatin remodelling pathway and, among the
48% of down-regulated factors, more than 78% are
linked to the cell death pathway. This suggests tha
even if the balance between activation and
inhibition is globally respected for the cell cycle
group, many of the up-regulated genes are link to
the chromatin remodelling group whereas the most
part of down-regulated genes are linked to the cell
death.

The “cell death” is linked to every factors
implicated in the cell death from apoptosis
(BCL2L11) to other forms of death (HTR2A).
Among the 41 factors of the group, 63% are down-
regulated, demonstrating a low imbalance between
activation and inhibition. Moreover among factors
both linked to the cell death and to another group,
75% are downregulated revealing a huge inhibition.
We can notice that as already mentioned most of
down regulated factors are linked to the cell cycle
process.

Only 16 factors of the first 113 genes (4/4
batches) were added in the figure that contains 118
factors meaning that 102 genes of the figure were
identified only on 3 batches out of the four.
Moreover, 80 genes only correspond to one cellular
function whereas 38 present multiple functions.
Notably, DDIT3, HMOX1 and HIPK2 are linked to
4 functions out of the five while APC is implicated
in all.

Note that we were not able to create
relevant network based on biological functions
corresponding to metabolism, ion, cell signaling,
although these factors were found in great number
in the global analysis (figure 3C). This was either
due to the complexity of the molecular interactions
or due the poor data available for these genes.
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RT-qPCR validation

Expression of 13 genes was further
analyses by RT-qPCR for validation
(Supplementary data 3). Gene normalization was
performed using three housekeeping gene
(GAPDH, TBP and GUS) expression (Figure 5).
Statistical validation was performed using the
paired t Student Test method considering a p value
< 0,05.

We noticed a great concordance between
transcriptomic and gPCR results Indeed, NOX4
mRNA was validated as up-regulated with a p-
value < 0,01 whereas four genes where validated as
down-regulated with a p-value < 0,01 (MDC1,
MDM4, GDF15, MDMZ2). Finally, among the 13
tested genes, corresponding either to 4 batch8s or
we combined every possibilities of expression.
Indeed, some factors are down regulated in the four
batches (HIPK2, GDF15), others are down or up —
regulated in 3 batches whereas the last batch
present an inversed regulation (SQSTM1,
FGFR10OP2). For example, the SQSTM1 is down
regulated for 3 batches and is up for the last one.
But we also have factors that are down or up
regulated for 3 batches while the last one present
the same deregulation but do not overcome the fold
change of 1,3 (IFNGR1, MDM4, MDC1, RB1,
INHBE, MDM2, NOX4, PHLDA2 and RBBP4).
Moreover, Figure 4 shows the associated biological
function of each factor and demonstrate that genes
implicated in every group were selected. From this
data we can conclude that the global analyses
corresponding to factors disturbed after the
integration and commonly found in 3 batches out of
the four is validated.

In conclusion, we compile a collection of
1002 genes for which the modulation of expression
was associated with HIV DNA integration. Among
them, 13 were further validated by RT-gPCR. All
the cellular processes are modulated, among them
five major biological function were identified
corresponding to the cell cycle, the cell deatle, th

immunity and the stress, the chromatin
modifications and the DNA repair

DISCUSSION

Foreign DNA integration modulates many

cellular factors

In this study, we analyzed the effect of a
foreign DNA integration into the genome. For this,
integration was performed using HIV-based
vectors. To ensure the isolation of specific signal
of the integration step, two vectors were compared,
one integrative and one non integrative. Primary
human dermal fibroblasts were selected for the

infection. Because we not only focused on HIV
integration but also on the global genome injuries
by DNA intrusion, we di not want to perform the
study on primary lymphocytes. Indeed, such cells,
permissive to some particular recombination, may
not respond or only partially to the integrationaof
foreign DNA. To select the better time post
infection for the analyses, several kinetic of
integration were performed at different multiphcit
of infection. The integrated viral forms were
quantified by the previously described nested real-
time PCR method (O'Doherty et al., 2002)). Finally,
the analyses were done at a time post infection
corresponding to 50 integrated copies per cell,
while the integration process was in run.

We obtained 113 genes presenting a
disturbed expression of at least 1,3 fold after the
integration process. As they only correspond to
factors common to the four cell batches tested, and
as differences between cell batches are greatar tha
differences du to the integration, the analyseswer
extended to genes commonly disturbed in three out
of the four batches. Finally, 1002 factors were
underlined, presenting more a down-regulation
(65%) than an up one (35%). Biological process
classification showed than all cellular pathways ar
disturbed by the integration as already observed in
other studies on HIV (Brass et al., 2008; Imbeault
et al., 2009; Konig et al., 2008; Li et al., 2009a;
Rotger et al., ; Wu et al., 2008). Finally, five jora
biological functions were highlighted with our
functional study focused on protein interaction and
cellular function. 118 genes were grouped among
this five functions and 46 % were up-regulated.
This first result demonstrates that inhibition and
activation are finally equal after the functional
analyses even if inhibition is higher in the global
study. This is probably an artefact due to the poor
annotation available for many factors.

A great correlation was found with
litterature. Indeed, the same cellular functions as
cell cycle, DNA repair and apoptosis were
identified by other HIV studies (Brass et al., 2008
Imbeault et al., 2009; Konig et al., 2008; Li et, al
2009a; Rotger et al., ; Wu et al., 2008). Moreover,
inflammation and involvement of the immunity was
highlighted in others (Li et al., 2009a; Rotgeiakt
; Wu et al., 2008). More precisely, same factors or
genes of the same family were also identified by
other works on HIV infection. Our analyses
revealed the CCNE2 as other revealed this one (Li
et al., 2009a) or the related CCNB1 (Croker et al.,
2007; Imbeault et al., 2009; Li et al., 2009a). The
factor HMGA2 of our study is tightly link to the
HMGAL of others (Li et al., 2009a) or to HMGB1
revealed by Konig (Konig et al., 2008). Two other
studies also identified the IFNG and the
TNFRSF25, linked to our TNFRSF10B (Imbeault
et al., 2009; Li et al., 2009a).
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The DNA repair machinery

The DNA repair pathway is already known
to be implicated in the integration process of
retrovirus (Daniel et al., 2004a; Daniel et al.020
Daniel et al., 1999; Daniel et al., 2004b; Saketai
al., 2009; Yang et al.) but the precise method of
repair is still controversial subject (Ariumi et.,al
2005; Dehart et al., 2005).

In our study, ATXN3 is down regulated
and clearly implicated in the Nucleotide Excision
Repair pathway (NER) through its interaction with
Rad23 and HRR23 proteins (Wang et al., 2000).
Three other factors, SMC1A, SSBP1 and MDC1
are tightly linked to the DNA repair of double
strand break implicating ATM and DNA-PK
proteins (Bauerschmidt et al., ; Huang et al., 2009
Li et al., 2009b; Patel et al., ; Richard et a008;
Takahashi et al.). Although SSBP1 seems only
linked to the DNA repair machinery and is found
down modulated, both SMC1A and MDC1 display
other functions. SMC1A, up-regulated, is for
example member of the cohesion, implicated in the
holding of chromatin sister together (Bauerschmidt
et al., ; Griese et al) whereas MDC1, down
regulated, present a great role in the regulation o
the G2/M checkpoint of the cell cycle (Becherel et
al., ; Buetal., ; Shibata et al.).

Among its numerous functions, the MDM2
protein is also tightly implicated in the DNA repai
process through its interaction with MRN complex
and its role in p53 negative regulation and apaptos
is already well known (Bouska and Eischen, 2009;
Verma et al.). MDM2 is also found down regulated
in our study what may involve a decrease of its p53
negative regulation and may reflect a cellular
defence signature. The HIPK2 protein seems
involved both in the DNA damage sensing and
signalling but also posses a function in modulation
of p53 and in the regulation of apoptosis (Bitomsky
and Hofmann, 2009; Nardinocchi et al., 2007).
Finally, a role in DNA repair was subjected for the
DDIT3 protein (Lee et al., 2006) although this
factor is mostly implicated in the cellular stress
response and the apoptosis (Anand et al., 2005;
Bakhshi et al., 2008; Schmitt-Ney and Habener,
2000).

The chromatin modulations

The chromatin remodelling pathway
includes the major functions implicated in the
remodelling,  methylation, segregation and
condensation of the chromatin, and histone
modifications. As our study is only focussed on the
effect of a foreign DNA integration, such results a
not surprising.

DOT1L and METTL5 are both histone
méthyltransférase. Although poor studies are
available on METTL5, we know that DOTILL is
specifically responsible for the methylation of

residue K79 of the H3 histone, signature of the
euchromatine state (Steger et al., 2008). DOTLL is
down regulated by the integration process what
implies an up modulation of the chromatin
silencing. Another regulator of heterochromatin
formation is CBX5, also known as H&1l
interactant of the Brgl and Brm proteins of the
SWI/SNF remodelling complex (Lavigne et al.,
2009). The loss of CBX5 was proved to provoke
genomic instability while this factor regulates the
chromatin structure (Dinant and Luijsterburg,
2009). In this study, CBX5 is up regulated, what
provokes the same reaction as DOT1L. This up
regulation of the chromatin silencing may be a
cellular defence against the foreign DNA
expression and can explain the global down
regulation of the transcription observed in the
study.

Among the many factors presented in the
figure 4, both RRBP4 (or RbAp48) and HMGA?2
are implicated in the chromatin structure
modulation. RBBP4, a member of chromatin
remodelling complexes (Bonuccelli et al.) is a
histone chaperone that interact both with H3 and
H4 during the establishment and the maintain of the
chromatin structure (Murzina et al., 2008). HMGA2
also known to modulate chromatin structure and the
transcription (Reeves, ; Zhang and Wang) is tightly
linked to HMGAL, already identified as key protein
during the integration process of HIV (Farnet and
Bushman, 1997; Van Maele et al., 2006). Both are
up regulated, reflecting that chromatin state is
changing.

The immune response and the sensing of cellular
stress
Among the expected results were the

immunity, response to cellular stress and
infammation  pathways, all grouped as
“immunity./stress”.  Indeed, every cellular

perturbation provokes a stress that should be
corrected by the cell for surviving.

Among the identified factors, four were
annotated as implicated in the innate immunity
(CRCP, ERAP1, PGLYRP4 and CNPY3) but only
CNPY3 was up-regulated. The down regulation of
the majority of innate immunity factor could be
explained by a foreign DNA survival defence.
Further studies have to be done on this factor as
literature is still not available. Moreover the ol
Like Receptor pathway was highlighted with the
TOLLIP factor which is up-regulated and the N
pathway was also implicated in the cellular
response as the IRNs up regulated whereas its
receptor IFNGR1 is down. IFNsignalling is a well
known pathway implicated in the cellular defence
against many pathogens including viruses, fungi,
parasites and bacteria and this pathway was already
implicated in many viral infection as HBV (Zhou et
al., 2009) and HSV-1 (Eisemann et al., 2007). Both
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TOLLIP and IFN are up regulated, reflecting a
cellular defence initiation against the foreign DNA

The ABCC9 factor seems also implicated
in the cellular defence against infection (Croker e
al., 2007) but the exact role of this member of the
transport adenosite triphosphate family, ATP
sensitive and related to K+ pores, remains
unknown. Moreover, we can notice the presence of
MKNK2 involved in the mRNA stability, the
MAPK kinase pathway and responsible for the
production of inflammatory mediators (Buxade et
al., 2008). This factor is down regulated probably
indicating a cellular defence modulation by the
foreign DNA.

Among factors implicated in the cellular
stress, many are linked to the oxidative stress and
redox system regulation, as DDIT3, NOX4 and
PRDX2 factors. DDIT3 protein already discuss in
the DNA repair group is thus tightly linked to the
reticulum endoplasmic stress (Bakhshi et al., 2008)
NOX4, a NADH oxidase protein is also linked to
the redox homeostasis and its expression is up-
regulated during oxidative damages (Diebold et al.,
; Lener et al., 2009). This factor was also already
described as over regulated during HCV infection
(Boudreau et al., 2009). Finally, PRDX2 is an
antioxidant protein that scavenges the ROS and
protects lipid and protein from oxidative stress
(Johnson et al., ; Sanchez-Font et al., 2003; 8hiot
et al., 2008).

The regulation of the cell cycle

The cellular cell cycle is tightly linked to
the cell health. Indeed, every cellular stress is
subjected to control and correction before the cell
enters in division to ensure the correct propagatio
of the identity.

Some factors of this study are directly
linked to the cell cycle regulation as CCNE2,
CDC2L5 and CYLD. CCNE2 is a cyclin member
regulated by the well known PTEN protein (Wu et
al., 2009). The CCNE2 protein is responsible for
the activation of both CDK2 and CDK3 (Honda et
al., 2005) and interacts with the CDK inhibitors of
the CIP/KIP family (Zariwala et al., 1998). This
cyclin plays a major role during the cell cycle
progression, regulating (i) the entry from GO stage
and (ii) the G1/S phase and the initiation of the
DNA replication (Honda et al., 2005; Payton and
Coats, 2002; Payton et al., 2002; Zariwala et al.,
1998). Cyclin E is up regulated in the study,
reflecting a successful entry in S phase. This
observation may be a sign of a foreign DNA
signature to ensure its own survival. Indeed we can
suppose that, in front of such DNA damages
provoked by the integration, the cell would
probably have stop the cell cycle. The CYLD
protein is an ubiquitinase tightly linked to the-Nf
kB signalling and also negatively regulate the entr

into mitosis and the G1/S transition (Stegmeier et
al., 2007; Sun, ; Wickstrom et al.). The down
regulation of CYLD is consistent with the up
regulation of CCNEZ2, indicating a successful cell
cycle progression in spite of the cellular damages.

Also controlling the cell cycle progression,
CDC2L5 is a member of the CDK like kinase
family (Even et al., 2006). Finally members of the
same PLK family are observed but only one is
activated are poor data are available concerning
their precise role in the cell cycle.

The programmed cell death

Finally, the last biological function
underlinined is the cell death process. This
multistep process is a key regulator of the cell
health and survival. The cell death does not seem t
be particularly activated, we can wonder if the
integration dose was sufficient to overcome the
repair process and induce the cell death, probably
not. Another possibility is that integration proesk
this inhibition of cell death for its own survivéhis
hypothesis is support by microscopic observations
and cell culture where no apoptosis was observed.

Among factors indentified, some are
directly related to the apoptosis as BCL2L11 and
TNFRSF10B. Indeed, the BCL2L11 protein also
called Bim, is a BH3-only member of the Bcl-2
family, pro-apoptotic factor tightly linked to the
apoptosis (Bouillet et al., 2002; Bouillet and
Strasser, 2002; Hughes et al., 2008; Hutcheson et
al., 2008). Bim is down regulated in this study,
what implies a down modulation of the intrinsic
apoptosis and may reflect a foreign DNA survival
signature. Also linked to the apoptosis
TNFRSF10B, also known as DR5 or TRAIL-R2, is
a member of the TRAIL signalling, involved in the
extrinsic apoptosis pathway. This factor is a key
member of the Death Inducing Signaling Complex,
DISC, and directly linked to caspases (Gonzalvez
and Ashkenazi, ; Pennarun et al., ; Testa). TRAIL-
R2 is down regulated in our study, also implicating
a down modulation of the extrinsic apoptosis
probably for the foreign DNA to survive.

Finally among the cell death group we can
notice the presence of two MEF2 factors, MEFA2A
and MEF2D. Both are activated by the
p38/MAPK14 kinase and are directly cleaved by
the caspases during apoptosis (Li et al.,, 2001b;
Okamoto et al., 2002). The cell death group is also
composed of the HIPK2 and the DDIT3 proteins
already discussed for their role in the DNA repair.

Conclusive remarks

Finally, many factors appear disturbed in
response to the integration process. But, as the no
integrative vector produces non-integrated forms
that finally accumulate in a greater manner in the
infected cell than with the integrative vector, we
can not eliminate the possibility that some distarb
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factors are in fact more linked to the cytoplasmic
forms accumulation. Nevertheless, (i) an average of
50 integrated copies per cell is detected for the
integrative condition, (ii) both IN+ and IN- vecsor
are used in the same quantity and (iii) both INé an
IN- infected cells are still subjected to cytoplasm
forms accumulation as the infection is still rurmin
at the time of analyses. We can thus conclude that
an average of 50 copies of more non integrated
forms accumulate in the cell infected with the IN-
vector. The question is if this differential quayiis
enough to induce some cellular perturbations
detectable in our analyses. This is probably ttse ca
for some factors.

In conclusion, we have shown that
integration of a foreign DNA results in profound
alteration of host cell functions. These resulta ca
easily be explained as the integration directly
disturbs the chromatin state by inducing double
strand breaks which are source of cellular stress,
solved by the DNA repair machinery (Daniel et al.,
2004a; Daniel et al., 2003; Daniel et al., 2004b;
Skalka and Katz, 2005). While these solving is
processing, employing chromatin remodelling
factors, the cell may probably modulate its divisio
cycle to ensure the chromosome integrity before
mitosis. The presence of apoptosis-linked facters i
evident as both cell cycle and apoptosis are #ghtl
linked. Indeed pro-apoptotic factors are ready to
play when cell cycle checkpoints are activated and
in the case of the cellular damage are not solved.

Nevertheless, the observed deregulation
could be due to a cellular response against the
integration or a strategy of the foreign DNA to
survive. Thus, a great part of factors may not be
entirely linked to a cellular response but alscato
foreign DNA survival mechanism. Indeed, it is
possible that the foreign DNA fends off the celtula
defences, favouring the cell division (as CCNE2
and CYLD may indicate) and down modulating the
apoptosis (as Bim and TRAIL-R2 may indicate) to
ensure its own maintenance. Cellular immunity
may also be induced by the only presence of the
foreign DNA into the cell as IFNand TOLLIP
seem to prove.

Nevertheless we can also still not
definitively conclude on the precise modulation of
each pathway (i.e. progression of the cell cycle or
apoptosis arrest) as many factors still have an
imprecise role (i.e. pro or anti apoptotic for
example).

Finally, further analyses have to be done
on several factors of interest, as DDIT3, HIPK2 and
others located in the joining of several biological
functions. The transient or persistent nature ef th
response identified must also be tested. Moreover,
validations have to be done in other cell lines to
conclude on the cell specific nature of each factor

The full delineation of the cellular
mechanisms triggered by retroviral integration has
large implications in gene transfer using integeti
vectors or in understanding V(D)J recombination,
transposable elements integration, DSB repair and
cancer. Such studies may also increase our
knowledge on the effect of a foreign DNA
integration, as much for the gene therapy involving
integrative vectors as for the HIV infection
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SUPPLEMENTARY DATA

1. Genes identified with the permutation method

Probe SetID| FoldChange RefSeq Transcript ID Geneifle
242752_at 2,823
231933 at 1,80038 |NM_001002265/ NM_001002266 / NM_145021] membrarseaiated ring finger (C3HC4) 8
219111 s at] 1,51312 |NM_001111322/NM_024072 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) bpalypeptide 54
214760_at -1,46318 |NM_015655 zinc finger protein 337
1554638_at -1,70861 NM_001105251 /NM_014733 zinc finger, FYVE domaimtaning 16
235705_at -1,79079 |-
216766_at -1,95078 |-
223262_s_at] -2,78874 |NM_015633 FGFR1 oncogene partner 2
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2. Genes identified with the paired method

Probeset ID Gene Symbol Gene Title RefSeq FoldChange
215062 _at
1431_at CYP2E1 cytochrome P450, family 2, subfamily E, polypeptide 1 NM_000773.3
242752 _at 2,823
208578 _at SCN10A sodium channel, voltage-gated, type X, alpha subunit NM_006514 2,20279
242134 _at 1,94899
1555677 _s_at SMC1A structural maintenance of chromosomes 1A NM_006306 1,8593
NM_001146032 /
1555153_s_at FCHO2 FCH domain only 2 NM_138782 1,80782
1554512 _a_at | CCDC123 coiled-coil domain containing 123 NM_032816 1,8035
NM_001002265 /
NM_001002266 /
231933_at MARCH8 membrane-associated ring finger (C3HC4) 8 NM_145021 1,80038
NM_001127321 /
NM_001127322 /
234990_at CBX5 chromobox homolog 5 (HP1 alpha homolog, Drosophila) NM_012117 1,78873
1566954 _at 1,7779
NM_002895 /
1559307_s_at RBL1 retinoblastoma-like 1 (p107) NM_183404 1,73559
NM_001031709 /
220564 _at RNLS renalase, FAD-dependent amine oxidase NM_018363 1,73409
236665_at CCDC18 coiled-coil domain containing 18 NM_206886 1,69357
200917_s_at SRPR signal recognition particle receptor NM_003139 1,68895
235723_at BNC2 basonuclin 2 NM_017637 1,66827
NM_001031679 /
238583 _at MSRB3 methionine sulfoxide reductase B3 NM_198080 1,60556
NM_001128933 /
NM_001128934 /
227662 _at SYNPO2 synaptopodin 2 NM_133477 1,59553
222855_s_at TRPV2 transient receptor potential cation channel, subfamily V, member 2 NM_016113 1,58926
244115_at FAM126A family with sequence similarity 126, member A NM_032581 1,56654
231723 _at SNX12 sorting nexin 12 NM_013346 1,55361
205519 _at WDR76 WD repeat domain 76 NM_024908 1,53287
1562387_at C5orf42 chromosome 5 open reading frame 42 NM_023073 1,5323
239415_at MAP9 microtubule-associated protein 9 NM_001039580 1,51842
238649_at PITPNC1 phosphatidylinositol transfer protein, cytoplasmic 1 contig 1,51673
NM_001111322 /
219111 s_at DDX54 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 54 NM_024072 1,51312
219842 _at ARL15 ADP-ribosylation factor-like 15 NM_019087 1,51221
217504 _at ABCA6 ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 6 NM_080284 1,49079
NM_018037 /
242458 at RALGPS2 Ral GEF with PH domain and SH3 binding motif 2 NM_152663 1,48625
211814 _s_at CCNE2 cyclin E2 NM_057749 1,47839
NM_001315 /
NM_139012 /
NM_139013 /
211087_x_at MAPK14 mitogen-activated protein kinase 14 NM_139014 1,44898
1566527_at 1,43504
NM_016434 /
206092_x_at RTEL1 regulator of telomere elongation helicase 1 NM_032957 1,43042
204745_x_at MT1G metallothionein 1G NM_005950 1,35672
NM_003842 /
209295_at TNFRSF10B tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10b NM_147187 / -1,34271
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NR_027140

242428 at DCUN1D1 DCN1, defective in cullin neddylation 1, domain containing 1 contig -1,35374
212069_s_at BAT2L HLA-B associated transcript 2-like NM_013318 -1,39057
222469 s_at TOLLIP toll interacting protein NM_019009 -1,40776
1565703_at SMAD4 SMAD family member 4 contig -1,44078
230810_at JMID4 jumonji domain containing 4 NM_023007 -1,45031
215854 _at - - - -1,45862
214760_at ZNF337 zinc finger protein 337 NM_015655 -1,46318
NM_001902 /
206085_s_at CTH cystathionase (cystathionine gamma-lyase) NM_153742 -1,46687
NM_001010974 /
NM_017843 /
228787_s_at BCAS4 breast carcinoma amplified sequence 4 NM_198799 -1,47889
201939 _at PLK2 polo-like kinase 2 (Drosophila) NM_006622 -1,50156
1562416_at -1,5052
215281 x_at POGZ pogo transposable element with ZNF domain contig -1,50915
210239 _at IRX5 iroquois homeobox 5 NM_005853 -1,51992
NM_000376 /
204254 s_at VDR vitamin D (1,25- dihydroxyvitamin D3) receptor NM_001017535 -1,52224
235464 _at - - - -1,54049
213700_s_at -1,55131
238733_at - - - -1,55545
244433 _at -1,55803
1553612_at ZNF354B zinc finger protein 354B mismatch -1,57193
1559360_at -1,58761
NM_001122770/
231547 _at ZBTB37 zinc finger and BTB domain containing 37 NM_032522 -1,5924
244341 _at -1,62318
NM_033514 /
223800_s_at LIMS3 LIM and senescent cell antigen-like domains 3 XM_001129783 -1,62424
1555606_a_at | GDPD1 glycerophosphodiester phosphodiesterase domain containing 1 NM_182569 -1,64288
203068 _at KLHL21 kelch-like 21 (Drosophila) NM_014851 -1,6491
216680_s_at EPHB4 EPH receptor B4 NM_004444 -1,65239
232889_at -1,65687
225762_x_at LOC284801 hypothetical protein LOC284801 XR_078610.1 -1,6623
NM_001113239 /
225115_at HIPK2 homeodomain interacting protein kinase 2 NM_022740 -1,66238
1565786_x_at FLIA5482 hypothetical LOC645566 contig -1,67737
1556110_at - - - -1,67955
1554638_at ZFYVE16 zinc finger, FYVE domain containing 16 contig -1,70861
227755_at - - - -1,71224
NM_001142685 /
210791_s_at RICS Rho GTPase-activating protein NM_014715 -1,71577
234084 _x_at -1,72028
242836_at -1,73233
209921 _at SLC7A11 solute carrier family 7 member 11 NM_014331 -1,73421
230332_at ZCCHC7 Zinc finger, CCHC domain containing 7 contig -1,73654
233224 _at -1,74523
217678 at SLC7A11 solute carrier family 7 member 11 NM_014331 -1,75516
1560485_at HIVEP1 human immunodeficiency virus type | enhancer binding protein 1 contig -1,7606
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1559691 _at -1,7634
241418_at LOC344887 similar to hCG2041270 contig -1,76372
230802_at ARHGAP24 Rho GTPase activating protein 24 contig -1,77461
1558714 _at -1,78374
235705_at -1,79079
210230_at -1,803
1559391 s at | - -1,8124
203665_at HMOX1 heme oxygenase (decycling) 1 NM_002133 -1,81265
233931 _at -1,83879
201195_s_at SLC7A5 solute carrier family 7 member 5 NM_003486 -1,84019
238883_at -1,84942
222371 _at -1,91193
1431_at CYP2E1 cytochrome P450, family 2, subfamily E, polypeptide 1 NM_000773 -1,93289
216766_at -1,95078
215528 at - - - -1,97775

NM_001012661 /

NM_001012662 /

NM_001012663 /

NM_001012664 /
200924 _s_at SLC3A2 solute carrier family 3 NM_001013251 -1,9864
232264 _at -2,0075
1569540_at -2,09046
1555854 _at - - - -2,10795
240594 _at -2,1376
215385_at -2,15231
239496_at -2,15544
232337_at B3GNT7 UDP-GIcNAc:betaGal beta-1,3-N-acetylglucosaminyltransferase 7 NM_145236 -2,16922
233613_x_at REXO2 REX2, RNA exonuclease 2 homolog NM_015523 -2,24315
237310_at -2,45349

NM_001030287 /

NM_001040619 /

NM_001674 /
202672_s_at ATF3 activating transcription factor 3 NM_004024 -2,5367
243993_at -2,65236
237058 x_at SLC6A13 solute carrier family 6 member 13 contig -2,69075
223262_s_at FGFR10P2 FGFR1 oncogene partner 2 NM_015633 -2,78874
215062_at -2,86333
221577 _x_at GDF15 growth differentiation factor 15 NM_004864 -3,9217
1552498 at ZSCAN20 zinc finger and SCAN domain containing 20 NM_145238
1562275_at
208578 at SCN10A sodium channel, voltage-gated, type X, alpha subunit NM_006514
229945_at CYHR1 Cysteine/histidine-rich 1 -
230288 _at FGF14 fibroblast growth factor 14 -
242752 _at
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3. Primers for RT-qPCR validation

Fold Change for each cell batch

average
fold
Probe ID Gene symbol Primer Fwd Primer Rev fc 1l fc 2 fc 3 fc 4 change
203061 S_AT MDC1 GCTAGAGGGCTATGAGAT TAGTGGAATGGAGCAATG 1623| -1,306| -1052| -2174| 1,404
201471 S_AT SQSTM1 CCTCCTAACAAGTGTATCTC ACGACTATGTGACCTCTT a791| 1311 1013] 1424 315
242903 AT IFNGR1 CCAGTAACGGAACAGTATC GAAGTGGCTACAAAGGTC a611| 1481 -1376| -1011]|  -1,366
225742 AT MDM4 GGTAGAGGTAGAGTTAAGTATTG CCAAGAGCATAATAGGTTCT 1495| -1373| -1,148| -1468| -1355
237891 AT 2005| -1676| -1,161| -1970| -1,677
220711 S AT MDM2 ATCGTGAATGGTCTATAAGG AACAGGCAATTACAATCTTAC aota| 1408| -1ss6| -rss2| -asa8
217373 X_AT 1847| 1521 -1825| 1439 1,304
221577 X_AT GDF15 GAACTCAGGACGGTGAAT AACTCTCGGAATCTGGAG 7071| 2382 -3345| 3707| 3922
210587 AT INHBE ATAATGGCAATGTGGTCAA AACTTCATCTTGGTCTCTTC 3186 | 8373| -2494| 2637| -2,980
225115 AT HIPK2 TTTAGCCAAAGAACCCTT CTGGAAAGGAACGAAGG 15921 -2004| -1,585] -1.508| -1,662
224065 _AT 1366| -1257| -1583| -1994| -1,547
210371 S_AT RBBP4 GGTAGGTGTCTGAGCCATGAA TGTGCATCCTGGAAAGTCAG 1509 | 1343| 1008| 1,343 1,208
219773 AT NOX4 GGAAACCAAAGAGACCCTGA GGGAGTTCTTGAATCCACCA 2006| 2334| 1287 1,563 1,500
200802_AT PHLDA2 CTTGAGGATGGAGTGGAAGC ACAGCCTCTTCCAGCTATGG 1308| 5616| 1,173| 1,760 1,694
211540 S_AT RB1 TCAGTTAATGCTATGTGTCC GCTGTTTTATATGGTTCTTTGA 1395| 1354| 1682 1,736 1,578
236808 AT FGFR10P2 CAGCATTAGTGACCAACA CAGACTCAGAAACTCTTCAG 1655 1351| -1284| 1,467 1,198
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[1I/ Données complémentaires

A/ Réseau d’'interactions protéiques

A la suite des résultats de transcriptomique, &gefirs communs aux quatre lots
cellulaires ont été analysés sur le logiciel InggnBathway Analysis afin d’identifier les
interactions protéiques et les voies cellulairasvaot relier entre eux nos facteurs.

Le logiciel n'a identifié qu'un petit nombre de faars et n'a pas permis de
développer un réseau personnalisé par I'ajout daine facteurs d’'intérét. Néanmoins, parmi
les réseaux testés, c’est celui nommé « Molecukeehdnisms of Cancer » qui nous a permis
de relier entre elles un maximum de nos données.

Pour approfondir ces résultats et agrandir le tésiateraction, les facteurs annotés
et communs aux quatre lots cellulaires ont étéemties dans la base de données de Pubmed
afin d’identifier d’autres interactants potentied¢ de mettre en évidence leurs fonctions
cellulaires. La méme manipulation a, par la suété, effectuée avec les facteurs communs a
au moins trois lots cellulaires. Le réseau d’intéoms a ainsi été développé jusqu’a obtenir la
figure 31.

Apres analyse des fonctions biologiques de chaqatdr du réseau, les fonctions
cellulaires correspondant au cycle cellulaire, antat cellulaire, & 'immunité et la réponse au
stress, aux modifications de la chromatine et &éfzaration de 'ADN ont été mises en
évidence.

Finalement, les facteurs n'ayant pas d’interactagitane faisant donc pas partie du
réseau mais ayant une de ces cinq fonctions boplegi ont été ajoutés dans I'encadré
(Figure 31). C'est a partir de cette analyse qu& adnstruite la figure 4 présentée dans
I'article 2, classant les différents facteurs ain skes cing familles de fonctions biologiques
majoritaires. |l faut préciser que, bien que lescpssus associés par exemple aux ions, a la
signalisation cellulaire ou au métabolisme, soi@mrésentés en grand nombre (Figure 3,
article 2), aucun réseau d’interaction n’a pu étmastruit a partir des facteurs correspondant.

Il faut également noter que des analyses statesig@pprofondies sont en cours de
réalisation afin d'augmenter la stringence de nétede. De ce fait, il est possible que
certains facteurs soient finalement éliminés deidié.

B/ Etude préliminaire sur d’autres cellules

Dans le but d’approfondir les validations des gempar RT-qPCR, des cellules
primaires humains issus de la glande mammaireh@gtes) ou du derme (fibroblastes) et

127



provenant d’autres équipes de recherche (C.Le &Bd41ong) ont été testés pour les 13
géenes préalablement analysés (Figure 5 articl®@)la méme maniére que pour les quatre
lots cellulaires précédent, ces cellules ont éféctdes a une MOI 200 avec les vecteurs
intégratifs et non intégratifs avant d’étre récdgéra 13h post infection afin d’en extraire les
ARN. Ces derniers ont été analysés en RT-qPCR $zlmé&éme procédure que celle présentée
dans l'article.

Comme le montre la figure 32, cing génes ont étiélés en considérant les quatre lots
préalables additionnés des épithéliales de la glanthmmaire contre sept pour les
fibroblastes du derme. Finalement les sept mémesesgent été validés sur la totalité des
cellules. Ces données encouragenates devrontgrefandies (i) en réitérant I'expérience
sur ces mémes cellules (nouvelles infections) gt e testant d’autres lots cellulaires
correspondants a ces mémes cellules (i.e d’autrasedirs provenant du méme fournisseur).

A B

i

- .
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Figure 32. Validation de certains génes sur d’autie cellules.A. Génes validés en considérant les quatre lots
de fibroblastes du derme, utilisé en transcriptamicadditionnés des cellules épithéliales de la dgan
mammaire. B. Genes validés en considérant leselat de fibroblastes du derme, utilisé en traptmmique
additionnés des fibroblastes du derme d’'un auteenfeseur. C. Geénes validés en considérant laittotdés
cellules ensemble. Les statistiques ont été réaliagec un test t de Student. Une étoile correspame p-value

< 0,05, deux étoiles correspondent a une p-vald®x.

D/ Etude des différences entre les cellules sahéss cellules infectées

Les expériences de transcriptomique ont été g&alien deux fois. Lors de la premiére
experience, les lots cellulaires 1 et 2 ont ét&sesur trois conditions (i) cellules saines, (ii)
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cellules infectées par le vecteur intégratif IN+(i@) cellules infectées par le vecteur non
intégratifs IN-. En effet, afin de définir les faars dérégulés par les étapes précoces de
l'infection, nous avons souhaité ajouter I'analges cellules saines, non infectées. Lors de la
seconde expérience de transcriptomique, sur lscédiulaires 3 et 4, les cellules saines n'ont
pu étre ajoutées.

Néanmoins, une analyse préliminaire des signaduiti& par les étapes précoces de
l'infection a été effectuée. Ainsi une premiére rgpe sous Ingenuity Pathway Analysis a
révélé une modification des voies de signalisatént, PDGF, PTEN et interféron, une
modification des facteurs impliqgués dans I'endosgtole métabolisme, le cytosquelette, le
cycle cellulaire ainsi que le transport intracellce

I\V/ Discussion-Conclusion

Les analyses transcriptomiques ici présentées tntné&enées suivant différents
parametres. Une forte dose virale a tout d’aboédcébisie afin d’assurer la détection des
signaux induits par l'intégration. Ces derniers ét& extraits par comparaisons entre des
conditions intégratives IN+ et non intégratives ,Ilgermises par des vecteurs lentiviraux.
Quatre lots de cellules primaires du derme humainéteé analysés afin de s’affranchir au
maximum des variabilités entre les donneurs. LeNARles cellules ont été récupérées 13
heures apres infection ce qui correspond a une mmeyde 50 copies d’ADN viral intégré et
un processus d’intégration en cours. Dans un preteraps, ont été retenus, les facteurs
présentant une variation minimale de 1,3 entredisx conditions IN-/IN+ et pour chacun
des lots cellulaires. De cette analyse, 113 fasteut été identifies comme modulés par le
processus d’intégration. Par la suite, une secandé/se a été réalisée, prennant en compte
une variation minimale de 1,3 entre les deux camut IN-/IN+ pour au moins trois lots
cellulaires sur les quatre testés. 1002 facteutsaorsi été mis en évidence, dont 65%
présentent une sous expression apres l'intégrabas. analyses approfondies de chaque
facteur quant a ses fonctions biologiques et d&saictants protéiques ont été menées et ont
permis de mettre en évidence l'implication de gmmgcessus cellulaires correspondant (i) au
remodelage de la chromatine, (ii) a la réparatief ADN, (iii)) a 'immunité et au stress, (iv)
au cycle cellulaire et enfin (v) a la mort celluéai

Ces fonctions biologiques présentent des liensimestavec le processus d’intégration.
En effet, I'intégration de 'ADN rétroviral entra@ndes cassures doubles brin qui sont prises
en charge par les mécanismes de réparation eadé=ufs de remodelage de la chromatine.
L’intégration, a proprement parlé, impligue égaleimtes facteurs de modification de la
chromatine ainsi qu’'un stress cellulaire intensisquielle constitue une perturbation directe

129



du génome cellulaire. En cas de Iésions sur I'ADNc¢ycle cellulaire, via l'induction des
points de contrble, est perturbé. Il en est de m@me les processus de mort cellulaire
notamment I'apoptose qui présente un lien étroécales composants du cycle cellulaire.
Enfin, la seule présence d’'un ADN non cellulaireégré peut expliquer la dérégulation des
facteurs de I'immunité.

Certains facteurs tendent a dévoiler une stratdggisurvie de la part de '’ADN viral.
Ainsi, la cycline E et le facteur CYLD semblent iqpader que la progression du cycle
cellulaire est favorisée malgré les nombreusesnéssur I’ADN. De plus, Bim et TRAIL-R2
semblent démontrer une inhibition de I'apoptoseariéoins, compte tenu du trop grand
nombre de facteurs dont le réle précis n'est pamgqg(i.e. pro ou anti aopototique par
exemple), nous ne pouvons conclure sur la voietexaopruntée par la cellule a la suite de
lintégration (i.e. cycle cellulaire arrété par exale). De plues, les facteurs liés a une
stratégie de survie de I’'ADN viral ne peuvent ptis éistingués de ceux liés a un mécanisme
de défense cellulaire.

Néanmoins, au sein des cing fonctions cellulairegoritaires mises en évidence,
plusieurs facteurs semblent jouer un réle prépardéiEn effet, DDIT3, APC ou encore
HIPK2 se retrouvent au cceur des différentes fonstibiologiques. Leur rdle associé au
processus d’intégration devra étre approfondi natant par des expéreinces d’ARNi et de
surexpression. De plus, chaque fonction biologigieera faire I'objet de plus amples
analyses. Ainsi, les facteurs de modification dech@omatine comme DOTI1L et CBX5
semblent indiquer une forte répression transcmpigtie, ce que corroborent également les
résultats du transcriptome puisque 65% des gen@sssois régulés. La présence de cette
chromatine réprimée pourra étre analysée en redulgrcotamment les marques qui lui sont
spécifigues comme la méthylation de 'ADN ainsi de®& modifications de certains histones.
Les perturbations du cycle et de I'apoptose pourégalement étre détaillées via des analyses
en cytométrie de flux. L'immunité et les voies ddsR et de l'interférony ainsi que les voies
de réparation pourront également faire I'objet digses plus précises en regardant le
comportement des autres facteurs impliqués dansigealisations soit par RT-qPCR soit par
Western Blot. Enfin, le réseau d’intéraction molédme met en évidence la présence de
facteurs clé (en blanc). Ces facteurs ne sontgsas ide I'analyse transcriptomique, ils ne sont
donc pas modulés transcriptionnellement par l'irdégn. Néanmoins, ils sont la clé de la
formation du réseau et correspondent en réalitésafatteurs dont l'activité est modulée de
facon post-traductionnelle. Leurs modifications tgosductionnelles devront donc étre
analysées par western blot. Enfin, les tests sautds types cellulaires devront étre
poursuivis afin de mettre en évidence des factearsmuns, impligués dans le processus
d’intégration.
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Figure 31. Réseau d'intéractions moléculaires entrées facteurs modulés par le
processus d'intégration. Ce réaseau a été construit selon la base du wiaole
mechanism of cancer » du logiciel Ingenuity Pathwiyalyses. Par la suite, les
interactions ont été rechechées sous la base d&e®MNCBI pour chacun des facteurs.
En bleu sont représentés les facteurs dont I'exgme®st sous régulée par l'intégration,
en rouge ceux qui présentent une expression augmehkes facteurs en blanc
correspondent a des naeuds du réseau, essentielsapmanstruction mais non identifiés
lors de I'étude transcriptomique. Les facteurs diéerscadré n'ont pas d'intéractants

mais posseédent une des cing fonctions biologiquagerntaires.




Chapitre 3 : analyses protéomiques

I/ Objectifs

Les réponses cellulaires suite a I'intégration dAIDN étranger peuvent concerner des
modifications des ARN mais également des protéiotdes. Dans I'esprit de compléter les
analyses transcriptomiques nous avons souhait@geo@ une étude protéomique. En effet,
la réponse cellulaire peut se caractériser par meslifications post-traductionnelles,
'augmentation ou la diminution de la traductiopaxtir des ARNm déja présents, entrainant
ainsi des changements dans la composition protégqua cellule. Dans le but de mettre en
evidence des réponses persistantes ou transitomesgdiates ou plus tardives, trois temps
post infection ont été étudiés.

La méthode de séparation sur gel bidimensionnemgitant dans un premier temps la
migration des protéines selon leur point isoélgaipuis dans un second temps selon leur
masse moléculaire, a été couplée a une analyspestr@amétrie de masse pour permettre
I'identification de protéines impliquées dans lpagse cellulaire suite a I'intégration.

Quelques mises au point ont été nécessaires pegtledr une séparation optimale des
protéines, elles seront présentées en annexe 2. pémsions dans un premier temps pouvoir
séparer les protéines quelque soit leur pHi maes s@paration correcte n’'a finalement été
possible qu’entre les pH 4 et 7. Enfin, différenteshniques de coloration, réveélant les
protéines avec une sensibilité variable et permeftlus ou moins facilement les études de
spectrométrie de masse ont été testées. Finalamekit de coloration spécialement congu
pour les analyses 2D a été sélectionné.

Les analyses protéomiques, menées avec deux latelldées primaires et sur trois
temps post infection, sont détaillées dans I'a&til Des premiers essais a une MOI 50 ont été
relativement concluants et nous ont permis de ilftava une MOI 2. Une fois les protéines
séparéees sur gel pour chacune des conditions (WINH6bt cellulaire, temps post infection),
ces derniers ont été scannés puis analysés a Haidelogiciel spécialisé (Image Mast¥r
2D Platinum Software). La encore, les conditionggnatives et non intégratives ont éte
comparées pour isoler les signaux dus a l'intégmatet seuls les facteurs communs aux lots
étudiés ont été pris en compte. Les analyses @sbaht majoritairement révélé une
augmentation de I'expression protéique, a chagqueseost infection. De plus, a I'aide d’'une
analyse multiple (plusieurs temps post infectioralgges conjointement), une réponse
persistante entre 13h et 24h et une seconde efitr@t272h ont pu étre mises en évidence
tandis qu’aucun facteur n'a présenté une expressiiement modifiee lors des 3 temps
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testés. Parmi les quelques protéines que nous amalygse€s en spectrométrie de masse,
beaucoup se sont révélées liées au cytosquel&ttgras au remodelage de la chromatine ou
au stress cellulaire.
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ABSTRACT

HIV vectors are now commonly used in fundamergakarch and are new promise for gene therapy. A
characteristic of HIV is the stable integrationtleé double stranded viral DNA into the host chrooms by the
integrase viral protein. The aim of our work wasdentify cellular modifications induced by a fagai DNA
integration into the host genome. We performed a-dimensional gel electrophoresis proteomic analysi
human primary fibroblast upon HIV vector integratioTo analyse the transient or the latent effecthef
integration, three times post infection were anadlyzZOn an average of 775 detected spots per comdéimost
40 spots presented a disturbed expression at @aeh Nine of them were identified in mass specroyet
Proteins of the cytoskeleton and the redox systeme vdentified. These results, in agreement witteiostudies,
bring new knowledges on the vector integration pssceffects and more generally of all mechaniswisived

in response to chromatin injury.

INTRODUCTION

Retroviruses are intracellular parasites that
lead to a wide variety of diseases ranging from
malignancies to immunodeficiency syndromes. The
human immunodeficiency virus (HIV), responsible
for the AIDS, is a member of this retroviridae
family. HIV-based vectors were defined as a
powerful tool for gene therapy . A characteristic o
the retroviridae family, responsible for their use
gene therapy, is the stable integration of the oub
stranded viral DNA into the host chromosome by
the integrase viral protein. After integration, and
because the host cell is manipulated to produce
large quantities of viral RNAs and proteins, many
cellular process are disturbed. The viral infection
also leads to interaction between viral and hobt ce
proteins and may finally results in profound
alteration of host cell functions and morphology.

Several studies, using siRNA, microarray
strategies, or proteomic analyses, already destribe
a great number of host cell proteins modulated by
the HIV replication in established cell lines (Bsas
et al., 2008; Chan et al., 2007; Konig et al., 2008
Ringrose et al., 2008; Zhou et al., 2008). Changes
in the cellular gene expression or in the proteomic
profiles and essential factors for the HIV replicat
were identified. Protein complexes that regulate
proteolysis, DNA damage response, RNA splicing,
cytoskeletal regulatory proteins, nuclear transport
ubiquitination and transcription were acknowledged
as important modulators of HIV-1 replication.

A recent study generated a relationship
network between each viral protein and each
essential cellular factor (Brass et al.,, 2008).
Concerning the integration step, a great number of
the identified factors are implicated in the DNA
repair process such as ATM, ATR, Ku70, Ku80.
Indeed, the integration needs the NHEJ enzymes to
fill the gap generated in the cellular chromosome b
the insertion of the viral DNA. This was already
proved by classical molecular analyses (Daniel et
al., 2004a; Smith et al., 2008) and verified byerdc
global studies (Brass et al., 2008; Chan et aD720
Imbeault et al., 2009; Konig et al., 2008; Ringrose
et al., 2008; Wen et al., 2005; Zhou et al., 2008).
Thus, the infection with HIV-1 has been shown to

modulate a large array of host cell factors in
established cell lines.

However a lot of works has to been done
in order to clarify the role of each identified lcddr
factors in each step of the retroviral cycle.
Moreover, it is likely that many other cellular
factors and processes may be exploited by the virus
notably during the integration step and the real
biological processes disturbed by HIV infection in
physiological conditions such as primary cells
remains to be established.

Because the HIV integration process is a
key step in the infection course and because HIV-
based vectors are now promising tools for the
treatment of many genetic diseases, it seems
important to provide additional information on the
possible changes in protein expression profiler afte
some integration events in a physiological
background. Thus the aim of our work was to
identify cellular modifications induced by a foraig
DNA integration into the host genome. In this
work, the DNA integration process was performed
with HIV-1-based vectors. The detection of cellular
factors disturbed by the integration step was
deduced by comparison of two signals produced by
vectors capable or not to integrate a foreign gene
into the host genome. Three times post infection
were analysed to identify transient or persistent
modifications. To study the protein expression
pattern of primary cells transduced with these
vectors, 2D analyses were performed. At each time
post infection, many proteins were identified as up
regulated by the integration whereas only a few
were down-regulated. Further analyses by mass
spectrometry permitted to identify eight cellular
factors involved in different pathways altered bg t
integration step.

MATERIALS AND METHODS

Cell culture

Human epithelial 293T cells were maintained in
Dulbelcco’s Modified Eagle’s Medium
supplemented with 10% of Foetal Bovine Serum,
penicillin G (100 U/ml) and streptomycin (100

136



mg/ml). The primary Human Dermal Fibroblast
adult cells (HDFa, Invitrogen) were maintained in
M106 medium supplemented with 10% of Low
Serum Growth Supplement (LSGS, Invitrogen).
Cells were maintained in culture according to the
manufacturer's instructions.

Vectors production and titration

The pWPXLd and pCMV-dR8.91 plasmids were
obtained from Dr D.Trono (University of Geneva,
Switzerland). The pWPXLd plasmid encodes the
GFP protein under the control of the EF1
promoter. These sequences are bordered by the HIV
LTR with a deleted U3 region (SIN vector). The
pWPXLd-Aprom plasmid was derived from the
pWPXLd by deleting the promoter with Sall and
Swal enzymes (Fermentas). The pCMV-dR8.91
plasmid encodes the HIV Gag and Pol as well as
the Tat and Rev HIV accessory viral proteins. k& th
pCMV-dR8.91* plasmid, derived from the pCMV-
dR8.91, the sequence of the viral integrase was
mutated on residue 152 of the catalytic site by sit
directed mutagenesis according to the manufacturer
instructions  (QuickChange® Il  site-directed
mutagenesis, Stratagene). The pCMV-VSV-G
plasmid, obtained from Dr D. Négre (ENS Lyon,
France) encodes the envelope glycoprotein of the
Vesicular Stomatitis Virus.

The HIV-1-based vectors were produced by
calcium phosphate co-precipitation of 3 plasmids
into 293T cells as already described (article de
cinétique). Briefly, the cells were transiently co-
transfected with pWPXLd or pWPXLAprom,
with pCMV-dR8.91 or pCMV-dR8.91* and with
pCMV-VSV-G to create integrative IN+/GFP- or
the non integrative IN-/GFP- vectors. Cell-free
supernatants were harvested 24 hours post
transfection, filtered through a 0.4Bn membrane
and stored at -80°C.

Infection

2.1C HDFa cells of the batch number 2 and 4 were
seeded in a six-well plate, for a total quantity of
6.1C cells. 24 h later, they were counted and
infected with the integrative IN+/GFP- or the non
integrative IN-/GFP- vectors at a Multiplicity Of
Infection (MOI) of 2. Cells were picked up at
different times post infection (13 hours, 24 hooirs
72 hours) and equal quantity of cells were infected
with one or the other vector was harvested by
centrifugation at 180 g for 10 minutes at 4°C and
stored at -80°C.

Samples preparation

Cellular pellets were resuspended in 390 pl of
rehydratation buffer (7 M Urea, 2% Chaps, 50 mM
DTT, 0,2 % Bio-Lytes, 3/10 Ampho-Lytes, 0,001

% Bromophenol blue; Ready Prep 2D Starter Kit
Rehydratation/Sample Buffer) and the lysis reaction
was performed at room temperature overnight

under agitation. Then, cellular lysate was subjkcte
to a centrifugation at 11 000 rpm, for 20 min at
room temperature. The supernatant was used for the
rehydratation of the IPG strip according to the
manufacturer instruction. Briefly, the supernatant
was loaded into a focusing tray, and then a 17 cm
strip of immobilized pH gradient (IPG strip,
Biorad) of 4 to 7 was added onto the supernatant.
The whole montage was covered with oil to avoid
evaporation of the sample. The rehydratation was
performed passively, overnight at room
temperature.

Isoelectric focusing

The first dimension for the separation of the
proteins was done by partition depending on the
isoelectric pH of each protein. The previously
described montage was placed into the IEF protean
instrument (Biorad). The IEF was performed at a
first low voltage step of 250 volts for 15 min to
remove salt ions and charged contaminants, then
the voltage was programmed for a rapid ramping to
60 000 V/h. Finally, 500 V was maintained until the
run is stopped to prevent diffusion of focused
proteins.

Molecular Mass Separation

After the first dimension, strip were harvested and
stabilized with a bath of (i) DTT (130 mM) in the
equilibration buffer (6 M urea, 2 % SDS, 0,375 M
Tris-HHCI pH 8.8, 20 % Glycerol) for 15 min at
room temperature and of (ii) IAM (135 mM) in the
same equilibration buffer for 15 min at room
temperature. While stabilizing the strip, a
polyacrylamide gel 20 cm x 20 cm was done at 10
% of acrylamide and recovered with agarose buffer
(ReadyPrep” Overlay Agarose, Biorad). The strip
was loaded into the gel, covered by the agarose lin
The electrophoresis was performed overnight at 50
V and at room temperature in the running buffer (25
mM Tris, 192 mM glycine, 0,1 % SDS, pH 8.3).

Coloration

After electrophoresis, gels were colored using the
Dodeca" Silver Stain Kit (Biorad) following the
manufacturer instructions. Briefly, the SDS of the
running buffer was eliminated with a short rinse in
water. Then gels were fixed with ethanol and acetic
acid for 1 hour. The fixing solution was removed
and replaced by a sensitizing solution for 30 min.
Gels were washed three times in water before
staining with silver reagent for 30 min. Another
step of wash was performed before the developing
step that can take from 10 to 30 min. Finally
developing reaction was stopped with acetic acid
and gels are washed again. After coloration gel can
be stored in water at +4°C for a short period.
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Figure 1. A. Representation of the plasmids used rfahe HIV-
based vectors production.The pCMV-VSV-G plasmid encodes the
envelope glycoprotein of the Vesicular Stomatitisug. The pCMV-
dR8.91 plasmid encodes the HIV Gag and Pol as agethe Tat and
Rev HIV accessory viral proteins. In the pCMV-dRB Qlasmid,
derived from the pCMV-dR8.91, the sequence of thal \integrase
was mutated on residue 152 of the catalytic sibe. GWPXLd plasmid
encodes the GFP protein under the control of th&aEsromoter.
These sequences are bordered by the HIV LTR witlelated U3
region (LTR3’ SIN). The pWPXLdxProm plasmid was derived from
the pWPXLd by deleting the promoter

B. Creation of the HIV-based vectorsThe HIV-based control vector
termed IN+/GFP+ is integration-competent and allovaFP
expression. It serves as referent for the viradpetion. The vector
termed IN+/GFP- is similar to the control, except the promoter
EFla of the pWPXLd which is deleted abolishing the Giression
(pPWPXLd AProm). The last vector IN-/GFP- also contains ateel
promoter supplemented with a mutation E152D inititegrase gene
of the pCMV-dR8.91 (hamed pCMV-dR8.91* when mutatethis
mutation leads to a non integrative vector stilleato perform the
reverse transcription step. The last two vecta@sduor the microarray
assays, must be compared to highlight the celleNants only due to

Vectors pCMV-VSV-G pCMV-dR8.91 pWPXLd
IN+/GFP+ V N v
IN+/GFP- N N AProm
IN-/GFP- N * AProm

Global Analysis

Gels were scanned using LabSC¢hnSoftware
(Amersham Biosciences). Data were analyzed using
the Image Mastél 2D Platinum Software
(Amersham Biosciences). Briefly, total spot present
on every gel was detected by the software. Gels
were aligned and differences of intensity between
integrative and non integrative conditions with a
fold change greater than 1,5 were highlighted.

Mass Spectrometry Analysis

Spots of interest were cut from the gel, and
subjected to LC/MS/MS mass spectrometry
analyses on a Q-star XL instrument.

RESULTS

Creation and validation of the vectors:

The aim of this work was to identify
cellular proteins whose expression was modified by
the integration step. For this purpose, we had to
eliminate the signals due to (i) the expressiothef
GFP protein and (ii) the early step of the viral
infection (the entry of the viral particle, the
formation of the active reverse transcription
complex and the transport of pre-integration
complex to the nucleus).

Several VSV-G pseudo-typed HIV-1-based vectors
were produced (figure 1). The first vector
IN+/GFP+ serves as a control; it encodes the GFP
under the control of an active promoter. Then, two
HIV-1 based vectors were created, both unable to
express the GFP protein due to a deleted promoter,
named IN+/GFP- and IN-/GFP-. These vectors
differ by a single mutation on the residue E152 of

the integration process.

the catalytic site of the integrase viral protélihis
uniqgue mutation allows every viral step from the
entry to the nucleus transport but avoids the
integration process for the IN-/GFP- vector (Lu et
al).

The vectors were analysed by flow
cytometry to check the GFP expression. 293T cell
were infected and picked up 24h post infection for
FACS analyses. This experiment confirmed that
IN+/GFP- and IN-/GFP- vectors were negative for
the expression of the protein whereas the control
IN+/GFP+ was not. It also allowed the
determination of the viral titre of the control veG
corresponding to 1,8.1TU/ml.

Then, to asses the infection by GFP-
vectors, total viral DNA forms were analyzed by
gPCR and to asses the integration events a nested
gPCR on the integrated viral forms was performed.
293T cells were infected (i) with the control vecto
at MOI 1 (based on the control vector titre) oy (ii
with different amount of IN+/GFP- and IN-/GFP-
vectors. Cells were picked up 24h post infection
and total DNA was extracted and analysed by
gPCR.

First, all vectors were positive for total
viral DNA detection, confirming the efficiency of
the transduction. Secondly, both IN+/GFP+ and
IN+/GFP- vectors were positive for integrated DNA
detection whereas IN-/GFP- was not. Thus,
confirming the mutation on the integrase protein.
Finally, this experiment was used to titre the
IN+/GFP- and IN-/GFP- vectors supernatants by
comparison with the control vector. We concluded
that IN+/GFP- and IN-/GFP- were respectively 1,6
and 1,25 fold more concentrated that the control,
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corresponding to 2,88.10TU/mI, and 2,25.10
TU/ml.

2D separation

The global protein content was analysed
using the 2D dimension separation method. Briefly,
proteins are first separated depending on their
isoelectric pH, before being separated by their
molecular mass. Primary human dermal fibroblasts
were infected with the integrative or the non
integrative vectors at an MOI 2 considering their
previously defined titres. Cells were harvested at
three different times post infection 13 h, 24 h and
72 h to observe if the changes in proteins content
are constant or transient during the integration
course. Number of extracted cells was normalized
for each assay, thus the same quantity of cell was
extracted and analyzed for IN+ and IN- paired
conditions. Depending on the experiments between
6.10 and 8.10 cells were analyzed. After different
assays, separation between pH 4 and 7 were
selected for giving the best results. Figure 2 show
an example of typical result. It represent the
analyses of the cell batch number 4, infected at an
MOI of 2 and extracted after 72h of infection. We
can observe that global amount of cellular proteins
is similar in each condition and that most of the
time proteins are well separated and expressed
allowing identification by mass spectrometry. The
same experiment was repeated on cell batch 4, at
13h and 24h post infection and on cell batch 2 at
13h, 24h and 72h post infection. Similar results
were obtained.

Global Analysis

After coloration, gels were scanned using
LabScan Software and analyzed with the Image
Mastef™ 2D Platinum Software. Number of spots
detected in each gels are summarized in table 1. We
can observe that the same number of spots was
detected for each analysis, validating the
experiment repetition. Only the study of cell batch
4 at 24h post infection give lower number of spots,
it could be explained by impairment in the
coloration procedure. Once every spot was
detected, gels were aligned and grouped to allow

Figure 2. 2D separation of proteins from cells
infected with the integrative vector (IN+) or the ron
integrative vector (IN-). 6,6. 16 primary cells from the
. batch 4 were infected with either the non integeatr
the integrative vector at MOI 2. Cells were pickeul
72h post infected, total proteins were extracted an
',' subjected to two dimensional separation on a pH 4-7
range. Gels were staining using the Dod¥&c&ilver
Stain Kit. A ladder was added as control for theasnid
migration. We can observe that the global profiethe
total proteins are similar between both conditions.
. Nevertheless, few spots are differentially expresse
the two experiments corresponding to cellular raspo
induced by the vector integration.

comparisons considering a fold change of 1.5. A
first analysis consisted in the comparison of IN+
and IN- condition for both cell batches at a given
time post infection. As showed in table 2, 36, 28
and 44 proteins were annotated as up-regulated
after the integration process at 13h, 24 and 72h
respectively whereas only 4, 2 and 3 proteins were
noted as down-regulated at the same times. These
data suggest that the cellular response to the
integration process mainly correlates with an
increase of the expression of some proteins all
along the integration course.

To get further in our analyses, the same
study was realized on time post infection grouped
by pair (13h+24h / 13h+72h / 24h+72h) or all
together (13h+24h+72h). We identify 28 up-
regulated proteins common to times 13 and 24
versus only 3 down-regulated. For the times 24h
and 72h, 46 proteins were commonly up-regulated
versus only 3 down-regulated. A less number of
proteins was found to be common between 13h and
72h post infection (6 up-regulated and 1 down) and
finally no commonly disturbed proteins were found
between the three times post infection taken
together. These results suggest that a part of the
cellular response is transient, only observabla at
given time post infection whereas the other part of
the response seems to be more constant during the
integration course. Nevertheless, no commonly
disturbed proteins were found for the three times
tested but only for paired analysis (13h+24h and
24h+72h) revealing maybe a switch in the cellular
response around 24h post infection.

Mass spectrometry identification

Among all the spots detected as disturbed
after the integration process, nine were seleated f
identification in mass spectrometry. The choice was
motivated by (i) a fold change greater than 1.5
between integrative and non integrative conditions,
(ii) a sufficient intensity to allow mass spectrdrnye
analyses and (iii) a position in the gel allowig t
isolation of the protein. Selected spots were micke
up from different times post transduction. Indeed,
four proteins are only found as disturbed in one
time post transduction whereas spots five
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iecton | 13 24 72

donnor | IN+ | IN- | IN+ | IN- | IN+ | IN-
4 617 | 604 | 200 | 394 | 532 | 539
2 562 | 595 | 471 | 469 | 594 | 511

Table 1. Total number o spots detected in each cadition. Two donors of fibroblasts primary cells were ¢elsand infected with either
the integrative (IN+) or the non integrative vedidi-) at MOI 2. Cells were picked up at differdimhes post infection, 13h, 24h and 72h,
and total proteins were extracted and subjected/dodimensional separations on a pH 4-7 range. Bata analyzed using the Image
Mastef™ 2D Platinum Software. The total number of deteapdts is similar for each condition. Only the akpent on cell batch 4
analyzed at 24h presented lower quantity of detigateteins, probably due to impairment during thk@tion procedure.

Time of analyse number of up number of down
regulated proteins regulated proteins

13 36 4

24 28 2

72 44 3
13+24 28 3
13472 6 1
24472 46 3
13+24+72 0 0

Table 2.Analysis of the 2D separation experimen. In every cases, IN+ and IN- conditions for bo#l batches were compared using
the Image Mastél 2D Platinum Software considering a fold changd &t First each time post infection was analyzquhsately. A
great majority of the proteins detected as dereégdlare overexpressed after the integration of¢leéor. The same study was realized on
time post infection grouped by pair (13h+24h / 18Rk / 24h+72h) or all together (13h+24h+72h). Hegain more over expressed
proteins are commonly found in times 13h and 24t pdection and 24h and 72h post infection. A lesmber of proteins was found to
be common between 13h and 72h post infection whemeacommonly deregulated proteins were found lerivibe three times post
infection taken together.

Time of
identificati name function link with HIV
on
F— 3 formation, breakage and rearrangement
Protein disulfide of disulfide bonds / cell redox gp120
isomerase .
13h homeostasis
DNA fragmentation in apoptosis /
Superoxide dismutase activation of MAPK / double strand break gp120/ gp160/ tat
24h+72h repair /
T cells activation f activation of caspases
Heat shock proteine { protein folding / regulation of apoptosis / gp41/gag/ IN
13h+72h TLR pathway /
24h+72h Vimentine intermediate filaments gp120// vif/ PR
Actin MLL5 complex / Nu4 HACT complex / gp41 /nefl/rev/tat/ MA/
72h cytoskeleton NC / RT / vpr
13h+24h Tubulin microtubules gp120 frev / tat
24h Lamin nuclear lamina / rev/tat/vpr
24h PARK7 oxidative stress !

Table 3. Mass spectrometry identification.Spots previously detected using the Image MHSt8D Platinum Software as
deregulated after the vector integration are seteeind extracted from the gel for a mass spectrgnig¢ntification. Nine spots were
selected if they present (i) a sufficient intensayallow mass spectrometry analyses, (ii) a pwsith the gel allowing the isolation of the
protein, and (iii) a fold change greater than lebween integrative and non integrative conditid®eslected spots were picked up from
different times post transduction, either corresjpog to protein only found as deregulated in omeetipost infecction or to protein
deregulated at several times post infection. Omlg down-regulated protein (Protein disulphide is@we) was selected whereas all the
eight other spots correspond to up regulated facidre corresponding bio function of each proteiméentioned and we can also notice that
among the eight proteins, seven are already linéech HIV protein.

correspond to protein disturbed at several times all the eight other spots correspond to up regdlate

post transduction. Only one down-regulated protein  factors.

was selected (protein disfulfide isomerase) whereas The protein disulfide isomerase, was
identified as down disturbed at 13h whereas both
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lamin and PARK7 proteins were found to be up
regulated at 24h. Among the nine selected spots
only two identified as a redundant protein
corresponding to theB-actin and y-actin, only
disturbed at 72h. Concerning the paired analysis,
another structural protein, the tubulin, was
identified as up regulated both at 13h and 24h
whereas vimentin and superoxide dismutase are up
regulated at 24h and 72h. Finally, one protein
identified as the heat shock protein HSP60 was
found up regulated at 13h and 72h but not at 24h
post transduction. Among the protein identified,
one is involved in the protein homoeostasis
(protein, disulfide isomerase), two are implicated
the regulation of apoptosis (superoxide dismutase
and HSP60), two are linked to the chromatin
remodelling or the DNA repair (Actin and
superoxide dismutase), two are related to a cellula
response to stress (HSP60 and PARKY) and finally
four are implicated in the cell structure (actin,
vimentin, lamin and tubulin). We can also notice
that among the eight proteins, seven are already
linked to an HIV protein.

DISCUSSION

We studied the proteomic pattern changes
in human primary fibroblasts after the integratidn
an HIV-based vector. Several times post infection
were analyzed and revealed only subtle changes in
the total protein content of the infected cell, as
already observed in other studies (Carlson et al.,
2004; Chan et al., 2007; Chan et al., 2009; Catas
al., 2006; Ringrose et al., 2008; Wang et al., 2008
On an average of 775 detected spots per condition,
40, 30 and 47 were disturbed at 13h, 24 and 72h
respectively.

Among the nine spots analyzed by mass
spectrometry, four are related to the cellular
cytoskeleton (actin, actinp, vimentin, tubulina6),
four plays are linked to RE or oxidative stress
(PARK7, superoxide dismutase and disulfide
isomerise and HSP60), and two are linked to the
nucleus and chromatin structuration (Lamin A/C
and actinf). A kinetic analysis of the integration
process was performed (data not shown) and
suggests that the deregulation of a protein
expression at 13h post infection demonstrates its
role during the early phase of the integration. Its
role during the middle/ending phase of the
integration process corresponds to 24h whereas 72h
post infection correlates with the post-integration
phase.

Structural proteins are modulated by the foreign
DNA integration

The vimentin protein is a major constituent
of intermediate filaments and was showed as up-
expressed at both 24h and 72h post infection

probably meaning that it does not moved during the
early phase of the infection. Another proteomic
study of cellular proteins disturbed after HIV
infection also revealed this protein (Carlson et al
2004). Vimentin was also found in studies
concerning other viral infections. Indeed, the
protein was early showed to be processed during
adenovirus infection (Belin and Boulanger, 1987)
and its over expression was observed during HCV
course (Singaravelu et al.) and influenza virus
infection (Ohman et al., 2009).

Three other proteins of the cytoskeleton
were identified as over expressed either during
integration (13h and 24h for tubulin) or after the
process (72h for actip andy). Actins and tubulin
are notably responsible for the cellular organelles
organization in the cytoplasm and chromosomes
segregation during the cell division process (Hall,
2009; Kavallaris). All were already identified as
factors involved in the HIV infection. Indeed, many
global analyses performed on RNA or proteins
revealed these factors (Carlson et al., 2004; Goira
et al., 2006; Li et al., 2009a; Wang et al., 2008&;
et al., 2008). More precisely, actin was early fibun
as an interactant of the RT complex (Bukrinskaya et
al., 1998) and cleaved by the HIV protease (Adams
et al., 1992). Finally, actin was found incorpodate
in HIV virions during the budding process (Denard
et al., 2009; Khan et al., 2007). Other viral
infections were proved to be linked to either othbo
actin and tubulin proteins. Indeed, both were also
detected as over expressed proteins during the
Influenza infection (Ohman et al., 2009) and the
HTL-1 cell to cell transmission (Mazurov et al.),
whereasp and o tubulin were linked to the HCV
infection (Roohvand et al., 2009).

The up modulation of the three major
components of the cytoskeleton may be du to a
global modification of the intracellular traffickgn
Indeed intracellular trafficking is tightly dependa
on the cytoskeleton components as vesicles and
proteins used the cytoskeleton to move across the
cell. We can speculate that the disturbance in the
trafficking is provokes by a profound perturbation
of transcription and downstream events of
translation, leading to the unusual production of
proteins that have to be redistributed into other
cellular compartments (i.e. plasma membrane for
example) maybe to ensure the cell survival after th
integration process. But disturbance of the
trafficking may also be a direct result of a need t
rapidly relocalize some already existing cellular
factors to ensure the foreign DNA integration
and/or the cellular defence.

B-actin is also a component of the
remodelling SWI/SNF complex and its relationship
with HIV Tat protein was demonstrated by co-
immunoprecipitation assays (Mahmoudi et al.,
2006).B-Actin was also correlated to the ACMNPV
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infection (Fujita et al., 2006). Another nuclear
structural protein was identified. The lamina is a
complex network of nuclear proteins called lamina
and nuclear proteins linked to them. Through this
nuclear membrane the nuclear pores cross,
regulating the nucleus access to cellular proteins.
Lamins proteins exist in two forms A and B. The
LMNA gene give rise to both lamin A and C
precursors and if found over expressed at 24h post
infection, probably revealing its role during the
integration process but not in the early phase. The
lamina seems to play a major role in the chromatin
organization and DNA replication, seeing linked to
the DNA reparation process and the cell cycle
progression (Andres and Gonzalez, 2009; Broers
and Ramaekers, 2004; Broers et al., 2006; Lees-
Miller, 2006). Lamina is also composed of BAF
protein, identified as a HIV co-factor (Chen and
Engelman, 1998; Lin and Engelman, 2003).
Moreover, BAF was proved to directly interact with
lamni A/C, histons cores, HMGA1, Lamin B2,
Ledfg/p75 andr-actin (Montes de Oca et al., 2009).
Among these proteins, Ledgf/p75 is a well-known
co-factor of the HIV integrase, responsible for the
targeting of the PIC to the chromatin (Busschots et
al., 2007; Levin et al.,, ; Merad et al., 2009).
HMGAL and actin (as already mentioned) was both
found in relationship with HIV proteins (Adams et
al., 1992; Bukrinskaya et al., 1998; Farnet and
Bushman, 1997; Mahmoudi et al., 2006). Global
HIV infection analysis revealed lamin A/C or B
proteins (Li et al., 2009a; Wang et al., 2008) and
other viruses as the CMV and the Cytoplasmique
Vaccina Virus seem to use them during their
replication cycle (Camozzi et al., 2008; Oh and
Broyles, 2005).

Both p-actin and LMNA/C are linked to
the cytoskeleton, itself linked to the chromosomes
organization in the nucleus. Because the integratio
process directly altered the structure of the
chromatin and required chromatin remodelling, it is
possible that the structural proteins identifieé ar
required for the chromosomes movement and re-
organization among the nucleus structure to allow
the integration of the foreign DNA.

Factors linked to the cellular stress are modulated
by the foreign DNA integration

The endoplasmic reticulum, a complex
organelle of the cell, responsible for the correct
folding and folding control of the cellular protsin
is extremely sensitive to every cellular change.
Indeed perturbation in calcium homeostasis,
nutriments deprivation, misfolded proteins, glucose
deprivation, pathogens infection and variation in
the redox status are causes of ER stress. One of th
most known ER stress is induced by the non-proper
proteins folding and is called UPR for Unfolded
Proteins Response. This stress leads to the
induction of proteins chaperons which role is to

prevent protein aggregation and control their
correct folding. If this process is not successfel|
finally enters in a calcium dependent apoptosis
through caspase 12 activation (Miao and St Clair,
2009; Schroder and Kaufman, 2005; Zhang and
Kaufman, 2006). Moreover, protein folding include
disulfide bonds formation, a PDI dependant process
that may directly produce ROS and cause oxidative
stress. In our study, four proteins were related to
ER or oxidative stress (Tu and Weissman, 2004).

The disulfide isomerase protein PDI is the
only one down regulated protein studied (13h p.i.
only). It acts on the disulfide bonds and was alyea
linked to the HIV gp120 proteins (Billington et ,al.
2007; Ou and Silver, 2006). Unfortunately, our
system does not posses the gp120 and only focus on
the integration process. As PDI is directly
responsible for SS bonds formation in the ER thus
directly linked to ROS formation, we can speculate
that the integration may have provoked an early
oxidative stress and that its solving primarily
includes the down modulation of every ROS
producers including the PDI. But as PDI is esséntia
for the correct folding of the protein, its down
modulation can not be persistence as it can
provokes the induction of an UPR stress, in
agreement with the induction of chaperons.

The superoxide dismutase protein, also
known as Cu-SOD, is directly responsible for the
degradation of Reactive Oxygen Species ROS
during a cellular oxidative stress. It is also édkto
the apoptosis and the MAPK signalling pathway
(Miao and St Clair, 2009). Some studies showed
that HIV infection is tightly related to cellular
oxidative stress induction and ROS production
(Aksenov et al., 2001; Mollace et al., 2002). A
redox system modification after retrovirus infeatio
was also observed in many other publications
(Chan et al., 2009; Masutani et al., 2005; Surésh e
al., 2009; Westendorp et al., 1995; Yoshimura and
Luo, 2007). Nevertheless, other studies obtained
opposite results. Indeed, Westendorp demonstrated
that Tat HIV protein altered the redox system by
inhibiting the Mn-SOD but nothing was
demonstrated for the Cu-SOD (Westendorp et al.,
1995) Moreover, HIV infected patients analyzed by
Suresh also presented deregulation in the redox
system except that it was correlated to a SOD
reduction without any precision on the nature ef th
SOD protein tested. Authors noted that reports were
already conflicting on this subject (Suresh et al.,
2009) even if all were in agreement with the redox
system modification. We obtained an over
expression of the superoxide dismutase both at 24h
and 72h post infection what may be linked to an
over production of ROS after the integration
process.

To underline our result, two chaperones
were identified as over expressed. The HSP60 is a
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major key in the prevention of protein aggregation
in stress conditions. This protein was already
identified as a direct interactant of the HIV
integrase (Parissi et al., 2001) and also undetline
in other 2D studies on Influenza infection (Ohman
et al., 2009) and HBV (Liu et al, 2009).
Surprisingly, the variation of its expression was n
detected at 24h post infection. We can speculate
that each chaperon is activated at a precise time
indeed, at 24h post infection the role of the HSP60
could be replace by the PARK7, only found at 24h
post infection. PARK7 is also implicated in the
redox system and the cell death. A direct inteoacti
with DAXX was proved using a global PARK7
interactants screen (Junn et al., 2005), validated
analyses. Indeed, DAXX was also identified as an
HIV integrase interactant (Huang et al., 2008).
Because the integration process directly
induced stress on the chromatin, we can suppose
that ER/oxidative stress are a direct consequehce o
global cellular disturbances. The solving of such
stress includes the down modulation of ROS
induction, the expression of chaperons and
degradation of ROS by specialized enzymes.

To conclude, the integration of a foreign
DNA, here provoked by the insertion of a viral
vector, leads to subtle changes in the proteirepatt
of the cell. As expected, global changes seem to
affect every cellular function. In our study, we
observed that protein expression was preferentially
over regulated during all the integration coursgh(1
and 24h) and even later (72h). Among protein
identified by mass spectrometry, two major cellular
functions were underlined, the cytoskeleton and the
ER/oxidative stress. To conclude on these
promising results, more studies are needed to
identied if these proteins are due to cellular
response in front of the integration stress ohéyt
part of viral cofactors.
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I1l/ Discussion-conclusion

Les analyses protéomiques développées ici onmétges afin de compléter
les analyses transcriptomiques précédentes. Dates geemiere approche, deux lots de
cellules primaires ont été étudiés, sur trois tempst infection dans le but de mettre en
evidence des réponses persistantes ou transitoiresdiates ou plus tardives. Les analyses
ont également été réalisées a une MOI beaucoupfagille. Nous avons choisi d’étudier la
composition protéique par séparation bidimensidarslr gel. Comme pour le transcriptome,
les signaux dus a l'intégration ont été isolésqmmparaison entre des conditions intégratives
et non intégratives. Une fois les gels scannéalysés sur Image Mast¥r2D Platinum,
nous avons pu faire ressortir les facteurs commang lots cellulaires étudiés et
différentiellement exprimés avec une variation miale de 1,5. Majoritairement, nous avons
constaté une augmentation de I'expression prote@ubaque temps post infection. De plus,
I'analyse multiple (plusieurs temps post infectanmalysés conjointement) a mis en évidence
une premiére réponse persistante entre 13h et 2dheeseconde plus tardive entre 24h et
72h. Aucun facteur commun aux trois temps postiidga n’a cependant été identifié.

Parmi les neufs protéines nous avons analyséepestr@métrie de masse, beaucoup
se sont réveélées liées au cytosquelette et aus stradatif ou du réticulum endoplasmique
(RE). La vimentine, I'actine et la tubuline, destéines structurales, ont déja identifiees lors
des analyses globales réalisées sur l'infectiong&fiH (Carlson et al., 2004; Coiras et al.,
2006; Wang et al., 2008; Wu et al., 2008) et pauties systemes viraux (Fujita et al., 2006;
Mazurov et al., ; Ohman et al., 2009; Roohvandl.e809; Singaravelu et al.). De plus, la
lamine A/C, composante majoritaire de la laminandyau, est étroitement liée a la protéine
BAF, elle-méme liée aux protéines LEDGF/p75, HMG&B-actine, protéines ayant déja un
lien connu avec l'infection par le VIH (Chen andgeéiman, 1998; Levin et al., ; Lin and
Engelman, 2003; Mahmoudi et al.,, 2006). La modoiatides facteurs associés au
cytosquelette peut étre liee a une profonde madibo du trafic intracellulaire soit par
relocalisation immédiate des protéines déja préseswit par la nécessité de relocaliser des
protéines nouvellement synthétisées. La modulatemprotéines liées au squelette nucléaire
(LMNA/C et B-actine) s’explique par (i) I'atteinte directe ddgomosomes par l'intégration
de I'ADN eétranger et (ii) le lien étroit existanhtee les chromosomes et I'architecture
nucléaire.

Concernant le stress cellulaire, quatre des pre¢éidentifieées en spectrométrie de
masse semblent avoir un lien avec ce dernier. agitst’oxydo-réduction de la cellule est
étroitement lié au réticulum endoplasmique. Endmastress du RE, pouvant étre induit par un
stress oxidatif, il est frequent que la conformataonsi que I'agrégation des protéines soient
modifiés, les chaperonnes sont alors activées. IDs, pun stress du RE est également
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responsable de linduction d'un stress oxydatif.n®anotre étude, la protéine disulfide
isomérase (PDI) présente une sous-expression @.l3miquement. La PDI est directement
responsable de la formation des ponts disulfure dter la conformation des protéines, cette
modification s’accompagne d'une production de RO% @nd Weissman, 2004). La
superoxide dismutase SOD, responsable de la dégnadkes espéces oxygenes réactives, a
déja été identifiée dans d’'autres systemes VIH s@isniveau d’expression reste controversé
(Chan et al., 2007; Masutani et al., 2005; Surdsl.e2009; Westendorp et al., 1995). La
HSP60, protéine de choc, a également été identdiéanteraction directe avec le HIV,
notamment avec la protéine intégrase (Parissi.eR@D1) et avec d’autres virus (Liu et al.,
2009; Ohman et al., 2009). Finalement, la protdddel, ou PARK7, a été montrée en
interaction avec la protéine DAXX, elle-méme intgsaant avec l'intégrase du VIH (Huang
et al., 2008; Junn et al., 2005). Nous pouvonsiwgpéque l'intégration a provoqué un stress
cellulaire intense, incluant une perturbation dustéye d’oxydo-réduction. La PDI
responsable de production de ROS a certainemenprétablement sous régulée afin de
limiter le stress oxydatif mais sa fonction étassemtielle, sa sous expression ne peut étre
permanente. Face au stress croissant, la SOD ahgseronnes ont été activées afin de
dégrader les ROS et assurer la conformation ddsipes.

Nous ne pouvons pour le moment pas distinguerdetedirs associés a un possible
mécanisme de défense cellulaire de ceux attribuéseastratégie de survie de la part de
I’ADN intégré. Concernant les protéines qui appss@nt uniquement a certains temps post
infection, il faudra approfondir leur présence aurs de I'infection (notamment par western
blot), afin de confirmer leur surexpression travisé et en comprendre la valeur biologique. Il
serait également intéressant de tester l'interact®ces facteurs avec l'intégrase du VIH afin
d’identifier un potentiel réle de cofacteur. Ce®tpmes devront également étre les cibles
d’expérience de surexpression et de siRNA afin skober leur action sur le processus
d’intégration. D’autres protéines pourront égalemétre identifiées en spectrométrie de
masse. Tout comme pour les analyses transcript@siqgl serait intéressant de faire les
mémes tests sur d’autres types cellulaires afidedtifier un effet de l'intégration commun
aux types cellulaires ou cellule-spécifique.
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Aucune donnée n’est actuellement disponible supéetirbations cellulaires induites
par des modifications majeures de la chromatine.pté&sent projet avait pour objectif
principal d’identifier les perturbations cellulasrémmédiatement induites par l'intégration
d'un ADN étranger au sein du génome. L'étape djraéon a été réalisée a l'aide de
vecteurs dérivés du VIH, classiqguement utiliséfaboratoire. Mais une telle étude nécessitait
la définition de plusieurs paramétres notammentype cellulaire étudié, la dose virale
employée et le temps post infection choisi pougétlte des échantillons.

Variabilité selon le type cellulaire :

Pour les analyses préliminaires, des cellules lilagiiques du derme humain ont été
préférées a des lymphocytes primaires pour s’affrimnnotamment des recombinaisons
V(D)J. Les cellules les plus adaptées en termaeigp@nibilité et de manipulation au moment
de notre étude étaientt les fibroblastes du demumeaim.

Dans le but d’approfondir cette étude et de défesrfacteurs spécifiques a une lignée
cellulaire ou commun a toutes, d’autres types tzitks pourraient étre analysés. Dans cette
optique, des cellules épithéliales de la glande maimre et d’autres fibroblastes du derme
humain ont été testées. Cette étude préliminaveaditre approfondie sur plusieurs donneurs
mais elle a, d'ores et déja, permis de valideragest facteurs préalablement identifiés en
transcriptomique.

Une étude sur des PBMC primaires activés est égailean cours. Néanmoins, méme
si les lymphocytes constituent les hoétes naturelsViH, ces cellules sont difficilement
isolables et infectables. Les premiers résultatsmtreat que nos systémes viraux ne
permettent I'infection de seulement 13% de la pafpoih lymphocytaire totale. Néanmoins,
ces données correspondent a des analyses de Esikprale la GFP en cytométrie de flux.
Comme mentionné dans larticle 1, le type cell@dajpue un réle prédominant dans
I'expression du géne rapporteur, ainsi des testB@RR quantitative ciblant les ADN viraux
intégrés sont en cours. Les résultats préliminamesitrent que l'intégration ne semble
effectivement pas toucher toute la population tamlle. Les analyses devront donc étre
poursuivies aprés isolation des cellules CD4+ aetv

Par la suite, d’autres types cellulaires devrorg &stés, toujours dans l'optique de
distinguer les facteurs spécifiques de chaqueleadu ceux communs a toutes les cellules.
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L’outil intégratif : limite des vecteurs rétrovirax

Les vecteurs lentiviraux sont maintenant classitpré utilisés en laboratoire (Salmon
and Trono, 2007). Dans notre étude, les sighauguemient dus a l'intégration ont été isolés
par comparaison de vecteurs intégratifs et nongiatés. Néanmoins, et comme déja
mentionné, ces analyses ne permettent pas deedifiér une possible défense cellulaire,
d'une stratégie de maintien de la part de 'ADNégre. Cette question est abordée par la
plupart des analyses globales et reste pour le mionum résolue (Brass et al., 2008 ; Konig
et al., 2008 ; Hyrcza et al., 2007 ; Li et al., 280Wu et al., 2008 ; Rotger et al.)

De plus, l'utilisation d’'un vecteur non intégratitfplique I'accumulation de formes
virales non intégrées. Bien que les doses viralg®e ¢es vecteurs intégratifs et non intégratifs
soient identiques et bien que lintégration soit aurs de réalisation au moment de nos
analyses (impliquant donc que les formes non iBEgrsont générées dans les deux
conditions), nous ne pouvons pas exclure le fataprtains facteurs ne soient pas révélateurs
de l'intégration mais plutdt de I'accumulation deames virales non intégrées, en plus grand
nombre dans la condition non intégrative. La enclergrobleme reste pour le moment sans
solution.

La dose virale : variabilité dose-dépendante

Lors des analyses protéomiques, plusieurs exp@&semat pu étre menées en paralléle
notamment différentes doses virales car les étsolesbien moins lourdes en terme de codts,
de manipulation et d’analyse. Ainsi, différentes MOnt pu étre testées en études
protéomiques préliminaires et les expériencesdmahnt pu étre menées sur une MOI de 2. A
l'inverse, les analyses transcriptomiques, se famatisées sur une seule dose virale, semblant
la plus adaptée pour lidentification des modifioas cellulaires induite par l'intégration.
Ainsi, les études du transcriptome ont été menees ane forte MOI. En effet, cette forte
MOI nous permettait d’infecter la totalité des abds en un temps restreint favorisant ainsi
’homogénéité des perturbations cellulaires et @sguainsi une plus forte probabilité de
réussite de I'expérience.

Afin d’identifier une réponse cellulaire potentathent dose-dépendante, il serait aisé
et intéressant de (i) mener I'expérience de proigoena des doses virales plus fortes
induisant donc plus de perturbations chromosomiguiek (ii) valider les génes identifiés en
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transcriptomique sur des doses virales plus failbéRiisant donc le nombre de perturbations
chromosomiques.

Dans le but d’approfondir cette question, des indes sur les fibroblastes du derme
ont été menées a MOI 2, 50 et 200. Les échantibonté extraits soit pour une analyse en
gPCR soit en Western Blot soit en 2D et sont emscdigtude.

Le temps post infection : analyse des modificatiar&lulaires persistantes ou
transitoires

Nous avons choisi d'effectuer les analyses trapsmmiques a 13h p.i., heure
correspondant au début de la phase exponentielfgahessus d’intégration. En effet, notre
objectif initial était d’identifier les réponses querturbations cellulaires immédiates et
précoces. Néanmoins, comme nous l'ont démontré dealyses protéomiques, ces
perturbations cellulaires ne sont pas constantesoaus de l'infection. Ainsi les facteurs
identifiés en transcriptomique a 13h p.i. ne s@amtatnement pas valables a d'autres heures.
Dans l'optique de séparer les perturbations cetkgatransitoires des permanentes, des
échantillons d’ARN et de protéines ont été récup&é24h, 48h et 72h post infection et
doivent étre analysés. Il est fort probable quefdestions cellulaires déja identifiées soient
les mémes mais que les facteurs impliquées soidféreshts. Mais il est également
envisageable que certains processus cellulairas qgé la réparation de I'ADN ou les
modifications de la chromatine ne soient perturés lors du processus d’intégration et
redeviennent stables une fois I'intégration établie

Corrélation entre les analyses transcriptomiquegpebtéomiques

Des corrélations sont observables entre les deualyses protéomiques et
transcriptomiques malgré le fait qu’elles n'aieasgté effectuées avec les mémes variables.
Ainsi, les chaperonnes de stress identifiées enépmuique sont étroitement liées a
’lhoméostasie du systéme redox, systéme égalerdentifié en transcriptomique (PRDX2,
DDIT3, MSRB3, NOX4, ect...). Il est donc fort probabfjue ce systéme joue un réle
prédominant dans la réponse cellulaire induite’paégration.

De méme, de nombreuses protéines du cytosqueddite fue I'actine et la tubuline
ont été identifiées en protéomique tandis que deaubtotamment la dynéine et la thymosine
ont été identifiée en transcriptomique. Il est dengisageable que les mémes facteurs soient
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identifiés a difféerents temps post infection et #édentes dose virales a la fois en
transcriptomique et en protéomique. L’actifieidentifiée en protéomique fait partie du
complexe de remodelage de la chromatine SWI/SN§-fdeteurs SMARCC1 et SRCAP
identifiés dans I'étude transcriptomique sont égalet associés a ce complexe cellulaire. Ce
complexe agissant directement sur le remodelageladehromatine et le processus
d’intégration ciblant également directement leoalwsomes cellulaires, une telle corrélation
est donc intéressante. Les différents composantsedeomplexe protéique devront faire
I'objet d’'une étude approfondie quant a leur rédécis lors du processus d’intégration par le
biais de surexpression ou de siRNA.

Enfin, la Lamin A/C est a la fois identifiée en @omique et en transcriptomique,
appuyant son réle lors de la réponse cellulairgesai I'intégration. Cette derniére est
également liée au remodelage de la chromatine, égaiement a d'autres facteurs identifiés
comme partenaire du processus d'intégration comiE. BDe plus, la lamine A/C a été
également identifiée lors d'études menées sur Ild Wl sur d'autres infections virales,
soulignant certainement un réle important lors chcpssus d’intégration et d’infection. Cette
derniére devra donc également étre la cible d'&tagerofondies.

Perspectives expérimentales

Outre les analyses de siRNA, surexpression etewestiot sur les facteurs identifiés
lors des études de protéomiques et de transcriqtasj d’autres études peuvent également
découler de ce travail.

Il serait notamment intéressant d’approfondir Hésultats de I'analyse des cellules
témoins contre les cellules infectées, mentionnés da dernier paragraphe des résultats de
'anamyse transcriptomique. En effet, ces analysgane menées sur deux lots de cellules
uniguement, pourraient permettre de mettre en éeilales facteurs clés liés aux étapes
précoce de l'infection virale.

Il est maintenant acquis que le VIH s’integref@réntiellement dans les régions
transcriptionnellement actives. Néanmoins, nousasons pas si cette donnée est valable
méme aux plus fortes doses virales, a terme les ¥inissent peut étre par s'auto-intégrer.
Les sites d'intégration pourront donc étre ideésfi afin de définir des régions
chromosomiques préférentielles telles que les Bigiles.

De plus, de nombreux facteurs identifiés en trapsmnique sont liés a la régulation
de la transcription. Il serait intéressant de dar&er les promoteurs des génes modulés afin
d’identifier certains facteurs de transcriptionsclé

151



Enfin, notre étude a porté sur les ARNm et les gines soit les régulations
transcriptionnelles et traductionnelles. Néanmailesnouveaux régulateurs cellulaires ont été
récemment mis en évidence : les miRNA. Il existeénteaant des puces a miRNA qui
pourraient permettre d’identifier la modulation d’autre mode de régulation cellulaire aprés
I'induction de perturbations chromosomiques.

Perspectives a long terme

Ce projet s’inscrit dans une étude visant a idiemtiét caractériser les modifications
cellulaires pouvant étre induites par des pertimhat chromosomiques, mimées par
l'intégration d'un rétrovirus dans le génome. Ajndes aboutissants plus appliqués sont
envisagés notamment concernant les thérapiestamniréles et les thérapies géniques.

Les thérapies antirétrovirales

A I'heure actuelle, vu le fort taux de mutations\itH provoquant I'apparition rapide
des phénomeénes de résistance, les thérapies temd@nrienter non plus vers une inhibition
directe d’'une protéine virale (RT ou IN) mais plut@rs le ciblage de l'interaction avec un
partenaire cellulaire essentiel tel Ledgf/p75 densas de l'intégrase. Ainsi, notre étude
pourrait permettre I'identification d’un partenatellulaire essentiel & I'intégration rétrovirale
et donc le développement d’'une molécule dirigédreare dernier.

Les perturbations chromosomiques inopinées

De nombreux cancers sont initiés par des phénoméiattintes a l'intégrité du
génome tels que des délétions, des hypermutatiessranslocations ou des pertes / gains de
grands fragments chromosomiques. Bien que désoidmdisn entre de tels phénomenes et
I'activation d’oncogenes soit clairement établiurke effets sur les profils d’expressions
globales restent a déterminer. Il est établi quepéate ou le gain de larges régions
chromosomiques altére des genes impliqués damsdifion ou I'activation transcriptomique,
dérégulant ainsi I'expression de nombreux autreseggStallings, 2007; Upender et al.,
2004). Néanmoins, les facteurs ainsi que les vaebulaires impligués dans cette
dérégulation restent difficiles a identifier. No&tude pourrait apporter des connaissances sur
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les genes et les fonctions biologiques dérégulées d’atteintes a I'intégrité du génome,
permettant ainsi d’envisager d’autres stratégiesaiement contre ces dernieres.

Les thérapies géniques

Enfin, les virus et notamment les rétrovirus sayuds peu un outil privilégié pour les
thérapies géniques. L’intégration stable de lemog@e dans I’ADN de la cellule héte les rend
extrémement attractif pour I'expression au longnieidu transgéne. Le VIH est désormais le
nouvel outil de la thérapie génique. Afin d’en assula sécurité biologique, les génes
pathogéniques ont été éliminés, les taux de recuaidmn réduits et les vecteurs sont
désormais non réplicatifs. Néanmoins, les efferects d'un tel outil sur les fonctions
cellulaires n'ont encore été que peu étudiés. kemjers essais de thérapie génique menés
sur des enfants SCID et utilisant les vecteurs MobYnotamment réveélés des effets néfastes
d’une intégration stable puisque 2 patients ordlément développé une leucémie a la suite
de l'intégration du vecteur prés d’'un oncogene.tdpé d’intégration et ses conséquences
globales ne sont pour le moment pas documentéestet étude a notamment pour but
d’apporter des connaissances dans ce domaing.ithgsrtant de noter que cette question sur
la sécurité de lintégration a abouti au développeimde vecteurs non intégratifs.
L’expression du transgene n’étant de ce fait qaesitoire (Banasik and McCray).

Mieux comprendre les effets immédiats et a longnéede l'intégration d’'un vecteur
dans la cellule cible pourra permettre d’augmelatesécurité de I'outil biologique employé et
de mieux développer les stratégies thérapeutiques.
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Annexe 1 : Manipulation des vecteurs lentiviraux

I/ Production

De facon classique, les vecteurs lentiviraux dérig@ VIH-1 sont générés par co-
transfection de 3 plasmides dans des cellules ptodes, dans notre cas, les 293T (Figure
33).

Cellule productrice

Noyau

/‘) pWFXLd

ARN vecteur~|LTR %_) LTR 3'SIN
YGF \
pCMV-dR8.91

Rev

GAG
POL

VSV-G

MA CA NC PR RT IN

P

Figure 33 : Principe de production du vecteur rétraviral par co-transfection des plasmides dans les
cellules 293T.Les plasmides pCMV-VSV-G, pCMV-dR8.91 et pWPXLdsatilisés pour co-transfecter
des cellules productrices 293T. Les protéines strates (issues des plasmides pCMV-VSV-G et pCMV-
dR8.91) une fois produites s'assemblent a la sairfs cellules. Le génome viral issu du pWPXLd est
transcrit grace a l'action de Tat et exporté dansytoplasme grace a Rev. L' ARN est ensuite er@aps
grace a la séquenge A l'inverse les ARN produits par les plasmideddGCVSV-G et pCMV-dR8.91 ne
portent pas de séquenceset ne seront donc pas encapsidés. Il ressort degybes virales VIH,
pseudotypées par I'enveloppe du VSV et porteusesARN vecteur comportant le gegfp.

Abréviations : LTR Long Terminal Repeat,y séquence d'encapsidation, GFP Green FluorescetgirRr
VSV-G Vesicular Stomatitis Virus Glycoprotein-G, MAatrice, CA capside, NC nucleocapside, PR
protease, RT reverse transcriptase, IN integrase.

Le premier plasmide code pour les enzymes viratage(se transcriptase, intégrase, et
protéase) et les protéines de structure (matrigeside et nucléocapside). Les protéines de
régulation Tat et Rev sont également conserveespmamettre I'activation transcriptionnelle
et 'export des ARNmM non épisseés.

Le second plasmide code pour une protéine d’enpelogelle du Virus de la
Stomatite Vésiculaire (VSV). Comme déja mentionaé@glla partie bibliographique, cette
enveloppe stabilise la particule virale et en augmé tropisme. Ainsi, bien d’autres cellules
gue les lymphocytes CD4+ peuvent étre ciblés.
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Enfin, le dernier plasmide code pour le gene deGREP sous le contrdle d'un
promoteur interne Efdl Ce plasmide comprend également les LTR du VIH, TR 5’ est
sauvage tandis que le LTR 3’ est délété pour laonég3, contenant les sites de fixation des
facteurs de transcription. Ainsi, aprés I'étape rédeerse transcription, la délétion U3 se
retrouve sur le LTR 5’ et sur le LTR 3’ abolissamtit activité transcriptionnelle a partir des
LTR et donc toute réplication virale. Cette déléticrée des vecteurs dits SIN pour Self
INactivated. Contrairement au VIH sauvage, les Ld&kces vecteurs n’encadrent pas les
régions classiquegag, pol, env

Lors de la transfection, toutes les protéines @galinsi que la GFP, seront produites et
assemblées a la membrane plasmique. Comme pounfecton classique, I'’ARN viral sera
encapsidé et des particules virales bourgeonnarpattir de la cellule productrice.

A noter que jai construit différents vecteurs pambinaison de plasmides. Une
mutation de la protéine intégrase au niveau desgercatalytique (E152D) abolit le processus
d’intégration et engendre donc des vecteurs noégiatifs dits IN-. Une délétion du
promoteur EFd empéche I'expression de la GFP et engendre dosweldeurs sans gene
rapporteur notéAP. Les deux mutations combinées engendrent desursaton intégratifs et
sans gene rapporteur INP.

[l/ Titration

A/ Mesure de la GFP

D’'une maniere classique et extrémement utilisée victeurs rétroviraux sont titrés
par mesure de I'expression d’'un géne rapporteUfP @u luciférase par exemple. Pour ce
faire, les vecteurs sont utilisés pour infecter delules 293T. Ces derniéres sont ensuite
récupérées 24h p.i. et I'expression de la GFPredysé par cytométrie en flux.

. Cellules GFP+
20 pl de viral

£ Events %%ated ' Figure 34: Methode de tiration des surnageants
g —— N viraux par mesure d'un géne rapporteur en

£ o cytométrie en flux. Apres infection, les cellules sont
s o analysées en cytométrie en flux. Les cellules GEéhit

PRSI G l annotées en région M1, correspondant ici a 40,78% d
population totale. Sachant qu’au moment de I'inéestt

A rinfection -> 1.10° cellules/puits la culture contenant 1.i@ellules et que 20ul de virus
On obtient 40% de cellules GFP+ avec 20 pl de virus ont été utilisés pour I'expérience, on en déduibrsde

calcul ci-contre que le titre viral est de 2.TQ/ml.
(40/100) x 1.108
20.103

=2.107 TU/ml

156



Un titre viral peut étre ainsi calculé si deux citinds sont remplies : (i) expression du
géene rapporteur a partir des formes virales ing&graon valable donc pour les vecteurs sans
promoteur ou/et des vecteurs non intégratifs ptufie faible dose virale utilisée afin de ne
pas saturer I'expression de la GFP (entre 0 et)Z@glire 34).

Dans mon cas, la grande majorité des suspensioaes/iont été titrées entre 1 et
4.10 TU/ml pour le vecteur classique IN/P. Pour lesresitvecteurs, comme le montre la
figure 35, la technique de cytométrie en flux n’pas adaptée soit a cause du promoteur
délété soit a cause de l'intégrase mutée.

Quantité cellules

;i
102
FLI-H

Fluorescence GFP

Figure 35 : Observation en cytométrie en flux du amportement des quatre vecteurs produits.Le vecteur

classique IN/P engendre une tres forte expressola tGFP tandis que les vecteurs MNR/et INAP présente
une fluorescence comparable a celle des cellules infectées. Enfin, le vecteur IN-/P permet la f&ib
expression de la GFP via les formes virales nafgiées.

B/ Mesure de l'activité réverse transcriptase

D’autres méthodes existent pour la titration despsuosions virales. Ayant certains
vecteurs sans expression de géne rapporteur, gaim@enchée sur la technique de mesure de
l'activité réverse transcriptase. Le principe dexpérience est le suivant: les particules
virales sont lysées et la RT est mise en activiparéir d’'une matrice fournie par le kit. Les
dNTP sont a la fois couplés a la biotine et dige@mge permettant la création d'un ADN
modifié. Par la suite, les produits de RT sont désosur une plaque recouverte de
streptavidine permettant leur fixation. La quangfion des ADN fixés est effectuée par une
réaction colorée grace a un anticorps anti- digerote couplé a la peroxidase. La
guantification se fait ensuite par lecture classigies résultats sur une gamme. Malgré la
qualité et la facilité de cette technique, les ltéssi suffisamment n’ont pas été suffisamment
reproductibles (Figure 36) pour me permettre unentification précise de mes suspensions

virales. Néanmoins, jai continué a effectuer cetiéthode aprés chaque production de
vecteurs GFP- afin de vérifier la bonne productioale.
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Figure 36 : Méthode de titration des vecteurs par msure de 'activité réverse transcriptaselLe vecteur
IN/P sert de contrble et les valeurs obtenues adntrairement placées a 1. Les trois autres vestei sont
comparés afin de définir un titre viral. Par exeeppé vecteur IN-/P est 1,4 fois plus concentré cprole.
Le contréle ayant été défini a 1,8’70U/ml, on en déduit par exemple que le vecteurRNest & 2,5.170
TU/ml.

C/ Quantification des ADN viraux intracellulaires

Lors de linfection, la cellule renferme de nomlses formes virales (Figure X).
Avant intégration, des formes virales dites nogdnés sont observables, on y retrouve les
formes circulaires 1 LTR et 2 LTR ainsi que le eectsous forme linéaire. Bien que ce sujet
reste encore controverseé, ces différentes fornragesi semblent se retrouver a la fois dans le
cytoplasme et le noyau. Hormis ces formes non ity on observe également le vecteur
sous forme de provirus, forme intégrée dans le m@&nde la cellule héte.

La méthode de quantification des ADN viraux inté&gré&st détaillée dans l'article 1,
figure 4. Cette technique de PCR nichée quantéatiouplée a la détection des formes virales
totales (amplification PCR du géne de la GFP) anpede donner un titre a chacun des virus
utilisés. Pour voir un ordre d’idée du titre de @h@ suspension virale, la méthode de
l'activité réverse transcriptase est réaliséenetuant le vecteur contréle IN/P, analysable en
FACS. Par la suite différentes concentrations daqul vecteur sont testées pour effectuer
une infection sur 293T, toujours en conservantdeteur contréle. Chaque échantillon est
analysé en qPCR quant a la quantité d’ADN viraltotétectée et la quantité d’'intégrés. Les
données obtenues sont normalisées grace a I'aoapiifin du géne de Ig-globine ou de la
NADA4L. C’est par comparaison avec les données dieue contrble que le titre viral des
autres suspensions est obtenu : pour chaque vetdetmncentration virale qui donnera les
mémes résultats que le vecteur contrble est s@hee.

Le vecteur controle étant titré a 1,8.I0U/ml, I'expérience de PCR en temps réel
(Figure 37) m’a permis de définir que les susparssivirales INAP, IN-/P et IN-AP
respectivement 1,6 ; 1,28 et 1,3 fois plus conéastique mon vecteur contréle donnaient des
résultats similaires, jai donc déduit des titrespectifs de 2,88.10ru/ml, 2,3.16 TU/ml et
2,34.16 TU/ml.
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Figure 37 : Titration des vecteurs par gPCR ciblantles formes virales intracellulaires. A. Positionges
amorces utilisées pour les analyses en PCR en temgsl des différentes formes d'ADN viral généréespaes
infection. Les différentes formes de I'ADN viral sont ici répentées. Les extractions d'ADN totaux permettent |
récupération de toutes les formes d'ADN viral cudliaire (1 et 2 LTR), linéaire et intégré. Le caugbFP
correspond aux amorces GFP1 et GFP2 s'hybridame giémegfp de I'ADN viral. Le couple LTR correspond aux
amorces LTR1 et LTR2 s'hybridant sur les régioret R5 de I'ADN viral. Le couple Glo correspond amorces
Glol et Glo2 s'hybridant sur le géfigglobine de I'ADN génomique. Le couple NADH correspond amxorces
NADH1 et NADH2 s'hybridant sur le geMeADH déshydrogénase sous-unitéddI'”ADN mitochondrial. Enfin,
les amorces alu et gag s'hybrident sur les ségaag@meomiques répétéafu et sur la séquenagag virale. Le
principe de la pré-amplification alu-gag pour ldes@on des formes intégrées est ici représent@& phemiere
PCR classique est réalisée sur 17 cycles. Une ded®@R, en temps réel, ciblant R-U5 est ensuitcefée sur
1/10™ des pré-amplifications. B. Résultat de PCR en tenéel pour la normalisation des vecteurs. Le wecte
contréle IN/P est arbitrairement mis & 1 pour lesries totales et les formes intégrées. Par la diffierentes
doses des autres vecteurs lui sont comparées. lainsus INAP testé avec une concentration 1,6 fois supérieure
a celle du vecteur contrdle donne des résultatsagies. On en déduit que le titre viral de la srsgon INAP est
1,6 fois supérieur & celui du contréle (1,8.70J/ml) soit 2,88.10 TU/ml. L’approche est réalisée de facon
similaire avec les autres vecteurs pour obtenititee de 2,34.10TU/ml pour le IN-AP et 2,3.10 TU/ml pour le

IN /AP

[1l/ Techniques de concentration des suspensionsraies

Les vecteurs rétroviraux ici utilisés possedemvaoppe du VSV ce qui leur confere
une trés grande stabilité. Au début de I'étudengesavais pas encore si mes productions
virales allaient étre suffisamment élevées en pitner me permettre de faire mes analyses, jai
donc testé deux techniques de concentration patertd’augmenter le titre viral.

La premiéere technique consiste en la précipitaties particules virales par ajout de
polyéthyléneglycol (PEG). Ainsi a raison d’un volerde suspension virale pour un volume
de PEG 8000 20%, suivi par une étape de centrifugat 9 000g, +4°C pendant plus 1h
30min, les suspensions virales ont présenté unmentgtion de titre d’'un facteur 3,3 (Figure
38).
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La seconde technique utilisée consiste en laftifilinade la suspension virale sur une
membrane de cellulose régénérée (Amicon Ultra-QB6KDa, Millipore). Des centrifugations
successives de la suspension virale ont permi®eeatrer le titre d'un facteur 6,7 (Figure
38).

Figure 38 : Comparaison de deux méthodes de conceation

des particules virales. Des expériences de concentration des
particules virales, soit en présence de PEG 800% %0it sur
colonne d'ultrafiltration Amicon Ultra-15 100kDantoété réalisées
simultanément, sur trois productions virales ddfées. Les titres
avant et aprés concentration ont été déterminésyiamétrie de
flux. Un facteur de concentration a ainsi été dalcues moyennes
BS=1e des facteurs de concentration obtenus en présenB&@ 8000 ou
sur colonne Amicon ultra-15 sont ici représentéescdes écarts
types correspondants.

Facteur de concentration
o B N W M 0O N
—

PEG 8000 10% Amicon Ultra-15

I\V/ Elimination des plasmides résiduels

Par ce que les productions virales se font ad'ald plasmides, et parce que mes
études futures de cinétiques des formes intégté@anébasées sur une approche de PCR, il
m’a paru nécessaire d’éliminer toute présence dsnpbes résiduels dans la suspension
virale. Pour ce faire, différentes DNase ont égtéies : RQ1 (Promega) et Turbo (Ambion).
Afin de ne pas perturber la suspension viraleatepon de chacune des enzymes n'a pas été
utilisé, et les enzymes n'ont pas été inactiveéesur Rpermettre le fonctionnement des
enzymes, seuls 10 mM de MgCI2 ont été ajouté pourde suspension virale et 10 U de
DNase (1h a 37°C). Les suspensions virales tradéason a la DNase ont été analysées en
PCR ciblant la région non virale LTR-SP6 du plassmpWPXLd (figure 39). Le plasmide
seul a été utilisé comme contréle positif. La saspmn virale non traitée se révele positive en
PCR tandis que les deux traitements a la DNaseasabat la détection. Il a été vérifié que le
titre viral restait inchangé aprés cette étape Nade. Par la suite, la totalité des suspensions
virales a été traitée de cette facon pour élimiegmplasmides résiduels et ne pas fausser les
résultats de PCR en temps réel.

Figure 39 : Elimination des contaminations plasmidjues
dans les suspensions virales par traitement a la &Ne.
L'amplification PCR correspond a la région non laréTR-
SP6 du plasmide pWPXLd. Le contrdle négatif esigéasans
ADN tandis que le positif correspond au plasmidal.s&n
témoin de suspension virale traitée avec du Mg@€ld a été
réalisé. Deux Dnases ont été testées a 10U /mlirds et
provoquent l'absence d’amplification PCR, attestadé
I'élimination de tout plasmide résiduel.
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V/ Vérification de la non recombinaison

Concernant les vecteurs, une derniere vérificatiestait a faire. Utilisant trois
plasmides différents il était envisageable quedmsiers recombinent au sein de la cellule
productrice ou de la cellule infectée et génerenticus recombinant pathogéne de type VIH
sauvage pseudotypé VSV-G. Un tel virus pouvant pdses problemes de sécurité, il était
nécessaire de verifier qu'aucune recombinaisonaitdieu. Pour ce faire, des cellules 293T
ont été massivement infectées avec la suspensiale \@t maintenues en culture pendant 3
passages successifs. Puis, 'ADN cellulaire a gtéai et testé en PCR pour la présence de
séquencaag-pol La séquencgag-pol porteuse des genes de structures et enzymessviral
n’est normalement présente qu’au moment de la ptamumais ne doit pas étre détectée lors
des infections, mes vecteurs étant non réplicdbif§erentes quantité de plasmides pCMV-
dR8.91 ont été testées comme contrdle positif,eau des ADN de cellules infectées et non
infectées, 1pg de plasmide a également été ajouteverifier gu’aucun inhibiteur de PCR ne
soit présent dans les extractions. Finalement, nGns observé aucune transmission des
séquencegag-pollors des infections virales, attestant de la séedes vecteurs (Figure 40).

>
500ng ADN . " _non &
GEnGMIGUS infectées | infectées (\&\\
@

PCMVdR8.91 pg) 1

Figure 40 : Vérification de I'absence de transmisen des séquencegag-poldu génome CMV-dR8.91.

Analyse sur gel d'agarose de la PCR ciblant lesesémpsgag-pol sur les ADN génomiques extraits de cellules
infectées ou non. Trois témoins positifs sont séalisur 1 pg, 0,1 pg et 0,01 pg de plasmide pCM&QR
permettant de mettre en évidence la sensibilitad®CR. Les essais sont réalisés sur 500 ng d'A@idmiques
supplémentés ou non avec 1 pg de plasmide pCMV&R&in de vérifier I'absence d'inhibiteur de P&Rs les
extractions d'ADN. Aucune amplification n'est ohsdale & partir des ADN extraits des cellules irdestet non
infectées. Ces résultats démontrent I'absenceadsrhission des séquenges-poldu génome CMV-dR8.91.
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Annexe 2 : Mises au point de la méthode d’analyse
bidimentionnelle des protéines

I/ Les techniques de coloration

La spectrométrie de masse étant une méthode senéitentification des protéines, il
nous a été conseillé de colorer nos gels au bleGadenassie, coloration moins invasive et
donc plus facile a éliminer lors de la spectrométle masse. Cependant, les techniques au
bleu de Coomassie sont réputées pour étre biensrsemsibles que celles au nitrate d’argent.
Afin de réaliser nos expériences dans les meillegmnditions possibles, nous avons testé
guatre colorations différentes : deux au bleu den@assie et deux au nitrate d’argent (Figure
41).

La premiere coloration au bleu de Coomassie estebsisr le Coomassie Brillant Blue
G-250 tandis que la seconde utilise la solution eBage Protein Staining Solution
(Fermentas). Concernant les méthodes coloratidviteate d’Argent, la premiére correspond
& une procédure classique de Nitrate d’Argent tangie la seconde emploie le Dodé&ta
Silver Stain Kit (Biorad).

A B Figure 41 : Techniques de coloration des
gels 2D. A. Coloration au bleu de

| Coomassie Brillant Blue G-250. B.
' Coloration au bleu de Coomassie PageBlue
Protein Staining Solution. C. Coloration au
Nitrate d’Argent. D. Coloration au Nitrate
d’Argent du kit Dodec®' Silver Stain. Les
échantillons sont analysés sur une gamme
de pH 3-10. On constate que les
colorations au bleu de Coomassie ne
révélent quasiment aucun spot. La
coloration au Nitrate d’Argent du kit donne
de meilleurs résultats en termes de bruit de
fond et de sensibilité que I'autre coloration
au NiAg.

Les deux techniques de coloration au bleu de Cosima® se sont pas révélées tres
sensibles et aucune analyse en spectrométrie deemastait envisageable méme en
augmentant trés fortement la quantité de protédggmsees. Parmi les deux techniques de
nitrate d’argent, celle réalisée avec un kit deecldn s’est révélée plus sensible et plus
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spécifique. En effet, on constate que le bruita®favec le nitrate d’argent en kit est bien
moins prononceé qu’avec le nitrate d’argent prégaréaboratoire. De ce fait, la coloration au
nitrate d’argent du kit spécialisé a été retenus pos analyses, apres avoir vérifié aupres des
spécialistes que cette derniére était compatibde s instruments de spectrométrie de masse
dont nous disposions.

[I/ Test des zones de pH

Notre bibliographie de référence (Ringrose et24lQ8) présentait une analyse 2D des
protéines cellulaires totales sur une échelle deeptrtEmement large, allant de 3 a 11. Bien
gue les pH extrémes, fortement acides ou forterpasiques, soient difficiles a analyser, j'ai
souhaité réaliser les premiers essais sur une dengH la plus étendue possible : 3-10.
Comme la figure 42 nous le montre, les résultatfurent pas trés concluants. En effet, les
protéines ne se présentent pas sous forme deisplits mais forment des trainées. De plus,
trés peu de protéines sont observables au-deldHiés7. Un second essai dans une zone plus
restreinte (3-6) a été plus révélateur, nous avimmgours des trainés mais également
guelques spots et une accumulation en pH 6. Catie présence de protéine en pH 6 nous a
obligés a décaler tres Iégerement la zone d’'anagse les pH 4 et 7. Les résultats étaient
cette fois-ci largement exploitables. Il est a ngige, lors de ces expériences, les quantités de
protéines déposees étaient relativement aléatioiresle ces essais et dépendaient du nombre
de cellules primaires que nous avions a disposigrpliquant la présence plus ou moins forte
de spots/trainées.

Figure 42 : Test des gammes de pH\. gamme de pH 3 & 10. B. Gamme de pH 3 a 6. Gigade pH 4 a
7. Les gels ont été colorés avec le Dod¥8cSilver Stain Kit. On constate une meilleure sépamnades
protéines avec lagamme depH 4 a 7.
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