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IDIS MIN I-SYNTHÈSE 

médecine/scimœs 1 994 ; 1 0 :  318-24 

L'intégration des rétrovirus faits et croyances 

Depuis plusieurs années, le dévelop­
pement de la thérapie génique [ 1 ]  
et J ' implication du VIH dans le 
SIDA [2]  ont placé les rétrovirus 
sous les feux de la rampe. Deux éta­
pes de leur cycle infectieux caracté­
risent cette classe de virus : l 'ARN 
génomique est converti en ADN 
double brin grâce à la transcriptase 
inverse virale, et la molécule pro­
duite, J ' intermédiaire d'intégration, 
s'insère ensuite de manière perma­
nente dans le génome des cellules 
hôtes. C'est ce dernier point qui est 
abordé dans cette mini-synthèse. 
Le cycle infectieux de tous les rétro­
virus peut être décomposé de la 
manière suivante (pour revues, con­
sulter les références [ 3-5] ) : ( l )  ils 
se lient aux cellules susceptibles par 
l ' interaction entre la glycoprotéine 
d'enveloppe virale et un récepteur 
membranaire spécifique ; (2 )  la 
fusion des membranes cellulaire et 
virale permet la tran location de la 
capside virale dans le cytoplasme ; 
(3 )  à J ' intérieur de la capside, tou­

jours localisée dans le cytoplasme, 
s'effectue la transcription inverse ; 
( 4) l'AD ainsi synthétisé est ensuite 
transporté, au sein d'un complexe 
nucléoprotéique de grande taille, 
dans le noyau où il s ' intègre au 
génome de la cellule hôte ; (5) c 'est 
à partir du provirus que sont pro­
duites les nouvelles particules virales, 
en utilisant les machineries cellulai­
res de transcription, de maturation 
des ARN pré-messagers et de traduc­
tion ; (6) les particules virales sont 
assemblées dans la cellule puis 
expulsées sans provoquer la lyse des 
cellules (figure 1). Si les différentes 
étapes du cycle rétroviral sont bien 
identifiées, il n'en est pas toujours 
de même des mécanismes biochimi­
ques impliqués. Certains, cependant, 
comme la transcription inverse ou 

l'intégration, sont maintenant bien 
documentés ... ce qui n'empêche pas 
certaines idées fausses d'être encore 
communément véhiculées, y compris 
par des manuels d'enseignement. . .  
Nous nous attacherons ici à montrer 
que, d'une part, la synthèse d'AD 
cellulaire, par elle-même, n'est pas 
nécessaire à l ' intégration provirale et 
que, d'autre part, l ' intermédiaire dit 
< <  proximal ,, est une molécule 
linéaire et non pas circulaire. Pour 
une information exhaustive et des 
références, le lecteur pourra se réfé­
rer aux excellentes revues de Var­
mus et Brown [6] , Goff [7]  et Whit­
comb et Hughes [8] . 

La transcription inverse engendre 
une molécule d'ADN double brin 
linéaire. 

L'ARN génomique viral est synthé­
tisé par l'AD polymérase II des cel­
lules infectées, à partir du provirus 
intégré. Il ressemble de ce fai t  à un 
ARN messager classique présentant, 
respectivement, une coiffe et une 
queue de polyA à ses extrémités 5' 
et 3' . I l est, en outre, limité par de 
courtes répétitions directes ( 1 6 à 
70 nucléotides suivant le rétrovirus) : 
la région R. 
Dans chaque virion sont empaque­
tées deux molécules d'ARN génomi­
ques étroitement associées ainsi que 
50 à l OO molécules de chacune des 
enzymes virales : la transcriptase 
inverse (RT) et l ' intégrase ( ln) vira­
les ; cette dernière est l 'enzyme clé 
de l ' intégration. Moins de quelques 
heures après l ' infection, les deux 
ARN génomiques sont transformés 
en une seule copie d'ADN proviral 
par un mécanisme complexe (non 
détaillé ici) appelé transcription 
inverse [8] . Fait remarquable, la 
copie d'ADN double brin linéaire 

est plus longue que l'ARN génomi­
que. Cet accroissement de taille 
résulte de l 'association et de la 
duplication, aux deux extrémités du 
provirus, des séquences terminales 
de l'ARN rétroviral (pour les détails, 
voir la figure 2 (2. 1 et 2. 2)) . La struc­
ture répétée qui borde le provirus 
est appelée LTR pour long terminal 
repeat. Le LTR comprennent 300 à 
1 300 nucléotides suivant le virus. Ils 
se composent de la succession des 
motifs U3-R-U5 ; U3 correspond à 
l 'extrémité 3' dupliquée de l'ARN 
viral et US à l 'extrémité 5' dupli­
quée. Une autre caractéristique 
importante des LTR est que chacun 
est limité par de courtes séquences 
répétées inversées appelées IR (6 à 
1 3  nucléotides suivant le virus) qui 
sont absolument nécessaires à l ' inté­
gration du provirus (figure 2.3 et 2. 4). 
Outre cette fonction, les LTR sont 
importants pour l 'expression du 
génome viral. I ls portent, en effet, 
les signaux d'initiation de la trans­
cription (enhanœr, boîte CAAT, boîte 
TATA) , fonctionnels dans le LTR 
gauche, et un signal de polyadény­
lation, fonctionnel dans le LTR 
droit (figure 2.3). La transcription du 
provirus commence à l 'extrémité 5'  
de R dans Je LTR gauche et la poly­
adénylation intervient à l 'extrémité 
3' de R dans le LTR droit, ce qui 
explique la répétition de cette 
séquence en bordure des ARN 
rétroviraux. 
Dans le cytoplasme, l 'ADN néosyn­
thétisé est associé à un complexe 
nucléoprotéique de grande taille 
(environ 1 60S) . Ce complexe ne 
peut être purifié qu'au prix de gros 
efforts. C'est ce qui explique que sa 
composition précise soit encore 
inconnue. Cependant, des expérien­
ces in vitro ont montré que, dans le 
cytoplasme, i l possède déjà tous les 

m/s n.O 3 vol. 10, mars 94 



(2) � t9 (3) � 

Pr Gag 
(7) /V\/\/\AA 
____. Pr Gag-Pol 

Cytoplasme 

Pr Env 
(8) � 

Figure 1 .  Cycle infectieux des rétrovirus. Le cycle infectieux des rétrovirus se déroule en plusieurs étapes. (1) Le 
rétrovirus reconnaît un récepteur spécifique à la surface des cellules cibles grâce à sa glycoprotéine d'enveloppe. 
(2) Après fusion des membranes virale et cellulaire, la nucléocapside virale est libérée dans le cytoplasme. (3) Le 
dimère d'ARN génomique est transcrit en un seul provirus, par transcription inverse, dans la capside toujours loca­
lisée dans le cytoplasme. (4) Le provirus migre vers le noyau au sein d'un complexe n ucléoprotéique de haut poids 
moléculaire contenant des protéines de capside et /'intégrase rétrovirale ( 1 60 à 1 70S pour les virus de mammifè­
res). (5) Le provirus s'intègre dans l'ADN de la cellule hôte. (6) Les ARN génomiques et sous-génomiques viraux 
sont synthétisés à partir du provirus intégré. (7) Dans le cytoplasme, ils sont traduits en précurseurs Gag, Gag-Pol 
et Env qui sont subséquemment protéolysés pour donner les protéines virales. (8) Ces dernières sont utilisées pour 
constituer les particules virales qui sont re/arguées dans le milieu extracellu/aire par bourgeonnement (c'est-à-dire 
sans lyse cellulaire). ---• 
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F igure 2. Genèse et structure des L TR rétroviraux. Dès le début de l 'infection, (1) les deux molécules d'ARN géno­
mique monocaténaire codant pour les protéines enzymatiques ( Po l ), les protéines structurales de capside (Gag) 
et d'enveloppe ( Env) donnent naissance à une seule molécule d'ADN bicaténaire, grâce à la transcriptase inverse. 
(2) Le provirus est limité par deux L TR ( long termina l repeats) (3) subdivisés en trois régions U3, R et U5 et qui 
sont eux-mêmes bordés par de courtes séquences inversées répétées (IR). Toutes les informations génétiques néces­
saires à l 'initiation de la transcription (activateurs, boÎte CAA T, boÎte TA TA) et à la polyadénylation des ARN viraux 
sont contenues dans U3, à l'exception des virus leucémogènes et sarcomatogènes murins chez lesquels le signal 
de polyadénylation est situé dans R. Les séquences des IR de quelques virus sont données en (4). On peut obser­
ver que la dégradation exonucléasique des extrémités 3' précédant l'intégration s'arrête systématiquement au niveau 
du dinucléotide CA. RSV :  Rous sarcoma virus ; ML V-MS V :  murine leukemia-sarcoma virus ; MMTV : mouse mam­
mary tu mor virus ; HTL V-1 : hu man T ce li leukemia virus. 
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Figure 3. Réaction d'intégration. (1) Après transcription inverse de l'ADN 
génomique, l'intégrase engendre des extrémités 3' OH rentrées au niveau 
de chacune des séquences inversées répétées (IR) terminales du provirus 
en provoquant la perte de deux nucléotides. Leur excision s'arrête à un motif 
CA conservé dans tous les rétrovirus. (2) Cette molécule migre ensuite vers 
le noyau au sein d'un complexe protéique de haut poids moléculaire dans 
lequel seules l'intégrase virale (ln) et les protéines de capside ont pu être 
identifiées. (3) Par une réaction de transfert concerté, les extrémités 3'0H de 
l'ADN viral sont liées de manière covalente à l'ADN de l'hôte. << L 'attaque " 
de ce dernier par le provirus s'effectue en deux sites situés sur chacun des 
brins d'ADN et séparés par quelques nucléotides. (4) Une dernière étape, pro­
bablement réalisée par les enzymes cellulaires, permet la réparation des trous 
(gaps) à la jonction de l'ADN cible et de l'ADN viral après la perte des deux 
nucléotides 5' terminaux du provirus. Résultant de l'attaque décalée sur les 
deux brins d'ADN et de la réparation, deux courtes séquences répétées, dont 
la longueur est caractéristique de chaque virus, sont retrouvées de part et 
d'autre du provirus intégré (4 à 6 paires de bases). 
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composants nécessaires à l ' intégra­
tion. Les seules protéines qui ont pu 
y être reconnues à ce jour sont des 
protéines de capside (Ca) et l ' inté­
grase rétrovirale. A l 'exception du 
cas du rétrovirus murin MoMuLV, le 
mécanisme par lequel la particule 
de 1 60S pénètre dans le noyau est 
inconnu (voir ci-dessous). 

Le mécanisme de l'intégration 

Il est maintenant établi que le véri­
table substrat d'intégration est la 
forme linéaire du provirus produite 
dans le cytoplasme. Cependant, des 
formes circulaires libres d'ADN viral 
contenant un ou deux LTR intacts 
sont aussi retrouvées dans les 
noyaux des cellules infectées. Ces 
molécules sont formées, soit par 
ligature des extrémités des LTR 
(quand les deux LTR sont juxtapo­
sés) , soit par recombinaison homo­
logue entre les deux LTR ( quand 
un seul LTR est présent) . Il existe, 
en outre, des molécules circulaires 
plus complexes, produites par 
autointégration d'une des extrémités 
dans l'ADN viral. Aucune fonction 
n'est connue ni même soupçonnée 
pour toutes ces molécules. La ten­
dance actuelle est plutôt de les con­
sidérer comme des produits abortifs 
de l'intégration. 
Des approches à la fois génétiques 
et biochimiques ont permis de mon­
trer que les IR et l ' intégrase sont 
indispensables à l ' intégration du 
provirus. Le processus complet peut 
être décomposé en trois étapes 
(figure 3) : ( 1 )  dans un premier 
temps, deux bases sont éliminées de 
l 'extrémité 3' de chaque chaîne 
d'ADN proviral. ll semble que l'inté­
grase soit la seule enzyme impliquée 
et que la réaction puisse déjà s' effec­
tuer dans le cytoplasme (figure 3. 1 et 
3. 2) ; (2) dans un second temps, les 
nouvelles extrémités 3' de l'ADN 
viral sont liées à l'ADN cible à quel­
ques bases ( 4 à 6) de distance sur 
les brins opposés. Pour autant qu'on 
puisse l 'affirmer à partir d'expérien­
ces conduites in vitro, l ' intégration 
ne s'effectue pas au niveau de cas­
sures pré-existantes de l'ADN. I l  
s'agit d 'une réaction concertée de 
transfert entre les deux substrats qui ---
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ne nécessite pas d'énergie exogène 
(en d'autres termes, il ne s'agit pas 
de la succession d'une coupure et 
d'une ligature effectuées indépen­
damment l 'une de l 'autre, mais de 
<< l 'attaque ,, du génome de l 'hôte 
par les extrémités 3' de l 'AD viral) 
(pour les détails, voir la figure 3.3) ; 
(3) enfin, le produit initial de la 
réaction d'intégration est réparé. Il 
présente en effet deux trous, liés, 
d'une part, à la création d'une cou­
pure décalée de l 'ADN hôte qui 
engendre de courtes séquences sim­
ple brin complémentaires, et ,  
d'autre part, deux courtes queues 
(2 bases) non appariées, liées à la 
perte des deux nucléotides 5 '  des 
extrémités de l'AD proviral. On ne 
sait pas encore si la réparation est 
assurée par des enzymes cellulaires 
ou bien par un complexe impli­
quant l ' intégrase et la transcriptase 
inverse. Il n'en reste pas moins 
qu'en fin de processus le provirus 
intégré est flanqué de courtes répé­
titions directes de séquences hôtes : 
4 nucléotides pour les virus de la 
leucémie murine et féline, 5 pour 
les virus aviaires et  VIH et 6 pour 
le virus de la tumeur mammaire de 
la souris (figure 3. 4). 
Pendant longtemps, on a pensé que 
l ' intermédiaire proximal de l ' inté­
gration était l'ADN circulaire à deux 
LTR. Si, à l 'origine, on possédait 
bien des arguments indirects d'ordre 
expérimental pour le supposer, il 
faut admettre que certains modèles 
de recombinaison bactérienne ont 
fortement aidé à la popularisation 
de cette idée. En outre, en 1 984, 
Panganiban et Temin [9] ont rap­
porté que la jonction palindrornique 
des deux LTR des provirus circulai­
res du virus aviaire SNV pouvait être 
utilisée pour l ' in tégration.  En fait, 
cette observation n'a jamais pu être 
reproduite avec d'autres rétrovirus 
et l 'on sait maintenant que, même 
si cette structure est utilisable dans 
le modèle SNV, elle est infiniment 
moins efficace que la forme linéaire. 

L'intégrase 

Dans les rétrovirus, la transcriptase 
inverse et l'intégrase sont codées par 
le gène poL La génétique a permis 

LTR LTR 

vJ U3 liJ us ! gag pol env U3 liJ us l-v Provirus 

A 1 Transcription 

IJU5J gag pol env U3 Iii ARN messager 
complet 
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Domaine catalytique 
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à l'ADN 
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Non spécifique ? 

Figure 4. Genèse et structure de l'intégrase. (A) Genèse de l'intégrase (cas 
des virus murins et aviaires non défectueux). La transcription de l'ADN pro­
viral engendre deux transcrits : un ARN complet qui sera utilisé, soit comme 
ARN génomique, soit comme ARN messager, et un ARN messager épissé. 
Puis, par traduction de ces deux ARN, trois précurseurs polyprotéiques (Gag, 
Gag-Pol et Env) donneront naissance aux différentes protéines virales par 
protéolyse spécifique. Les protéines de capside (Ma : matrice, p 12, Ca : cap­
side et Ne : nucléocapside) sont issues des précurseurs Gag et Gag-Pol. Trois 
protéines sont codées par le gène pol : Pr (protéase), RT (transcriptase 
inverse) et ln (intégrase). Deux protéines sont produites à partir du précur­
seur env pour constituer les protéines d'enveloppe : Su (glycoprotéine de 
surface) et TM (protéine transmembranaire). (8) Structure de l'intégrase. La 
structure de l'intégrase du VIH, présentée ci-dessus, est représentative des 
intégrases rétro virales et est constituée de 288 acides aminés. Elle peut être 
divisée en trois régions selon leur fonction. En position N-terminale, un doigt 
de zinc présomptif, comprenant des acides aminés fortement conservés his­
tidine (H) et cystéine (C), joue un rôle dans la reconnaissance des séquen­
ces inversées répétées (IR) de l'ADN viral et dans le positionnement correct 
des L TR pour la réaction finale. Une région centrale (acides aminés 50 à 
194) constitue le domaine catalytique impliqué dans le transfert du brin 
d'ADN viral. Enfin, un domaine de liaison à l'ADN, non spécifique, est situé 
en position C-terminale. 
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de localiser la fonction « intégrase , 
à l 'extrémité 3' de ce dernier. La 
protéine In est produite au cours de 
l 'assemblage des virions à partir 
d'un précurseur polyprotéique Gag­
Pol de haut poids moléculaire grâce 
à la protéase virale (Pr) , elle-même 
codée par Pol ( figure 4A) . Chez les 
rétrovirus infectant les mammifères, 
une protéine In indépendante (p46 
pour MoMuLV, p32 pour VIH)  est 
produite. En revanche, chez les 
rétrovirus aviaires, si la fonction In 
existe dans une protéine indépen­
dante de 32 kDa (pp32) , elle est 
aussi associée à la transcriptase 
inverse (sous-unité P) . I l semble que 
la dimérisation de In ,  et peut-être 
même sa tétramérisation pour cer­
tains virus, soit nécessaire à la réac­
tion d'intégration. Les intégrases 
rétrovirales possèdent deux régions 
conservées : un doigt de zinc pré­
sumé à l 'extrémité -terminale, et 
un motif caractéristique de la région 
centrale, retrouvé aussi dans les 
transposases bactériennes (qui per­
mettent, elles aussi , l ' intégration 
d'AD dans de l 'ADN bactérien ou 
phagique) (figure 4B). La mutagenèse 
des résidus histidine et cystéine du 
doigt de zinc a montré que celui-ci 
assure un rôle crucial dans la fonc­
tion d'intégration en permettant 
probablement la reconnaissance des 
extrémités des LTR et leur position­
nement correct au cours de la réac­
tion. L'autre motif consiste en trois 
acides aminés arrangés de la façon 
suivante Asp-Asp- (X) 3çGlu. Leur 
mutation a montré qu'ils sont essen­
tiels à la catalyse du transfert poly­
nucléotidique. Enfin, les protéines 
In possèdent une activité de liaison 
à l 'ADN, non spécifique, portée par 
l'extrémité C-terminale (figure 4B). 

Les séquences I R  

Aucune séquence interne à l 'ADN 
viral n'est nécessaire à l ' intégration . 
Seuls sont requis les motifs IR  
(figuTe 2). En fai t ,  les 5 à 
10  nucléotides terminaux, selon le 
rétrovirus, sont véritablement impor­
tants. Chez certains virus, les exigen­
ces à chacune des deux extrémités 
sont même légèrement différentes. 
La machinerie d'intégration semble 
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assez tolérante au changement. Ainsi 
l 'ont montré l'isolemenl de mutants 
naturels, des expériences de muta­
genèse dirigée, et le fait que, in 
vitro, l ' In de MoMuLV soit capable 
d'utiliser les IR de VIH, le contraire 
n'est toutefois pas vrai. En fait, le 
seul motif nécessaire et invariant des 
IR est le dinucléotide CpA au 
niveau duquel s'arrête l 'élimination 
des deux nucléotides 3' terminaux 
(figures 2.4 et 3. 1). C'est le nucléotide 
A qui est universellement lié à 
l 'AD de l 'hôte. 

L'intégration n'est pas complètement 
aléatoire 

Les rétrovirus s ' i ntègrent en 
d'innombrables sites. Cependant, 
l'intégration n'est pas complètement 
aléatoire (pour revue et références, 
voir [ 1 0] ) .  La préférence semble 
essen tie l lement gouvernée par 
l'accessibilité du domaine d'insertion 
puisque aucune spécificité de 
séquences cibles dans l 'AD hôte 
n'a pu être mise en évidence, que 
ce soit au niveau primaire ou secon­
daire. La majorité des intégrations 
rétrovirales intervient dans les 
régions transcrites de la chromatine, 
c 'est-à-dire dans les zones de faible 
condensation des chromosomes. Les 
regions d ' hypersensibi l i té aux 
DNAses (régions associées aux sites 
de régulation de l 'expression des 
gènes) , dépourvues de nucléosomes, 
sont  préférentiel lement visées. 
Cependant, même dans la chroma­
tine active, il existe de grandes dis­
parités. Ainsi, les insertions rétrovi­
rales sont, d'après certains auteurs, 
prévilégiées au niveau de certains 
proto-oncogènes dont elles peuvent 
parfois activer le potentiel tumori­
gène. C'est, par exemple, le cas du 
proto-oncogène c-myc chez le poulet. 
A contrario, elles sont plutôt rares 
dans des régions actives comme le 
gène hgprt* de la souris. 

La synthèse d'ADN n'est pas néces­
saire à l'intégration 

La notion couramment admise que 
l ' intégration provirale intervient au 
cours de la phase S du cycle cellu­
laire est fausse. Une première 

preuve convaincante est que VIH est 
capable d'infecter des macrophages 
différenciés [ 1 1 ] ,  des cellules arrê­
tées en phase G2 par irradiation 
gamma [ 1 2] et même de lymphocy­
tes T quiescents [ 1 3] . Ces observa­
tions suggèrent que le complexe 
nucléoprotéique proviral de VIH est 
capable de franchir la barrière que 
constitue l 'enveloppe nucléaire, 
quelle que soit la phase du cycle cel­
lulaire. Il n'en est clairement pas de 
même pour tous les rétrovirus. En 
utilisant des cultures de cellules 
synchrones, Roe et al. [ 1 4] ont for­
tement suggéré que l 'exigence que 
manifeste le virus murin MoMuLV 
vis-à-vis des cellules pour son intégra­
tion ne semble pas être la synthèse 
d'AD mais la mitose. Il semble que 
ce soit la simple destruction de 
l 'enveloppe nucléaire pendant cette 
période qui permette l 'accès à 
l 'AD de la cellule hôte. Cette 
observation suggère, en second lieu, 
que les complexes proviraux cyto­
plasmiques des différents rétrovirus 
ne sont pas tous équivalents du 
point de vue biochimique et fonc­
t ionnel pour la pénétration 
nucléaire. Ainsi, on peut supposer 
que dans le cas de VIH,  soit certai­
nes protéines virales, soit certaines 
protéines cellulaires associées à la 
particule de 1 60S, possèdent des 
séquences de localisation nucléaire 
(NLS) permettant d'emprunter les 
pores nucléaires. 
En conclusion, le concept erroné de 
la nécessité de synthèse d'AD pour 
l ' intégration provirale ne provient 
pas de faits expérimentaux clairs et 
établis mais, peut-être plus, de la 
surin te rprétation par d ' au tres 
auteurs d'observations originales 
effectuées par Varmus et al. [ 1 5] . 
Ce derniers avaient rapporté que 
des fonctions cellulaires étaient 
nécessaires à la transcription inverse 
et à l ' intégration du virus aviaire 
ASV. En particulier, ils notaient que 
l ' intégration n 'était intervenue que 

* gbte hgprt : gène de L'hypoxanthine guanine 
plwsphoribosyl transjerase. L 'étude de la fréquence 
de l'intégration du provirus MoMuLV daru ce gène 
a montré une intégration 100 fois plus Jaib!L que 
ne IL voudrait une intigralion au hasard. ---• 
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dans les cellules qui avaient dupli­
qué leur ADN. En fait, les cellules 
s'étaient aussi divisées, mai les 
modèles alors en cours sur la recom­
binaison génétique ont certainement 
favorisé l'hypothèse de la nécessité 
de réplication. Il est cependant 
maintenant raisonnable de penser, à 
la lumière des résultats de Roe el 
al. [ 1 4] ,  ainsi que de la réinterpré­
tation d'autres données d la litté­
rature, que la véritable exigence 
pour ASV est la même qu cell de 
MoMuLV, c 'est-à-dire la destruction 
de l 'enveloppe nucléaire au cours 
de la mito . Attendons-en, toutefois, 
la démonstration formelle pour 
l 'affirmer. . . • 
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