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ECOLE PRATIQUE DES HAUTES ETUDES

SCIENCES DE LA VIE ET DE LA TERRE

Etude du réle de la protéine DIg1 dans le cycle de réplication et
la transmission du VIH-1

Maxime CHAZAL

RESUME

La propagation du VIH-1 dans l’organisme est un processus dépendant du
bourgeonnement de particules correctement assemblées. Pour ce faire, le virus utilise une
stratégie de détournement de certaines protéines cellulaires, qui sont souvent des
partenaires des protéines de structure virale Gag et Env. Le VIH-1 se transmet de deux
facons dans un organisme : par particules libres ou par transfert de cellule a cellule via une
structure appelée synapse virologique. Ce dernier moyen de propagation est considéré
comme le plus efficace et prédominant in vitro. Nous avons précédemment identifié DIg1,
I’homologue humain de la protéine « Discs Large » de la drosophile, comme un nouveau
partenaire de la protéine Gag du VIH-1. Dans ce contexte, nous avons étudié le réle de Dig1
dans les deux modes de transmission du VIH-1 dans des lymphocytes T, cellules cibles
naturelles du virus, ou I’extinction stable de Dlg1 est obtenue avec un vecteur shRNA. Nous
avons montré que le virus se propage plus efficacement dans les cellules n’exprimant pas
Dig1. Des observations en microscopie confocale nous ont révélé que I’absence de Dig1
n’empéchait pas la formation de la synapse virologique, et des analyses quantitatives nous
ont montré que I’efficacité de la transmission de cellule-a-cellule du virus n’était également
pas affectée. La meilleure efficacité de propagation en absence de Dlg1 résulte d’une
augmentation significative de l’infectivité des particules reldchées. Ce phénotype des
particules virales correspond a une augmentation de leur contenu en cholestérol qui
permettrait d’augmenter I’efficacité de la fusion virus-cellule lors de I’étape d’entrée du
virus. Nous avons donc montré que DIg1 est un régulateur négatif de la transmission par
particules libres du VIH-1, et que la transmission cellule-a-cellule du virus parvient a
contourner cette régulation.

MOTS-CLES : VIH-1, Dlg1, synapse virologique, transmission cellule-a-cellule, transmission
par particules libres, cholestérol.
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Liste des abreviations

CA : Capside
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SIDA : Syndrome d’Immunodéficience Acquise
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SV : Synapse Virologique



Tat : Transactivator of Transcription

TAR : Tat Responsive Element
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Tsg101: Tumor Susceptibility Factor 101

Vif : Virion infectivity factor

Vpr : Viral protein R

Vpu: Viral protein U

VIH : Virus de I'lmmunodéficience Humaine
VIS : Virus de I’'lmmunodeéficience Simienne
VLP : Virus-Like Particle

ZAP70 : Zeta-Chain Associated Protein Kinase of 70 kDa
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INTRODUCTION




I- Le virus de 'immunodéficience humaine (VIH)

Le VIH appartient a la famille des Retroviridae, et plus particuliérement au genre
Lentivirus. Il est responsable du syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA), une maladie
liee a un déficit immunitaire causé par la destruction prolongée de lymphocytes T CD4+ (LT
CD4+) au cours de I’infection virale. L’organisme est alors vulnérable a certains pathogeénes
normalement contrélés par le systéme immunitaire: ce sont des infections dites

opportunistes.

En 1981 aux Etats-Unis, le CDC (Center for Disease Control) identifie les premiers cas de
personnes atteintes d’'une maladie rare affectant leur systéme immunitaire. Ce syndrome
rendait les patients particuliéerement sensibles a différents agents pathogénes normalement
peu infectieux, qui provoquaient alors des affections graves comme des pneumonies ou
encore une forme de cancer appelée sarcome de Kaposi. Il apparait rapidement que la

cause de ce syndrome est un virus transmissible par le sang et par voie sexuelle.

Le virus responsable du SIDA fut isolé la premiere fois en 1983 par I’équipe du
professeur Montagnier a partir de lymphocytes ganglionnaires d’un patient atteint de
lymphoadénopathie (Barre-Sinoussi et al.,, 1983). Aux Etats-Unis, le professeur Robert Gallo
réalise I’isolement de la méme souche virale dans la méme période (Popovic et al., 1984).
Initialement appelé « Lymphadenopathy Associated Virus » ou encore « Human T-
lymphotropic virus-3 » (HTLV-3), le virus fut nommé Virus de I'lmmunodéficience Humaine
de type 1 (VIH-1) en 1986. Au cours de la méme année est découvert un nouveau virus : le
VIH-2, présentant environ 40% d’homologie avec le VIH-1 mais étant nettement moins
infectieux (Clavel et al., 1986).

La SIDA est une maladie sexuellement transmissible, mais sa transmission peut aussi
avoir lieu par le sang et le lait maternel. Au niveau individuel, I'utilisation du préservatif et
le dépistage des personnes exposées a un quelconque facteur de risque sont deux mesures
principales préconisées par I’OMS pour réduire le risque d’infection a VIH. Actuellement,
aucun vaccin ne peut prévenir d’une infection par le VIH et celle-ci ne peut pas étre guérie.
Cependant, des traitements efficaces utilisant des cocktails de différents antirétroviraux ont
vus le jour et permettent aux patients de mener une vie productive et en bonne santé. Ces

traitements ne permettent pas de supprimer totalement le virus de I’organisme, car ils ne



sont pas efficaces pour éradiquer le virus qui est contenu dans des réservoirs,
principalement dans les LT CD4+ mémoires latents (Alexaki et al., 2008; Dahl et al., 2009;
Geretti, 2006). De plus, dans les pays a revenus faibles ou intermédiaires, des millions de

personnes attendent toujours un accés au traitement.

L’infection a VIH représente actuellement une pandémie mondiale. Selon I’'OMS, il y
avait environ 33 millions de personnes vivant avec le VIH en 2009, dont plus de 60% en
Afrique subsaharienne. Plus de 25 millions des personnes sont mortes du SIDA au cours de
ces trois derniéeres décennies, ce qui fait de I’infection par le VIH une des maladies les plus
mortelles au monde. La recherche sur ce virus reste donc actuellement une des priorités

mondiales afin de pouvoir endiguer cette pandémie.|

Proche de certains isolats du Virus d’Immunodéficience Simienne (VIS) chez le
chimpanzé, I’origine du VIH est due a plusieurs transmissions inter-espéces indépendantes
ayant eu lieu en Afrique centrale et en Afrique de I'ouest (Corbet et al., 2000). La théorie
actuelle propose que ces transmissions zoonotiques aient probablement eu lieu lors de la
capture de primates pour servir de gibier ou d’animal de compagnie. Des blessures et des
morsures de primates infectés par le VIS ont alors pu entrainer une exposition a du sang
contaminé. Ce sont plusieurs événements de transmission indépendants de primates a
humains qui auraient généré de nombreux lignages de VIH-1, créant une grande diversité
de virus (Sharp et al., 2001).

Le VIH-1 présente une importante variabilité génétique. Les différents variants sont
classés en 3 groupes : le groupe M (« major »), principal responsable de la pandémie, le
groupe O (« outlier ») et le groupe N (non-M non-O). Le groupe M comprend lui-méme 9
sous-types (ou clade) allant de A a K, et plus d’une trentaine de formes recombinantes. Si
dans les pays du nord le type B est prédominant, a I’échelle du monde il représente moins
de 10% des virus circulants (Geretti, 2006).

L’évolution de I’infection a VIH-1 est suivie en mesurant le nombre de LT CD4+ sanguins,
cellules cibles du virus, ainsi que la charge virale qui correspond a la quantité de virus
présente dans le sang. En I’absence de traitement, la cinétique d’infection chez les patients

contaminés par le VIH-1 est séparée en 3 phases.

La primo infection va du premier contact avec le virus a la mise en place de la réponse

immunitaire, en particulier la production d’anticorps : c’est la séroconversion. Elle dure
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quelques semaines, au cours desquelles le virus se multiplie trés activement dans le sang, ce
qui a pour conséquence une chute rapide et transitoire du taux de LT CD4+. Lorsque la
réponse immune se met en place, le taux de LT CD4+ se stabilise puis se rétablit

partiellement.

La seconde phase est appelée phase asymptomatique car les personnes infectées ne
présentent aucun signe clinique de I’infection. Elle consiste en I’établissement d’une
infection chronique ou le renouvellement constant des LT CD4+ permet de contréler la
charge virale et ainsi de garder un équilibre qui peut durer une dizaine d’années.
Cependant, la destruction des LT CD4+ par le virus entraine une diminution progressive de

leur nombre.

C’est alors que vient la derniere phase : le stade SIDA ou le taux de LT CD4+ passe sous le
seuil critique de 200 cellules/mm’ de sang, entrainant un rebond de la virémie. Cette
immunosuppression conduit a I’apparition de maladies opportunistes ou de certains types
de cancers, allant méme jusqu’a la destruction de cellules neuronales chez certains patients.
Le stade SIDA dure en moyenne 1 a 3 ans, a l’issue duquel les maladies opportunistes sont

responsables de la mort du patient.

Le VIH-1 est un virus enveloppé a symétrie icosaédrique de 80 a 120 nm de diamétre. Les
particules virales infectieuses sont composées d’un assemblage de diverses protéines

associées a I’ARN et a I’enveloppe du virus.

L’enveloppe du virus est constituée d’une bicouche lipidique d’origine cellulaire dans
laquelle sont ancrées les glycoprotéines d’enveloppe : la sous unité transmembranaire gp41
et la sous unité de surface gp120, liées entre elles de facon non covalente et regroupées en
trimere. La surface du virus contiendrait en moyenne seulement une dizaine de triméres de
protéines d’enveloppe (Zhu et al., 2003). D’autre part, de nombreuses protéines cellulaires

sont aussi retrouvées au sein de I’enveloppe du VIH-1 (pour revue : (Ott, 2008).

Sur la face intérieure de I’enveloppe, on retrouve une couche protéique formée par la
protéine de matrice MA-p17. Ensuite vient la capside de forme conique dans les virus
matures, et composée de la protéine de capside CA-p24. Elle renferme le matériel génétique,
qui est composé de deux molécules d’ARN simple brin identiques associées a la protéine de
nucléocapside NC-p7. Les enzymes virales protéase, intégrase et transcriptase inverse sont

contenues dans la particule virale. Enfin, les protéines auxiliaires Vif (Virion infectivity



factor), Vpr (Viral protein r) et Nef (Negative factor) sont également incorporées dans les

virions.

La taille du génome du VIH-1 est de 9,2 kilobases. Ce génome posséde neuf génes qui
génerent 15 protéines virales. Parmi ceux-ci on retrouve les génes communs a tous les
rétrovirus : gag, pol et env qui codent pour des précurseurs protéiques qui donneront en
tout naissance a 9 protéines virales apres clivage. Les 6 autres genes, Vif, Vpr, Vpu, Rev, Tat

et Nef, codent pour des protéines auxiliaires ou régulatrices.

Apres I’étape de transcription inverse, I’ADN proviral est encadré de deux structures a
chaque extrémité appelées séquences terminales répétées (LTR pour Long Terminal Repeat).
Les LTR comprennent trois régions, U3, R et U5 qui comportent les éléments de régulation
indispensables a la réplication virale. Bien que ces séquences soient identiques, elles ne
jouent pas le méme réle. Le LTR a l’extrémité 5’ contient le promoteur permettant
I’expression du génome viral et celui a I’extrémité 3’ apporte le signal de polyadénylation.
Ces séquences interviennent aussi dans le processus d’intégration du provirus dans le
génome cellulaire. Au niveau des transcrits, elles contiennent plusieurs sites actifs reconnus
par la protéine virale Tat et divers facteurs de transcription cellulaire qui modulent la

transcription du VIH-1 (cf. Etapes tardives du cycle viral).

Le géne gag (group specific antigen) code pour les protéines de structure de la particule
virale. Il est traduit en un précurseur polypeptidique de 55 kDa (Pr55Gag ou plus
simplement Gag) qui a un réle primordial dans I’assemblage et la libération des particules
de VIH-1. La synthese de la polyprotéine Gag est cytosolique, puis elle est rapidement
retrouvée a la membrane plasmique. La myristylation de la protéine a son extrémité N-
terminale permet son attachement a la membrane plasmique, a la suite duquel les

protéines Gag vont se multimériser.

Lors de la maturation des particules virales, le précurseur Gag est clivé par la protéase
virale (codée par le géne pol). Ce clivage géneére la protéine de matrice MA-p17, la protéine
de capside CA-p24, la protéine de nucléocapside NC-p7 et enfin la protéine p6. La protéine
p6 permet le détachement des virions de la membrane plasmique et empéche leur

aggrégation lors du bourgeonnement viral (Demirov et al., 2002). De plus, p6 interagit



directement avec la protéine Vpr permettant ainsi son incorporation dans les virions
(Bachand et al., 1999).

Le géne po/ (polymérase) est exprimé sous forme d’un précurseur commun avec le géne
gag (Gag/Pol) qui est clivé lors de I’'étape de maturation du virion par la protéase, qui fait
partie intégrante de ce précurseur. Gag/Pol est produit par décalage de cadre de lecture du
ribosome a I’extrémité 3’ de I’ARN génomique viral dans 5% des cas de traduction virale. Le

géne pol code pour les trois enzymes virales, qui sont incorporées dans le virus :

* La transcriptase inverse, une ADN polymérase ADN et ARN dépendante, qui
assure la transcription de I’ARN viral en ADN. Elle est aussi pourvue d’une
activité RNAse H.

= L’intégrase, qui permet a I’ADN viral rétrotranscrit de s’intégrer dans le génome

de la cellule hote.

» La protéase, qui permet la maturation des particules virales relachées en clivant
les précurseur Gag et Gag/Pol lors du bourgeonnement et apreés la libération des
virions. La protéase est active sous forme de dimere, mais elle doit déja agir en
tant que partie intégrante du précurseur Gag/Pol pour s’auto exciser de ce

précurseur.

Le géne env (enveloppe) code pour une polyprotéine (gp160) qui est clivée en deux
produits : la glycoprotéine de surface gp120 et la glycoprotéine transmembranaire gp41.
Ces protéines jouent un réle essentiel dans le cycle de réplication du virus en se liant au
récepteur (CD4) et corécepteurs (CXCR4 et CCR5) cellulaires du virus et en permettant la

fusion entre la membrane virale et la membrane cellulaire lors du processus d’entrée.

Apres synthese dans le réticulum endoplasmique, la polyprotéine Env est transportée
dans I’appareil de Golgi ou elle est clivée par des protéases de type furine pour donner les
protéines d’enveloppe gp120 et gp41. La région du gene env qui code pour la gp120 est
composée de 5 domaines constants (C1-C5) alternés avec 5 domaines variables (V1-V5). Le
regroupement des régions C1, C3 et C4 dans la structure tertiaire de la gp120 forme le site
de liaison a la protéine CD4 (Checkley et al., 2011). La gp41 contient quant a elle un
peptide de fusion a I’extrémité N-terminale, ainsi que deux région hydrophobes qui forment
des structures en hélice-_. Ces éléments sont responsables de la fusion des membranes virales

et cellulaires. La gp41 présente également une région transmembranaire composée
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d’environ 25 acides aminés trés conservés, et une région intracytoplasmique a I’extrémité C-
terminale. Cette derniére contient des motifs d’interaction avec les complexes AP (Adaptator
Protein) qui sont importants pour le trafic intracellulaire des protéines d’enveloppe (Wyss et

al,, 2001).

Durant I’assemblage, le complexe gp41/gp120 est incorporé en trimére dans la

membrane lipidique du virus naissant.

Le VIH-1 est qualifié de rétrovirus complexe car en plus des génes Gag Po/ et Env
communs a tous les rétrovirus, il code pour des protéines de régulations (Tat et Rev) et des
protéines auxiliaires (Nef, Vif, Vpr et Vpu). Contrairement aux protéines régulatrices
nécessaires aussi bien in vitro que in vivo, les protéines auxiliaires ne sont pas nécessaires a
la réplication du virus in vitro, mais sont essentielles in vivo. Ces protéines permettent
d’adapter I’environnement cellulaire afin de le rendre favorable a la réplication virale. En
particulier, les protéines auxiliaires Vif, Vpr et Vpu contrecarrent des facteurs de restriction,

protéines cellulaires qui inhibent différentes étapes de la réplication virale.

> Protéines requlatrices

. Tat (transactivator of transcription) est une protéine multifonctionnelle codée par
deux exons. Il s’agit d’un puissant transactivateur : Tat se lie a I’ARN viral au niveau d’une
région structurée appelée TAR (Tat Responsive Element) et permet I’élongation des ARNm

viraux (Romani et al., 2010).

. Rev (regulator of virion expression) est une protéine navette qui permet d’exporter
les ARN viraux hors du noyau, empéchant leur épissage. Les ARNm ne peuvent normalement
pas étre exportés sans avoir été épissés. Rev est donc indispensable pour la formation des
protéines dont I’ARN n’est pas épissé (Gag et Pol), et pour I’export de I’ARN génomique
(Suhasini and Reddy, 2009).

> Protéines auxiliaires

. Nef (negative factor) est une protéine qui régule l’expression de surface des
protéines cellulaires CD4 et CMH-1 (Complexe Majeur d’Histocompatibilité de classe 1),

permettant ainsi au virus de prévenir la destruction de la cellule infectée par des LT
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cytotoxiques. Nef joue également de nombreux autres rdles lors du cycle viral (pour revue :
(Foster et al., 2011)).

. Vif (virion infectivity factor) dégrade le facteur de restriction APOBEC3G, une enzyme
cellulaire créant des hypermutations dans I’ADN viral néosynthétisé au cours de la
transcription inverse, le rendant totalement inactif. Pour cela, Vif entraine I’'ubiquitinylation

de APOBEC3G et sa dégradation par le protéasome (Yu et al., 2003).

. Vpr (Viral protein R) est une protéine incorporée dans les particules virales. Sa
présence est requise lors des étapes précoces du cycle viral, ou elle participe a I'import
nucléaire de I’ARN viral (Le Rouzic and Benichou, 2005). De plus, il a été montré que Vpr
détourne I’E3 Ubiquitine ligase CUL4A en interagissant avec la protéine DCAFI1 et
dégraderait une cible non connue a ce jour, entrainant I’arrét du cycle en phase G2 et la

mort cellulaire (Maudet et al., 2011).

. Vpu (Viral protein U) est exclusive au VIH-1. Elle permet la dégradation du CD4 de la
cellule infectée, permettant aux particules virales qui bourgeonnent de ne pas étre bloquées
par l'interaction avec le récepteur cellulaire. Vpu permet aussi d’augmenter la capacité de
reldéchement des particules virales en inactivant la tetherine, un facteur de restriction
cellulaire qui retient les virus produits a la surface de la membrane plasmique (Neil et al.,
2008).

Les principales cellules cibles du VIH sont les cellules du systéme immunitaire,
principalement les LT CD4+ (LT CD4+) mais aussi les monocytes et macrophages. Il a été
décrit que les cellules dendritiques (DC) peuvent également étre infectées, mais a une
fréquence bien plus faible. Cependant, ce point reste débattu pour savoir si le VIH-1 est juste
internalisé dans les DC, ou s’il les infecte réellement (Piguet and Steinman, 2007). Le
tropisme particulier du virus est intimement lié a sa pathogenése car c’est la destruction des

LT CD4+ qui est a I’origine de I'immunodeéficience séveére qui caractérise la phase SIDA.

Le tropisme du VIH-1 pour ces cellules est déterminé par la protéine gp120 qui va se lier
a la molécule CD4, le récepteur du VIH-1 exprimé a la surface des cellules cibles.
L’expression des corécepteurs CXCR4 ou CCR5 qui sont tous deux des récepteurs de
chimiokines est également indispensable pour I’entrée du virus dans la cellule. La région
hypervariable V3 de la protéine d’enveloppe de surface gp120 interagit avec le corécepteur,
CCR5 ou CXCR4 selon la souche virale. Les souches virales « T » ou X4 tropiques utilisent la

molécule CXCR4 exprimée par les LT CD4+ et les souches « M » ou R5 tropiques utilisent la
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molécule CCR5 exprimée par les macrophages, les LT CD4+ et les DC. De maniére
intéressante, il a été montré qu’au cours de la primo-infection, on retrouve principalement
des souches R5 tropiques (Zhu et al., 1993). Ensuite, des souches R5X4 tropiques (qui
peuvent utiliser CCR5 ou CXCR4 comme corécepteur) apparaissent au cours de la phase
asymptomatique, et enfin la population virale évolue vers des souches qui sont toutes R5X4

ou uniquement X4 tropiques lors de la phase SIDA (Gorry and Ancuta, 2011).

II- Cycle de réplication du VIH

Classiquement, le cycle de réplication du VIH-1 est séparé en deux phases : les phases
précoces allant de I’entrée du virus jusqu’a I’intégration du génome viral, et les phases
tardives allant de la transcription des protéines virales jusqu’a la libération de nouveaux

virus.

= Entrée virale

L’entrée virale est la premiére étape du cycle du VIH-1. Elle est initiée par la fixation
du virus a son récepteur cellulaire CD4 par I'intermédiaire de la protéine d’enveloppe virale
gp120. Cette interaction va entrainer un changement de conformation de la protéine
d’enveloppe qui va alors pouvoir interagir avec I’'un des deux corécepteurs, CCR5 ou CXCR4.
Cette nouvelle interaction conduit a d’autres modifications structurelles des protéines
d’enveloppe qui vont permettre I’exposition du peptide de fusion situé a I’extrémité N-
terminale de la sous unité gp41. Ce peptide va alors s’insérer dans la membrane plasmique
de la cellule cible et conduire a la fusion des membranes virales et cellulaires. La capside

virale est alors délivrée dans le cytoplasme.

= Deécapsidation et transcription inverse

L’entrée du virus est suivie par les étapes de décapsidation de la particule virale et de
transcription inverse. Le virus est progressivement désassemblé dans le cytoplasme, et
transformé en « complexe de transcription inverse » au sein d’une capside déstructurée,
contenant les deux molécules d’ARN simples brins qui composent le génome du VIH-1 et les
enzymes virales, dont la transcriptase inverse. C’est dans ce complexe multiprotéique que
I’étape de transcription inverse est réalisée, permettant de convertir le génome sous forme
ARN simple brin en ADN double brin. Cette étape est réalisée par la transcriptase inverse a
partir d’une amorce d’origine cellulaire (ARNt”) qui se fixe a son site de liaison (primer
binding site), situé dans la région U5 au niveau de l’extrémité 5’ de I’ARN viral. La

transcriptase inverse posséde trois activités: une activité ADN polymérase ARN dépendante,
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une activité RNase H qui dégrade sélectivement le brin d’ARN dans un hybride ADN/ARN et
une activité ADN polymérase ADN dépendante.

De nombreuses mutations du génome viral peuvent apparaitre durant cette étape,
du fait que I’enzyme transcriptase inverse ne possede pas d’activité de relecture exonucléase
3’-5’ et qu’elle passe d’un brin a I’autre durant le processus de transcription inverse. Ceci
contribue a la création d’une grande variabilité de la population virale au sein d’un seul et

méme individu (Ramirez et al., 2008).

» Import nucléaire et intégration

Le VIH-1, et les lentivirus en général, sont capables d’infecter des cellules qui ne se
divisent pas, comme les LT latents ou encore les macrophages. Cette propriété est associée a
leur capacité a entrer de facon active dans le noyau. L’ADN complémentaire nouvellement
synthétisé associé a la MA-p17, I’intégrase, la transcriptase inverse et a Vpr forme un
complexe nucléoprotéique : le complexe de pré-intégration (pre-integration complex PIC).
Ce complexe est activement transporté dans le noyau de la cellule infectée via les pores
nucléaires, notamment grdce a l’interaction de Vpr avec les nucléoporines. La MA-p17 et
I’intégrase interagissent également avec des importines, responsables de I’import de grosses

protéines dans le noyau (Bukrinsky, 2004).

Une fois le PIC dans le noyau, I'intégrase virale catalyse I’insertion de I’ADN viral dans le
chromosome de la cellule héte. Le virus est alors sous sa forme de provirus. L’intégration est
non ciblée, mais il a été montré que I’ADN proviral s’intégrait préférentiellement dans des

zones transcriptionnellement actives (Han et al., 2004).

= Transcription et traduction des protéines virales

L’ADN viral étant intégré, la transcription des génes viraux va commencer, a partir
du promoteur contenu dans la région 5’ du LTR. Dans un premier temps, la transcription est
réalisée sous le contréle de facteurs cellulaires : I’ARN polymérase Il se lie a la matrice ADN
via divers éléments de la région U3 du LTR. Ensuite, c’est la protéine Tat qui va assurer
I’efficience de la transcription virale en se fixant sur la région TAR du LTR présente en 5’ de
I’ARNm viral et favorisant I’élongation des transcrits (Berkhout et al,, 1989). En effet, Tat
recrute différentes protéines cellulaires a I’origine d’un remodelage de la chromatine et de
I’activation par phosphorylation de I’ARN polymérase 1l, augmentant [’activité
transcriptionnelle de 2 logs (Deng et al., 2000). Les produits de la transcription sont soit

épissés pour servir d’ARNm codant pour les différentes protéines virales, soit utilisés comme
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ARNs génomiques et incorporés dans les nouvelles particules virales. Les transcrits non
épissés du VIH-1 sont exportés vers le cytoplasme par un mécanisme de transport qui est

dirigé par la protéine virale Rev (comme décrit précédemment).

= Assemblage des particules virales

Les protéines virales nouvellement synthétisées et deux copies d’ARN génomique
simple brin s’assemblent pour former des particules virales. Dans les lymphocytes T,
I’assemblage a lieu au niveau de la membrane plasmique (Bieniasz, 2009). Dans les
macrophages, il a été montré que les nouveaux virus se forment dans des compartiments
intracellulaires qui portent des marqueurs des endosomes tardifs et des corps
multiveésiculaires, comme les tétraspanines (Ono et al., 2004, Ono and Freed, 2004;
Pelchen-Matthews et al., 2003). Néanmoins, des études ont ensuite montré que ces
compartiments internes assimilés a des endosomes représentaient en réalité des
invaginations de la membrane plasmique, accessibles a des colorants cellulaires

imperméables a la membrane (Bieniasz, 2009; Deneka et al., 2007; Welsch et al., 2007).

L’assemblage de nouvelles particules de VIH-1 est régulé a la fois par des facteurs
viraux et des facteurs cellulaires, mais c’est principalement la protéine virale de structure
Gag qui est responsable de I'assemblage. En effet, son expression seule dans des cellules
eucaryotes conduit a I'assemblage, le bourgeonnement et le relargage de particules
appelées « virus like particles » (Gheysen et al., 1989). Apres leur synthese, les protéines Gag
et Gag/Pol vont s’insérer dans la membrane plasmique gréce a leur groupement myrisryl et
I’interaction de la MA avec un phospolipide du feuillet intracellulaire de la membrane
plasmique, le phosphatidylinositol 4,5-diphosphate (Ono et al,, 2004). Ces protéines vont
ensuite se multimeriser par les domaines CA et recruter les molécules d’ARN génomique qui
interagissent avec un motif de la nucléocapside NC. Les polyprotéines Gag et GagPol
interagissent entre elles par des séquences similaires a celles impliquées dans les
interactions Gag-Gag. La formation de nouveaux virus correspond au rassemblement de ces

protéines avec I’ARN viral et les protéines d’enveloppe.

Pour expliquer I’incorporation des triméres d’enveloppe dans les virions naissants, il
existe actuellement plusieurs modéles (Checkley et al., 2011). Le premier correspond a une
incorporation de maniére passive, due a une simple colocalisation des protéines Env et Gag
au niveau des sites d’assemblage. Un second modéle propose qu’une interaction directe
entre le domaine MA de Gag et le domaine Cter de la gp41 soit responsable de
I’incorporation de I’enveloppe, tandis qu’un troisiéme modéle propose que ce soit une
interaction indirecte entre Gag et Env. Dans ce dernier modele, il s’agirait de la protéine

cellulaire Tip47 qui connecterait les deux protéines virales. En effet, en I’absence de cette

15



protéine, un défaut de l’incorporation de I’enveloppe au sein des virions a été observé
(Lopez-Verges et al., 2006).

D’un point de vue quantitatif, on sait désormais qu’une dizaine de triméres
d’enveloppe seulement sont en moyenne incorporés dans les virions naissants (Zhu et al.,
2003).

* Bourgeonnement et maturation des particules virales

La derniére étape du cycle du VIH-1 correspond au bourgeonnement, c’est-a-dire a
la libération des particules virales immatures dans le milieu extracellulaire. La protéine Gag
joue la encore un réle essentiel en recrutant les protéines cellulaires nécessaires au
processus de bourgeonnement. En effet, Gag détourne la machinerie ESCRT (Endosomal
Sorting Complex Required for Transport) qui est normalement impliquée dans la cytokinése
et la biogenése des corps multivésiculaires (Carlton and Martin-Serrano, 2007; Gruenberg
and Stenmark, 2004). Cette machinerie est composée de 4 complexes multiprotéiques :
ESCRT 0, ESCRT I, ESCRT Il et ESCRT Il ainsi que de facteurs associés tels qu’Alix et I’ATPase
Vps4 qui a un réle de recyclage des protéines ESCRT. Ce sont ces protéines qui assurent la

séparation entre le virion naissant et la membrane cellulaire.

Le domaine p6 de Gag posséde deux motifs fonctionnels impliqués dans le
reldchement des particules : les motifs « L » (ou Late domains) qui interagissent avec les
membres de la machinerie ESCRT. Les motifs P(T/S)AP et YPLTSL interagissent
respectivement avec la protéine Tsg101 (Tumor susceptibility gene 101) du complexe ESCRT
I (Martin-Serrano et al., 2001) et la protéine adaptatrice Alix (Fujii et al., 2007). La
mutation de ces motifs ou la suppression de Tsqg101 bloque totalement la libération de
nouveaux virus, ceux-ci restant attachés a la membrane cellulaire. L’interaction de Gag avec
ces deux protéines permet de recruter le complexe ESCRT Ill. Il est désormais admis que le
réle des ESCRT dans le bourgeonnement viral est d’induire la formation du bourgeon qui est
ensuite scindé par ESCRT Ill qui va cliver le fin morceau de membrane reliant encore le virus

a la cellule.

Le virus est alors libre dans le milieu extracellulaire et va subir I’étape de maturation.
Les précurseurs polyprotéiques Gag et Gag/Pol sont clivés par la troisieme enzyme virale : la
protéase. Ce clivage est responsable d’un changement morphologique visible en
microscopie électronique : le cceur du virus, en forme d’anneau dans les particules
immatures, devient conique apreés le clivage par la protéase. Cette ultime étape dans le cycle
du virus est absolument nécessaire pour créer des virus infectieux. Les virions sont alors

matures et vont pouvoir commencer un nouveau cycle d’infection.
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Avec cette vue d’ensemble sur le cycle viral du VIH-1, on se rend compte que de
nombreuses interactions interviennent entre les protéines virales et des protéines cellulaires.
Cependant, les protéines cellulaires ne sont pas les seules a influencer le cycle viral : les

lipides sont aussi mis a profit par le virus.

Le VIH-1 doit traverser la membrane lipidique a deux reprises durant son cycle de
réplication : lors de I’entrée (fusion membranaire) et lors de la sortie (fission membranaire)
de la cellule héte. Dans les deux cas, les lipides tels que le cholestérol et les sphingolipides

qui composent les membranes virales et cellulaires jouent un réle important.

Les membranes lipidiques ne sont pas des entités homogeénes. Elles sont composées de
micro-domaines ayant chacun une composition lipidique et protéique spécifique. Les
radeaux lipidiques sont des petits domaines de 10 a 200nm, hautement dynamiques,
enrichis en cholestérol et sphingolipides (Pralle et al,, 2000). Ils constituent des plateformes
associées a la membrane plasmique, au sein desquelles sont concentrés des lipides et
protéines, favorisant ainsi leurs interactions. Les radeaux lipidiques sont impliqués dans de
nombreuses fonctions, comme le trafic membranaire, la polarisation et les mouvements

cellulaires, ou encore la formation de la synapse immunologique.

On sait que de nombreux virus utilisent les micro-domaines au cours de leur cycle de
réplication. Pour les virus enveloppés en particulier, les récepteurs cellulaires sont souvent
associés a ces micro-domaines, comme pour le virus de I’herpés (Bender et al., 2003) et
interviennent dans les mécanismes d’entrée de ces virus. Dans le cas du VIH-1, il a été
montré que le récepteur cellulaire CD4 est associé aux radeaux lipidiques (Kozak et al.,
2002; Popik et al., 2002). Lorsqu’un mutant de CD4 ne pouvant plus s’associer a ceux-ci est
utilisé, I’infection par le VIH-1 est inhibée dans les LT CD4+ (Del Real et al, 2002),

démontrant un réle des radeaux lipidiques dans I’entrée du virus.

Au niveau des étapes tardives du virus, il a été montré que le marqueur ganglioside GM1
des radeaux lipidiques colocalise avec la protéine virale Gag (Ono and Freed, 2001) et que
Gag est associé a des complexes de haut contenu lipidique qui résistent aux détergents
(DRM : detergent-resistant membrane). De plus, si I’on perturbe les radeaux lipidiques, il y
a un défaut de production des particules virales di a un défaut de multimérisation de la
polyprotéine virale Gag. Ces résultats indiquent que I’assemblage des particules virales a

lieu au niveau des radeaux lipidiques.
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Le cholestérol est le principal stérol dans les cellules mammifeéres. Il est synthétisé dans le
réticulum endoplasmique et est retrouvé dans les deux feuillets de la membrane plasmique,
bien qu’il puisse avoir une distribution asymétrique. Il est connu pour pouvoir passer
spontanément d’un feuillet a I’autre. Pour étudier le réle du cholestérol, les études sont
souvent réalisées en utilisant des molécules comme la méthyl-_-cyclodextrine (m_CD), qui

enlévent le cholestérol des membranes lipidiques.

Il a été montré par différentes équipes que I’enveloppe lipidique du VIH-1 est enrichie en
cholestérol (Aloia et al., 1993; Brugger et al., 2006; Chan et al., 2008). En effet, le ratio
cholestérol sur phospholipides totaux de la membrane virale est 2,5 fois supérieur a celui de
la membrane plasmique de la cellule héte. Cet enrichissement constitue le premier indice du

réle du cholesteérol dans le cycle du virus.

Il a également été prouvé que le cholestérol a la membrane plasmique de la cellule cible
est important dans différentes étapes du cycle viral. En effet, lorsqu’on utilise la m_CD sur les
membranes de cellules cibles du VIH-1, on observe une inhibition de I’infection par le VIH-1 (Liao et
al., 2001; Manes et al., 2000; Popik et al, 2002). La composition en cholestérol de la
membrane de la cellule cible affecte donc I’entrée du virus. L’utilisation de m_CD sur des
cellules produisant du virus entraine quant a elle une diminution de la production et de
I’infectiosité des particules virales (Waheed and Freed, 2009), indiquant un autre réle du
cholestérol membranaire, mais dans les étapes tardives cette fois. De plus, une autre étude
a mis en évidence que I’altération de la composition des membranes cellulaires en
cholestérol entraine une inhibition de la liaison de la protéine Gag a la membrane

plasmique ainsi que sa multimérisation (Ono et al., 2007).

Le cholestérol contenu dans les particules virales semble lui aussi avoir un réle crucial
pour le virus (Waheed and Freed, 2009). En effet, une étude a montré que si I’on diminue la
quantité de cholestérol dans I’enveloppe lipidique du virus de 50% en utilisant la m_CD, on
observait une diminution de 50% de I’infectiosité des virus (Campbell et al., 2002). Une autre
étude a obtenu des résultats plus drastiques : pour une diminution de 20% du contenu en
cholesteérol du virus, son infectiosité est diminuée de 80% (Guyader et al., 2002). Dans ce
dernier cas, les auteurs ont montré que le virus peut toujours se lier a la membrane
plasmique, mais ne peut pas entrer, suggérant un probléme lors de la fusion membranaire.
Le cholestérol dans le virus est donc important pour son infectiosité, son entrée dans la

cellule et plus précisément sa capacité de fusionner avec la cellule cible.
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En conclusion, les radeaux lipidiques et plus particulierement le cholestérol sont
impliqués a la fois dans les étapes précoces et tardives du cycle de réplication du VIH-1. La
perturbation des radeaux lipidiques avec des agents réduisant le cholestérol inhibe la fusion

et 'assemblage du virus.

Illl-  La transmission du VIH-1 entre lymphocytes T

La transmission du virus constitue le lien entre la fin des étapes tardives d’un cycle,
aboutissant a la libération de nouveaux virus, et le commencement des étapes précoces par
I’entrée de ces virus dans une cellule cible, initiant ainsi un nouveau cycle viral. Le VIH-1
utilise deux principaux modes de transmission pour infecter des LT: la transmission par virus

libres et le transfert direct de cellule-a-cellule.

La transmission par particules libres correspond a I’image classique de la transmission
du VIH-1 : les virus bourgeonnent au niveau de la membrane plasmique d’une cellule
infectée et sont libérés dans le milieu extracellulaire. lls vont ensuite se fixer au récepteur
CD4 d’une nouvelle cellule cible afin d’initier un nouveau cycle d’infection. L’interaction du
VIH-1 avec ses cellules hotes a longtemps été étudiée a I’aide de particules virales en milieu
liquide, ne tenant compte que de la transmission par particules libres. Des études plus
récentes ont cependant permis de mettre en évidence le réle des contacts cellulaires entre

une cellule infectée et une cellule cible pour la transmission du virus.

Le transfert du VIH-1 de cellule-a-cellule se fait principalement par I’'intermédiaire de

structures appelées synapse virologique (SV) (Chen et al., 2007; Jolly et al., 2004).

La SV est définie comme une structure intercellulaire adhésive stable qui est initiée
quand la protéine d’enveloppe virale exprimée a la surface de la cellule infectée interagit
avec les récepteurs CD4 de la cellule non infectée. C’est gréce a ce contact étroit entre une
cellule infectée et une cellule saine que le virus est transmis. En effet, suite au contact, les
virus bourgeonnent et sont libérés au niveau de la fente synaptique. L’infection de la cellule
cible est alors facilitée par la proximité créée par la SV entre la cellule effectrice et la cellule

cible.

Ex vivo, il a été démontré que la transmission cellule-a-cellule du VIH-1 est le moyen
prédominant de propagation du virus dans des cultures de LT. En effet, il a été démontré

que la propagation du virus est drastiquement réduite quand on empéche les contacts
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cellulaires entre LT (Martin et al., 2010; Sourisseau et al., 2007). La transmission par
particules libres est nettement moins efficace que la transmission directe de cellule a cellule,
d’un facteur 10 selon Sourisseau et al. 2007 a un facteur 100 pour Chen et al. 2007. Dans le
cadre de la SV, la proximité de la cellule cible et la polarisation des récepteurs favorisent
une transmission efficace. En effet, le transfert par particules libres, le virus est relargué
dans le milieu extracellulaire et la probabilité qu’il rencontre une cellule cible et se lie a son
récepteur est trés différente et demande plus de temps : c’est I’étape limitante de ce type de
transfert. D’autre part, les particules qui viennent de bourgeonner ne sont pas
immédiatement infectieuses. C’est I’étape de maturation qui correspond au clivage des
précurseurs protéiques par la protéase qui doit encore avoir lieu pour aboutir a la structure
finale du VIH-1 et ainsi a des virions infectieux. Durant toute la période ou les virus se
trouvent dans le milieu extracellulaire, ils sont exposés aux anticorps générés par I’hbte, ce

qui va limiter I’efficacité de la propagation virale.

La transmission de cellule-a-cellule du VIH-1 présente quant a elle différents avantages
pour le virus. Le premier est une réplication plus rapide que par virus libre en facilitant
I’étape limitante de I’attachement viral. Le second est que ce mécanisme permettrait au
virus d’échapper a la réponse immune humorale (anticorps neutralisants et complément).
En effet, le transfert de cellule a cellule peut protéger le virus de la neutralisation par des
anticorps de patients qui reconnaissent les épitopes de |’enveloppe exposés pendant la
fusion (Chen et al., 2007; Hubner et al., 2009).

In vivo, le passage direct du virus d’une cellule infectée a une cellule non infectée est
estimé comme probablement trés important au sein des tissus ou les cellules sont en contact

étroit, comme dans les organes lymphoides.

La SV débute par le contact entre un LT infecté et un LT cible. Suite a ce contact, du céte
de la cellule infectée, les protéines virales Env et Gag s’accumulent a l’interface synaptique.
Du cété de la cellule cible, ce sont le récepteur CD4 et les corécepteurs CCR5 ou CXCR4 qui
sont recrutés. On retrouve aussi une polarisation des molécules d’adhésion : ICAM-1
(Intercellular Adhesion Molecule 1) sur la cellule infectée qui interagit avec I’intégrine LFA-1
(Lymphocyte Function-associated Antigen-1) de la cellule cible. La talline, protéine se liant
aux intégrines et a I’actine est elle aussi enrichie du céteé de la cellule cible. La formation de
la SV est actine et tubuline dépendante (Jolly et al., 2007b; Rudnicka et al., 2009). Le centre
organisateur des microtubules (MTOC) est relocalisé a la SV du cété de la cellule effectrice
(Jolly et al., 2011; Sol-Foulon et al., 2007), et I’actine permet le recrutement des récepteurs

et corécepteurs du coété de la cellule cible. De plus, I'utilisation de différents inhibiteurs des
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microfilaments d’actine ou des microtubules dans la cellule donneuse altere fortement la
polarisation des protéines virales Gag et Env (Jolly et al., 2004). Le cytosquelette joue donc
un réle important dans la formation de la structure de la SV, tant dans la cellule infectée

que dans la cellule cible.

Une étude a établi que les radeaux lipidiques riches en cholestérol et sphingolipides sont
aussi importants pour la formation de la SV (Jolly and Sattentau, 2005). Il a été montré que
les marqueurs des radeaux lipidiques GM1 et CD59 colocalisent avec la protéine
d’enveloppe du VIH-1 du cété de la cellule infectée. De plus, la déplétion en cholestérol dans
la cellule infectée entraine une dispersion de la protéine d’enveloppe et de GM1 au sein de
la membrane plasmique et élimine I’accumulation de Gag au site du contact cellule-cellule,

abolissant ainsi I’'assemblage de la SV.

Suite a la formation de la SV, le virus est libéré et transmis a la cellule cible pendant une
heure en moyenne et s’accumule dans des compartiments endosomaux de la cellule cible
(Hubner et al., 2009). D’aprés une récente étude, les particules virales internalisées sont
initialement immatures et non permissives a la fusion des membranes (Dale et al., 2011).
Cela entraine alors un délai de I’infection qui correspond au temps nécessaire au clivage des
précurseurs Gag et Gag/Pol par la protéase aboutissant a la formation de virions matures
qui vont pouvoir réaliser une fusion efficace des membranes virales et cellulaires. En effet, il
a été montré dans le cas de la transmission par virus libres que le stade de maturation des
particules virales est lié a leur capacité fusogénique (Murakami et al., 2004; Wyma et al.,
2004). Donc, selon ce modéle, la morphogenése du virus et le transfert dans la cellule cible
étant quasiment simultané, la maturation des virus a lieu dans des compartiments

endosomaux apreés leur transfert.

La formation de polysynapses entre une seule cellule T infectée et plusieurs LT CD4+
cibles a été décrite par Rudnicka et al. en 2009. Cette structure particuliére permet le
transfert simultané du virus a chaque contact cellulaire entre la cellule donneuse et les
cellules cibles. Ces structures pourraient intervenir dans les tissus lymphoides, ou une cellule

infectée peut potentiellement étre en contact avec de nombreuses cellules cibles.

Le VIH-1 usurpe des composants de la synapse immunologique (SI) pour assurer la
formation de la SV et ainsi sa transmission d’une cellule infectée a une cellule cible.

Historiquement, le concept de la SV a émergé par analogie avec Sl, et I’on sait aujourd’hui
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que si ces deux structures partagent des points communs, elles présentent également des

difféerences.

La SI est initiée par la reconnaissance d’un complexe peptide/CMH par le T cell receptor
(TCR). Des complexes comprenant le TCR, CD3 qui lui est associé, ainsi que des molécules de
signalisation vont alors se former au niveau de la synapse, formant un cSMAC (central
Supramolecular Activation Cluster). Celui-ci est entouré d’un pSMAC (peripherical
Supramolecular Activation Complex), principalement formé par l’interaction entre les
molécules LFA-1 et ICAM-1, qui a pour réle de stabiliser la structure de la SI et permettre

ainsi la bonne transmission du signal au niveau du cSMAC.

La SV est quand a elle initiée par la liaison de la glycoprotéine d’enveloppe du VIH-1
avec CD4 sur la cellule cible. Le TCR et les complexes peptide/CMH n’interviennent pas dans
la SV. Des études semblent évoquer cependant une organisation supramoléculaire similaire.
En effet, il a été montré dans un modéle in vitro de la SV que des amas microscopiques de
gp120 coalescent pour former une structure similaire au ¢SMAC de la SI (Vasiliver-Shamis et
al., 2008), et I’on peut observer en microscopie la formation d’un « bouton » de Gag lui
aussi évocateur du c¢SMAC (Hubner et al., 2009). De plus, une répartition des molécules
d’adhésion et de leurs ligands en pSMAC similaire a I’'lS mature a également été décrite
(Vasiliver-Shamis et al., 2008). Bien qu’il ait été montré qu’ICAM-1 et LFA-1 sont enrichies a
la SV et favorisent le transfert cellule-a-cellule du virus (Jolly et al., 2007a), I’organisation
en pSMAC n’a pas été confirmée dans un systéme purement cellulaire. De plus, si ces
protéines jouent un réle essentiel dans la Sl, elles ne semblent pas nécessaire dans la SV. Le
blocage de I’interaction entre ICAM-1 et LFA-1 a I’aide d’un anticorps n’a montré qu’un

effet tres modeste sur la transmission virale (Jolly et al., 2007a).

La SI est un contact cellulaire d’une grande stabilité et peut durer de trés nombreuses
heures. Cette longue durée est essentielle pour obtenir une activation compléte du LT. La
durée de la SV a été estimée a 60 minutes en moyenne, avec un transfert viral complétée
entiérement au bout de 3 heures (Chen et al., 2007; Jolly et al., 2004; Martin et al., 2010).
La SV semble donc étre une structure plus labile que la SI, ce qui peut s’expliquer par le fait
qu’un temps court est suffisant pour transmettre le virus, contrairement au temps nécessaire
pour une activation compléte du LT dans la SI. De plus, si une courte durée de la SV est
suffisante, un rapide désassemblage de celle-ci permet de libérer la cellule effectrice, de
transmettre le VIH-1 a d’autres cellules et augmenter ainsi la vitesse de propagation du

virus.

La kinase ZAP70 (Zeta-chain Associated Protein Kinase of 70kDa), essentielle pour la

formation de la SI et I’activation des LT, intervient aussi dans la SV. Dans le cas de la Sl,
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apreés activation du complexe TCR-CD3, la kinase Lck (Lymphocyte-specific protein tyrosine
kinase) est activée et induit le recrutement de ZAP70 au niveau du TCR ainsi que sa
phosphorylation. ZAP70 va alors a son tour phosphoryler et recruter différents substrats, ce
qui va conduire a une mobilisation du calcium intracellulaire, une réorganisation du
cytosquelette et la polarisation du MTOC a la SI. Dans le cadre de la SV, il a été montré que
la propagation du VIH-1 est fortement altérée dans des LT déficients en ZAP70 ou exprimant
un mutant inactif de la kinase a cause d’une modification dans la localisation
intracellulaire de la protéine Gag (Sol-Foulon et al., 2007). En particulier, les cellules
infectées en contact avec une cellule saine ne présentent plus de polarisation de la protéine
Gag au niveau de la SV, tandis que la localisation des protéines d’enveloppe n’est pas
affectée. ZAP70 est donc requise dans la cellule donneuse pour la formation de la SV et donc
pour le transfert efficace du virus a la cellule cible, méme si le mécanisme a I’origine de son

activation est inconnu. ZAP70 est donc un autre acteur commun de la SV et la Sl.

En conclusion, le VIH-1 usurpe certains composants de la SI pour assurer sa transmission

par contact cellulaire.

Il existe d’autres moyens de transmission cellule-a-cellule autres que la SV utilisés par le
VIH-1 pour se propager. L’'un de ces moyens consiste a détourner a son avantage les
filopodes, protrusions normalement impliquées dans la motilité cellulaire, pour infecter des
cellules cibles. Par des techniques d’imagerie, il a été observé que le VIH-1 est transporté le
long de la surface externe de ces prolongements cellulaires qui émergent de la cellule non
infectée vers la cellule infectée (Sherer et al., 2007). Les filopodes ont été observés dans des
cellules T, mais leur formation spontanée est plutét rare dans ce type cellulaire. A I’opposé,
dans d’autres cellules immunitaires telles les cellules dendritiques ou les macrophages, ces

structures sont courantes.

Suite a la découverte du réle des filopodes dans la transmission cellule-a-cellule du
VIH-1, d’autres protrusions spécifiques des LT CD4+ ont été observées : les nanotubes
(Sowinski et al., 2008). Hors contexte viral, les nanotubes se forment lorsque deux LT, apres
avoir été en contact rapproché, se séparent I'un de I’autre et prennent des directions
opposées. La longueur de ces structures dépasse celle des filopodes (22 pym en moyenne
pour les nanotubes contre 5 uym pour les filopodes). Les deux cellules interagissent et
contribuent a la formation du nanotube sans pour autant qu’il n’y ait échange de

cytoplasme. Au vu du contact cellulaire qui précede la formation du nanotube, on pourrait
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penser que ces protrusions cellulaires seraient en fait une extension de la SV apres que les

cellules impliquées se soient éloignées en gardant le contact (Sowinski et al., 2008).

Quantitativement, les filopodes et les nanotubes sont moins fréquents que la SV qui
reste le mode de transmission le plus couramment utilisé par le virus pour se propager
(Rudnicka et al., 2009). De plus, il est difficile de dire si les filopodes et les nanotubes sont
des modes de transfert indépendants de la SV et il reste a prouver que ces deux types de

structures entrainent une infection productive de la cellule cible.

IV-  Un partenaire cellulaire du VIH-1 : la protéine Dig1

Au cours de notre étude, nous avons étudié le réle de la protéine Dig1, membre de la
famille des MAGUKs (pour Membrane Associated Guanylate Kinase), dans les deux modes
transmission du virus : par particules libres et de cellule-a-cellule. DIg1, aussi appelée SAP97
(synapse-associated protein 97) est I’hnomologue humain du géne suppresseur de tumeur
Dlg chez la drosophile. C’est une protéine cytosolique de 100kDa recrutée sous la
membrane plasmique au niveau des contacts cellulaires ou elle a une fonction

d’échafaudage de complexes multiprotéiques.

DIg1 appartient a la famille des MAGUKs, une famille composée de protéines qui jouent
un réle essentiel dans I’organisation des sites d’adhésion intercellulaire comme la synapse
neuromusculaire ou les jonctions serrées pour les cellules épithéliales (Funke et al., 2005).
Différentes sous-familles de MAGUKs ont été décrites, regroupant les protéines en fonction
de I’organisation structurale et la taille de leurs domaines. Parmi celles-ci, on retrouve le
sous-groupe Dlg-like composé de DIlg1, mais aussi d’autres protéines comme PSD95. Les
MAGUKs sont définies par une organisation similaire en différents domaines d’interactions
(Funke et al., 2005). Elles sont toutes composées d’un ou plusieurs domaines PDZ
(PSD95/Dlg/Z0-1), d’un domaine SH3 (Src Homology domain type 3) et d’un domaine GUK

(Guanylate kinase).

Les domaines PDZ sont des modules d’interactions protéine-protéine, permettant la
liaison a des motifs consensus généralement présents a I’extrémité C terminale d’un certain
nombre de protéines de surface, induisant ainsi leur regroupement et leur stabilisation a la
membrane plasmique (Harris and Lim, 2001). Les domaines SH3 et GUK sont aussi des
motifs d’interactions protéine-protéine qui permettent l’interaction avec des protéines

impliquées dans la signalisation cellulaire (Hanada et al., 1997) et avec des protéines
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associées au cytosquelette (Funke et al., 2005). De plus, les domaines GUK des MAGUKSs se
lient au domaine SH3 de maniére intramoléculaire. Le domaine GUK posséde 40%
d’homologie avec la protéine Guanylate kinase 1 chez Saccharomyces cerevisae, une
enzyme qui catalyse la phosphorylation de GMP en GTP en utilisant I’ATP comme donneur
de phosphate (Li et al., 1996). S’il tient son nom de cette homologie, le domaine GUK des
MAGUKSs est cependant catalytiquement inactif.

Ces domaines participent a une multitude d’interactions protéiques conférant aux
MAGUKs un réle de protéine d’échafaudage, permettant le regroupement et la stabilisation
de complexes protéiques variés au niveau de la membrane plasmique. La protéine PSD95
par exemple est enrichie au niveau postsynaptique dans les neurones, ou elle regroupe des
récepteurs au glutamate et des canaux ioniques avec des protéines de signalisation (Funke
etal, 2005).

La protéine DIg1 est composée d’'un domaine L27, trois domaines PDZ, un domaine SH3
et un domaine GUK a I’extrémité C terminale. Le domaine L27 de Dlg1, qui n’est pas
commun a toutes les MAGUKs, permet une hétéro-multimérisation de la protéine, soit avec
d’autres MAGUKSs, soit avec d’autres partenaires, aboutissant a la formation de grands
complexes protéiques. Il a aussi été montré que ce domaine contréle I’homo-

multimérisation de Dlg1 en diméres ou tétrameres (Marfatia et al., 2000).

On dénombre 7 isoformes connues de Dlgl. En effet, il y a deux sites d’épissage

alternatif qui sont a I’origine de I'insertion ou non de cinq exons appelés 11 a 15.

On retrouve DIg1 dans les cellules épithéliales, dans les neurones, mais aussi dans les
cellules du thymus, de la moelle osseuse, du rein et dans les LT. Les différentes isoformes ne
sont pas exprimées de la méme maniére dans tous les tissus. Par exemple, celles qui
contiennent l’insert 11 sont prédominantes dans le muscle squelettique, et I’insert 14 est

retrouvé uniquement dans le cerveau et le foie.

DiIg1 est majoritairement localisée a la membrane plasmique, en particulier au niveau
des jonctions cellule-cellule (Lue et al., 1994). La mutation des domaines SH3 ou GUK
entraine une relocalisation de DIg1 dans le noyau (Kohu et al., 2002) démontrant le réle de

ces domaines dans la localisation membranaire de la protéine.
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Chez la drosophile, des mutations de dlg entrainent la formation d’une tumeur
(croissance excessive des « disques imaginaux »), démontrant un réle négatif de DIg1 dans
le contréle de la prolifération cellulaire. Ces mutations de dlg entrainent aussi la perte des
jonctions septate (analogue des jonctions serrées chez les mammiféres) et la rupture des
épithlia (Woods et al., 1996).

Des études sur la souris ont montré que Dlg1 est requise pour le développement. En
effet, c’est une protéine essentielle pour la morphogenése normale de I’appareil urogénital
ainsi que pour le développement du squelette et la structure des épithélia chez I’embryon.
Chez les souris dont le gene DIg1 est invalidé, on observe une mort périnatale, due a de

nombreuses malformations.

Dans les cellules épithéliales, Dlg1 régule la formation des jonctions adhérentes, la
polarité et la prolifération (Woods et al., 1996). Dans la synapse neuromusculaire, DIg1 est
impliqué dans la localisation du récepteur au glutamate et des canaux potassiques
(Hanada et al., 1997). Dans les LT, DIg1 est recrutée au niveau de la S| aprés engagement

du TCR, avant d’étre relocalisée au péle distal de I'uropode (Xavier and Seed, 2005).

Les propriétés de DIg1 sont donc mises en jeu pour des nombreuses fonctions, en
particulier dans la formation de sites d’adhésion cellulaires comme la synapse neuro-
musculaire et la synapse immune, ainsi que dans la connexion des complexes protéiques
avec des protéines de signalisation et/ou des protéines associées au cytosquelette (Funke et
al., 2005). Dans notre cas, c’est le réle de DIgl dans la SI qui nous intéresse

particuliérement.

DIg1 ainsi que d’autres protéines comme Scribble, fait partie des protéines a domaine
PDZ qui régulent la polarité, la migration et le remodelage cellulaire induit par la
présentation de I’antigéne dans les LT. En effet, DIg1 est recrutée a la SI de facon transitoire
suite a la présentation de I’antigéne et forme alors des complexes avec des acteurs précoces
de I’activation du LT, dont la chaine _ du TCR (Xavier et al, 2004). En réponse a la
stimulation du TCR, la protéine DIg1 est donc polarisée au contact synaptique ou elle
colocalise avec I’actine corticale (Xavier et al., 2004) et avec les radeaux lipidiques (Round
et al, 2005). Cette polarisation est gouvernée par son interaction avec le domaine SH3 de la
kinase Lck. Une fois polarisée, DIg1 forme des complexes protéiques contenant Lck, ZAP70 et

WASp (Wiskott-Aldrich Syndrome protein), dont les interactions sont facilitées par Dig1
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(Round et al, 2005). On retrouve donc la fonction d’échafaudage, de formation de

complexes protéiques de DIg1 au niveau de la SI.

Dlg1 est aussi impliquée dans les voies de transduction en aval de I’activation du TCR.
Les tyrosines kinases couplées au TCR sont a I’origine de différentes cascades d’événements
de signalisation étant chacune capable d’induire une activation distincte. Parmi celles-ci, on
retrouve la kinase p38 qui peut étre activée de deux manieres aprés la stimulation du TCR :
une voie classique et une voie alterne. Ce sont les protéines Lck et ZAP70 qui sont a I’origine
de I’activation de la voie alterne de la p38 par la phosphorylation de sa tyrosine 323
(Salvador et al,, 2005). Une étude a démontré que DIg1 est directement liée a la voie de
signalisation alterne de la p38, en interagissant avec cette kinase via ses domaines PDZ-1 et
PDZ-2 (Sabio et al., 2005), et la connectant ainsi avec Lck et ZAP70 qui interagissent aussi

toutes deux avec DIg1 dans la SI (Round et al., 2007).

Dig1 a un impact sur la voie NFAT (Facteur Nucléaire des cellules T Activées) et la
production de cytokines déclenchée par la stimulation du LTR. Cependant, I’effet de Dig1
sur l’activation des LT est sujet a débat car différentes études ont montré des effets
contradictoires de DIg1. Il est alors important de comparer les différents modeles utilisés.
Dans une étude réalisée sur des LT CD8+ transgéniques primaires (OT-1) de souris, il a été
montré que la surexpression d’une faible quantité de Dig1 permet d’augmenter I’activité
NFAT et la production de cytokines, tandis qu’une trop forte quantité de Dlg1 n’a plus
d’effet (Round et al., 2005). Les auteurs ont ensuite montré que I’extinction de I’expression
de DIg1 entraine le blocage de I’activation de p38 induite par la TCR et du facteur de
transcription NFAT (Round et al., 2007). De plus, un mutant de DIg1 n’étant plus capable
de lier p38 ne peut plus activer la voie NFAT. Ces résultats établissent donc que Dlg1 facilité
I’activation de la voie NFAT en interagissant avec la p38, permettant sa phosphorylation
par ZAP70 et ainsi son activation. D’autre part, une étude réalisée dans les cellules Jurkat,
une lignée humaine de LT CD4+, a montré que la surexpression de Dlgl diminuait
léegérement la voie NFAT, tandis que la déplétion de DIg1 était a I’origine d’une plus forte
activation de la voie NFAT suite a la stimulation du TCR (Xavier et al., 2004). Une autre
étude réalisée a I’aide de souris transgéniques dont les LT sont déficients en Dlg1 a permis
de montrer que Dlg1 agissait comme un régulateur négatif de la prolifération des LT. En
effet, si le développement thymique est totalement normal, les LT CD8+ déficients en Dig1
deviennent hyper-prolifératifs suite a la stimulation du TCR (Stephenson et al., 2007). Enfin,
une derniére étude a montré que Dlg1 coopére avec I’Ezrine pour contréler I’architecture de
I’lS, et plus particulierement la repolarisation du MTOC a l’interface synaptique, et

I’activation des LT (Lasserre et al., 2010). De plus, ces deux protéines agissent de concert
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pour I’activation du facteur NFAT par le biais de la kinase p38. Les auteurs concluent que
I’Ezrine n’affecte pas la phase précoce de I’activation du lymphocyte mais fait plutét partie
d’une boucle de régulation négative qui contrdle rapidement I’étendue de la signalisation
du TCR. Si cette signalisation ne s’arréte pas, le lymphocyte hyperactivé meurt par apoptose.

Dlg1 participant aux fonctions de I’Ezrine, on pourrait étendre cette conclusion a Dig1.

Le réle de DIg1 dans les LT et dans la Sl est donc assez complexe a aborder, et des études
plus uniformes au niveau du modele cellulaire et de la méthode de stimulation utilisée

seraient intéressantes pour avoir une meilleure compréhension globale de ce réle.

D’autres MAGUK interviennent dans la Sl et lient spécifiquement le TCR a certaines
kinases. Par exemple, la protéine CARMA-1 régule les voies Jun kinase et NF-_B (facteur
nucléaire _B), mais pas les voies p38 ou NFAT (Wang et al., 2004). Les membres de la
famille des MAGUKs semblent donc agir comme des médiateurs de la spécificité du signal

transmis apreés activation du TCR.

En plus de ses interactions avec de nombreuses protéines cellulaires, DIg1 est connue
pour interagir avec différentes oncoprotéines virales, dont la protéine E6 des Papillomavirus
et la protéine Tax d’HTLV-1. DIg1 a initialement été décrite comme une protéine suppresseur
de tumeur, et c’est cette fonction qui est directement ciblée par les virus HTLV-1 et
Papillomavirus, tous deux oncogeénes. Il a aussi été montré que Dlg1 interagit avec la
protéine d’enveloppe d’HTLV-1, jouant ici un réle dans la transmission cellule-a-cellule du

virus.

Le Papillomavirus humain (HPV) est un virus a ADN qui est a I’origine de cancers
cervicaux. Le génome de ce virus code plusieurs protéines, parmi lesquelles on trouve E6 et
E7 qui cooperent pour promouvoir I’amplification virale grdce a une prolifération
incontrélée des cellules infectées. Elles représentent donc les déterminants majeurs de risque
oncogénique du HPV. La forme phosphorylée de DIg1 a été identifiée comme interagissant
avec l’extrémité C-terminale de la protéine E6 via ses domaine PDZ1 et PDZ2 (Lee et al.,
1997). E6 est a l'origine de I’inactivation fonctionnelle de Dlg1 car cette interaction
entraine la dégradation de DIg1 par le protéasome (Gardiol et al., 1999). En effet, de
nombreuses protéines interagissant avec E6 sont dégradées car cette protéine virale recrute
le complexe cellulaire ubiquitine ligase E6AP. Parmi les autres protéines dégradées par E6,

on retrouve la protéine Scribble, qui intervient dans la méme voie de signalisation de
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polarité cellulaire que Dlgl (Nakagawa and Huibregtse, 2000). Il a été montré que
I’expression de DIg1 et Scribble est réduite voire complétement absente dans les cancers
cervicaux, suggérant que leur dégradation par E6 contribue a la carcinogenése induite par
le HPV (Watson et al,, 2002).

Le virus T-lymphotropique humain de type 1 (HTLV-1) est le premier rétrovirus infectant
I’Homme a avoir été isolé. Il se réplique dans les LT CD4+, et est responsable de leucémies et
de lymphomes. Il code entre autres pour la protéine Tax, déterminant majeur de
I’oncogénicité d’HTLV-1, qui est un fort activateur transcriptionnel. Dans sa région C-
terminale, Tax posséde un motif de liaison aux domaines PDZ (Lee et al., 1997) qui joue un
réle crucial dans la transformation cellulaire induite par Tax (Grassmann et al., 2005). Il a
étée montré que ce motif interagit avec les domaines PDZ de DIg1. Par cette interaction, Tax
séquestre Dlg1 dans des complexes insolubles aux détergents (Hirata et al., 2004). Dig1 est
alors incapable de lier le suppresseur de tumeur APC (adenomatous polyposis coli protein)
et ne peux plus réaliser sa fonction anti-proliférative. La protéine Scribble interagit avec le
méme domaine de Tax que DIg1 et est elle aussi séquestrée dans des complexes insolubles.
La liaison de Tax avec Dlg1 et Scribble contribue a la stimulation par Tax de la prolifération

cellulaire et favorise ainsi la transformation cellulaire induite par le HTLV-1.

A I’aide d’un crible double hybride, DIg1 a été identifié au sein de notre laboratoire
comme étant un partenaire de la glycoprotéine d’enveloppe du virus HTLV-1. En effet, il a
été montré que Dlg1 interagit avec un motif de liaison aux domaines PDZ présent a
I’extrémité C-terminale du domaine cytoplasmique de la protéine d’enveloppe d’HTLV-1
(Blot et al., 2004). L'utilisation d’un virus dont la protéine d’enveloppe mutée ne peut plus
lier DIg1 montre une diminution de la capacité des cellules produisant les protéines
d’enveloppe a fusionner avec des cellules cibles. DIg1 pourrait donc étre un acteur

important de la synapse virologique induite par le HTLV-1 (Blot et al., 2004).

V- Contexte de I’étude : DIg1 et le VIH-1

Suite a l'identification de I’interaction de DIg1 avec la protéine d’enveloppe d’HTVL-
1, c’est toujours au sein de notre laboratoire qu’a été mis en évidence que DIlg1 endogéne
interagit avec la polyprotéine Gag du VIH-1 dans des LT infectés par le virus. Il a été identifié
que c’est une région de la NC-p7 de la protéine Gag qui interagit avec une séquence

chevauchant les domaines SH3 et 13 de Dlg1. Une approche d’extinction de I’expression de
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DIg1 en utilisant des techniques d’ARN interférence a permis de montrer que I’absence de
DIg1 dans des cellules transfectées avec un provirus du VIH-1 n’affecte ni la maturation et
la production de Gag, ni le relargage de virus mais que les particules virales produites par
ces cellules sont plus infectieuses. Cette augmentation d’infectiosité des particules virales
produites en absence de DIg1 est corrélée dans ce systéme expérimental a une accumulation
de la protéine d’enveloppe a la fois dans les cellules productrices et dans les virions. La
surexpression de Dlg1 permet quant a elle de réduire I’infectiosité des virions d’environ
80%. Cette étude identifiait donc DIg1 comme un régulateur négatif de I’infectiosité du VIH-
1 (Perugi et al., 2009).

De plus, il a été montré qu’en absence de Dlg1, les protéines Gag et Env apparaissent
relocalisées a la membrane plasmique vers un compartiment interne. L’hypothése était
alors que DIg1 modifierait le trafic intracellulaire et donc la rencontre des protéines Gag et
Env, régulant ainsi la composition et I’infectiosité des particules virales produites.

Comme nous I’avons vu précédemment, Dlgl est une protéine spécialisée dans
I’architecture et le fonctionnement des contacts cellulaires, et plus particuliérement des
synapses. Ses multiples domaines lui permettent de recruter différents acteurs des complexes
moléculaires engagés dans les interactions intercellulaires. Au niveau de la synapse
immunologique, DIlg1 permet le regroupement de plusieurs acteurs de la transduction du
signal via la voie NFAT, comme le recrutement kinase ZAP70 a proximité du TCR. ZAP70 est
également impliquée dans la SV du VIH-1: en son absence dans les cellules donneuses
infectées, la propagation virale est fortement altérée (Sol-Foulon et al., 2007). DIg1 pourrait
alors étre a I'origine du recrutement de ZAP70 au niveau de la SV induite par le VIH-1 et
moduler la transmission du virus de la cellule donneuse a la cellule cible. Par ailleurs,
I’interaction de DIg1 avec la protéine d’enveloppe d’HTLV-1 permettant de faciliter la
transmission de ce virus suggérait que DIg1 participe a la formation de la SV induite par
HTLV-1. D’apres I’ensemble de ces données, nous nous sommes posé les questions
suivantes : DIg1 intervient-elle dans la transmission cellule-a-cellule du VIH-1 ? DIg1 joue-t-

elle un réle dans la formation de la SV ?

Pour répondre a ces questions, nous avons choisi d’utiliser uniquement des LT
comme modéle d’étude afin de se rapprocher des conditions physiologiques d’infection.
Nous avons donc établi des lignées lymphocytaires dans lesquelles I’expression de Dlg1 est
diminuée de maniére stable, que nous avons ensuite infectées avec du virus. Ce systéme

permet d’étudier I’effet de DIg1 sur une véritable propagation virale.

Pour commencer notre étude, nous avons étudié le réle de DIg1 dans le cycle global

du VIH-1 en suivant les cinétiques d’infection dans les cellules stablement éteintes en Dlig1.
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Ensuite, pour différencier I'impact de DIg1 sur la transmission cellule-a-cellule et la
transmission par particules libres du VIH-1, nous avons utilisé basé sur la culture de cellules
infectées soit en agitation continue afin d’empécher la formation de contacts stables, soit en
condition statique, ce qui permet les contacts. Dans la culture avec agitation, seule la
transmission par particules libres est efficace, tandis qu’en condition statique, les deux
modes de transmission ont lieu. La différence de propagation du virus entre les deux
conditions permet alors de mesurer la transmission cellule-a-cellule du virus. Enfin, nous
avons également étudié la formation de la synapse virologique en présence ou en absence
de Dig1.

En paralléle, I’étude du réle de DIg1 dans la transmission par particules libres est
I’autre théme de recherche que nous avons abordé. Comment DIg1 régule I’infectiosité des
particules virales produites ? La composition en protéine et en lipides des particules

produites en présence ou en absence de Dlg1 est-elle modifiée ?

Mon travail de recherche a donc consisté a déterminer le role éventuel de Dig1 dans
la transmission cellule-a-cellule du VIH-1 dans les LT, mais aussi a approfondir les

connaissances sur la maniére dont Dlg1 intervient dans la transmission par virus libres.
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