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Liste des abréviations

A
A = Angstrom
ADME = Administration, Distribution,
Métabolisme et Excrétion
ADN = Acide DésoxyriboNucléique
AIE = Anémie Infectieuse des Equidés
AIP1 = ALIX = Apoptosis-Linked gene 2-
Interacting protein X
Ala = Alanine
ALIX = ALG2-interacting protein X
AMP = Adénosine Monophosphate
AMPS = AmMonium PerSulfate
ANs = Acides Nucléiques
ANRS = Agence Nationale de la Recherche sur
le SIDA
AP-1/2 = Adaptor Protein 1 ou 2
APOBEC3G/F = A3G = APOlipoprotein B
mRNA editing Enzyme, Catalytic polypeptide-
like 3G ou 3F
ARN = Acide RiboNucléique
ARNm = ARN messager
ARNtY3 = ARN de transfert
ATCC = American Type Culture Collection
ATF/CREB = Activating Transcription Factors /
cAMP Response Element Binding protein
ATP = Adénosine TriPhosphate
AZT = AZidoThymidine

B
BAF = Barrier to Auto-integration Factor
BAL = British Anti-Lewisite = 2,3-
dimercaptopropanol
BiFC = Bimolecular Fluorescence
Complementation
BSA = Bovine Serum Albumine

C
CA = Capside
Ca? = Calcium
CA-CTD = Domaine C-Terminal de CA
CA-NTD = Domaine N-Terminal de CA
CBP = cAMP responsive Binding Protein
CCso = Concentration Cytotoxique a 50 %

CCR5 = Récepteur a la Chimiokine de type 5
CD4 = Cluster de Différenciation 4
CDC = Center for Disease Control

Cf = Concentration finale
Clso = Concentration Inhibitrice a 50 %
CMH-I ou -Il = Complexe Majeur
d’Histocompatibilité de classe 1 ou 2
CMV = CytoMegaloVirus
Co-IP = co-ImmunoPrécipitation
CPP = Cell Penetrating Peptide
cPPT = central PolyPurine Tract
CPSF = Facteurs de Clivages Spécifiques a la
Polyadénylation
CRISPR-Cas9 = Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats -
CRISPR associated protein 9
CRM1 = Chromosome Maintenance Region 1
C-ter = partie C-terminale
CTl = Complexe de Transcription Inverse
CXCR4 = C-X-C Chemokine Receptor type 4
cycT-1 =cycline T1
CypA = Cyclophilin A
Cys = Cystéine

D
DC-SIGN : Dendritic Cell Specific Intercellular
adhesion molecular-3-Grabbing Non-integrin
DDX9 = RHA = RNA Hélicase A
DIS = Dimer Initiation Site = site d’initiation
de la dimérisation
DMEM = Dubelcco’s Modified Eagle Medium
DMSO = DiMéthylSulfOxyde
dNTPs = désoxyribonucléotides
DPBS = Dubelcco’s Phosphate Buffered Saline
DTT = DiThioThreitol

E
ECL = Enhanced Chemiluminescence
EDTA = Ethylene Diamine Tetraacetic Acid
EED = Embryonic Ectoderm Development
EFla = Elongation Factor 1 — a

elF4E = Eukaryotic translation Initiation
Factor 4E

ELISA = Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
EMCCD = Electron-Multiplying Charge-
Coupled Device

Env = Enveloppe

eRF1 = Eukaryotic Release Factors 1
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ESCRT = Endosomal Sorting Complex
Required for Transport

F
FACS = Fluorescence-Activated Cell Sorting
FDA = Food and Drug Administration
ffDRONPA = fast folding DRONPA
FLIM = Fluorescence-Lifetime Imaging
Microscopy
FRET = Fluorescence Resonance Energy
Transfert

G
Gag = Group antigen
GFP = Green Fluorescent Protein
Gln = Glutamine
Gly = Glycine
GM3 = Monosialodihexosyl Ganglioside
GMP = Guanosine MonoPhosphate
Gp120 = Enveloppe Glycoprotein 120
Gp160 = Enveloppe Glycoprotein 160
Gp41 = Enveloppe glycoprotein 41
GRPE = Genomic RNA Packaging Enhancer
H
HAART = Highly Active AntiRetroviral
Treatment
HBR = Highly Basique Region
HBSS = Hank’s Balanced Salt Solution
HCD = Higher-energy Collisional Dissociation
hCG1 = Nucleoporin-like protein NLP1
HDACs = Histone DeACetylases
HF = High Fidelity
hMGAL1 = High Mobility Group protein HMG-
I[/HMG-Y
HP1y = Heterochromatin Protein 1y
HR = Heptad-Repeat
HRP = Horse Radish Peroxydase
HSP70 = Heat Shock Protein 70

|
IAA = lodoAcetic Acid
ICAM-1 = Intercellular Adhesion Molecule 1
lle = Isoleucine
IMP1 = Insulin-like growth factor |l mMRNA
binding Protein 1
IN = Intégrase
Inh = Inhibiteur
INI = Inhibiteurs de I'Intégrase
INNRT = Inhibiteurs Non Nucléosidiques de
Transcriptase Inverse

INTER = INTERmoléculaire
INTRA = INTRAmoléculaire
IP = Immuno Précipitation
IP5 = Inositol Pentaphosphate
IP6 = Inositols-Phosphates = Acide Phytique
IPHC = Institut Pluridisciplinaire Hubert
Curien
IPTG = IsoPropyl B—D-1-
ThiolGalactopyranoside
IRES = Internal Ribosome Entry Site
K
Kb = Kilobase
kDa = Kilo Dalton
L
LANL = Los Alamos National Lab
LAV = Lymphadenopathy Associated Virus
LB = Lysogeny Broth
LDL = Low Density Lipoproteins
LEDGF = Lens Epithelium-Derived Growth
Factor
LFA-1 = Lymphocyte Function-associated
Antigen 1
LSMBO = Laboratoire de Spectrométrie de
Masse Bio-Organique
LT CD4* = Lymphocyte T auxiliaire
LT CD8" = Lymphocyte T cytotoxique
LTR = Long Terminal Repeat
Lucif = Luciférase
M
MA = Matrice
MCS 1 et 2 = Multi Cloning Site 1 et 2
Met = Methionine
Mg?*= Magnésium
MHR = Major Homology Region
MI = Inhibiteurs de Maturation
miARN = micro-ARN
MMP9 = MétalloProtéinase Matricielle 9
MMTV = Mouse Mammary Tumour Virus
Mn?*=Manganése
MS = Mass Spectrometry
MTT = bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyl tetrazolium
MW = Molecular Weight
Myr = Myristate
N

n = Nombre d’échantillon analysé
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N = Nombre d’expérience indépendante
NC = NCp7 = NucléoCapside

NCls = NCinh = Inhibiteurs de la
Nucléocapside

Nef = Negative Regulatory Factor

NFAT = Nuclear Factor of Activated T-cells
NFX1 = Nuclear transcription Factor, X-box
binding 1

NF-kB = Nuclear Factor-kappa B

NLS = Nuclear Localisation Site

nm = Nanometre

NMD = Nonsense-Mediated Decay

NMT = N-MyristoylTransférase

NR = Neutron Reflectivity

NRTI = Nucleoside analog Reverse-
Transcriptase Inhibitors

Nt = Nucléotides

N-ter = Partie N-terminale

NtRTIs = Nucleotide analog Reverse-
Transcriptase Inhibitors

NUPs = NUcléoPorines

(o)
OMS = Organisation Mondiale de la Santé
ONUSIDA = Programme commun des nations
unies sur le VIH/SIDA
Opti-MEM = Optimisation du milieu Eagle’s
Minimum Essentials Media
P
P(T/S)AP = Motif Proline (Thréonine/Sérine)
Alanine Proline
p.i. = Post infection
PACS2 = Phosphofurin Acidic Cluster Sorting
protein 2
PAGE = Poly Acrylamide Gel Electrophoresis
PALM = Photo-Activated Localization
Microscopy
PARP = Poly(ADP-ribose) Polymerase
PAS = Primer Activation Signal
PATEs = PyridinioAlkanoyl ThioEster)
PBS = Primer Binding Site
PCR = Polymérase Chain Reaction
PDB = Protein Data Base
PEl = PolyEthyléne Imine
PFA = ParaFormAldéhyde
Phe = Phenylalanine
Pl = Inhibiteurs de Protéase
pl = Point Isoélectrique

Plia,sP2 = Phosphatidyl-sérine et
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate
PIC = Complexe de Pré-Intégration

PIQ = Plateforme d’'Imagerie Quantitative
PMT = Photomultiplicateur

Pol = Polymérase

polyA = PolyAdenylation

PPs = Pseudo-Particules

PPT = Poly Purine Tract

PPTc = Poly Purine Tract central

PR = Protéase

PrEP = Pre-Exposition Prophylaxie

PSF = Point Spread Function

PTD = Domaine de Transduction

P-TEFb = Positive Transcription Elongation
Factor b

PVDF = PolyVinyliDéne Fluoride

R
Ran = RAs-related Nuclear protein
RanBP1 = Ran-specific binding protein 1
RanGAP = Ran GTPase-activating protein
Ran-GTP = GTP-binding nuclear protein Ran
Rh6G = Rhodamine
Rm/c = Ratio entre la fluorescence moyenne
des pixels membranaires et celle des pixels
cytoplasmiques
RNAP = ARN Polymérase
RNaseH = RiboNucléase de type H
RNP = RiboNucléoProtéine
Rpm = Rotation par minute
RRE = Rev Response Element
RT = Transcriptase Inverse

RT-PCR = Real Time Polymerase Chain
Reaction

S
SAMTSs = S-Acyl-2-Mercaptobenzamide
Thioester
SANS = Small Angle Neutron Scattering
SAR = Relation Structure-Activité
SD = Splice Donor
SDS = Sodium Dodecyl Sulfate
SELEX = Systematic Evolution of Ligands by
Exponential Enrichment
Ser = Serine
SIDA = Syndrome d’Immunodéficience
Acquise
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SIVcpzPtt = Virus de I'lmmunodeficience
Simienne du chimpanzé

SIVsm = Virus de I'lmmunodeficience
Simienne du mangabey

SNARE = Soluble N-ethylmaleimide-sensitive
factor Attachment protein REceptor

SOCS1 = Suppressor of Cytokine Signaling
protein 1

SUV39H = Histone-lysine N-methyltransferase
protein

SV40 = Simian Virus 40

SVF = Sérum de Veau Fcetal

T
TALENSs = Nucléases des Effecteurs Mimant
I’Activation de Transcription
TAR = TransActivation Response element
TBS-T = Tris Buffer Saline-Tween
TC = TétraCystéine
TEMED = Tétraméthyléthylénediamine
THINPAD = Targeting the HIV-1 Nucleocapsid
Protein to fight Antiretroviral Drug Resistance
Tlso= Temps nécessaire pour perdre 50 % de
I’effet d’'une molécule (TOAA)
TNPO3 = Transportin 3
TOAA = Time Of Addition Assay
Tpm = Tour par minute
TREX1 = Three-prime Repair Exonucléase
Trp = Tryptophane
Tsg101 = Tumor susceptibility gene 101

U
U. A. = Unité Arbitraire
UNG2 = Uracil DNA glycosylase
UTR = UnTranslated Region

\'
Val = Valine
vDNA = Viral DNA
VIB = Virus de I'lmmunodéficience Bovine
Vif = Virus de I'lmmunodéficience Féline
VIH = Virus de I'lmmunodéficience Humaine
VIS = Virus de I'lmmunodéficience Simienne
Vpr = Viral Protein R
VPS4 = Vacuolar Protein Sorting 4
Vpu = Viral Protein U

VSV-G = Glycoprotéine du Virus de la
Stomatite Vésiculaire

w
WB = Western Blot

WP = Working package
WT = Wild-Type
Y
YPxL = motif Lysine Proline (nucléotide au
hasard) Lysine
yA
ZFN = nucléases a doigt de zinc
Symbole

ARinter»intra= Rm/c inter = Rm/c intra
%inh = pourcentage d'inhibition
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Chapitre 1 : Introduction

|. Comprendre le VIH = Virus de I’Immunodéficience

Humaine

A. Classification : a quelle famille appartient le VIH ?

Le Virus de I'lmmunodéficience Humaine (VIH) est un virus :

- de la famille des Retroviridae: regroupe tous les virus enveloppés a ARN
monocaténaire diploide de polarité positive. Tous les rétrovirus possédent une
organisation génomique semblable. Sont ainsi retrouvés un géne gag (group
antigen), un géne pol (codant la polymérase, la transcriptase inverse et I'intégrase)
et un géne env (codant les protéines d’enveloppe).

- de la sous-famille des Orthoretrovirinae : la caractéristique principale de ces virus
est I’étape de transcription inverse qui permet de rétrotranscrire I’ARN génomique
viral en ADN viral double brin qui sera par la suite intégré dans le génome de la
cellule infectée.

- et du genre Lentivirus : caractérise les virus qui ont une période d’incubation
longue (peut durer de 1 a 15 ans sans signe ou symptome apparent de maladie) et
qui sont cytopathogenes (toxiques pour la cellule que le virus infecte) (Campbell
and Robinson, 1998). Plusieurs espéces de mammiféres sont touchées par cette
famille de virus présentant des caractéristiques espece-dépendantes : bovins (VIB
= Virus de I'lmmunodéficience Bovine), félins (VIF = Virus de I'lmmunodéficience
Féline), équidés (AIE = Anémie Infectieuse des Equidés), les primates (VIS = Virus

de I'lmmunodéficience Simienne) et I’'Homme (VIH).

B. Origine, Evolution Phylogénétique et Historique : d’ou
vient ce virus découvert il y a 33 ans ?

Le VIH-1 (ou a cette époque LAV : Lymphadenopathy-Associated Virus) a été découvert en

1983 par I’équipe de recherche de I'Institut Pasteur du Professeur Montagnier ou travaillaient
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les Drs Barré-Sinoussi et Chermann (Barré-Sinoussi et al., 1983)(Prix Nobel médecine 2008).
Ce virus semble étre apparu au début du XXéme siecle en Afrique centrale de I'ouest (Korber
et al., 2000; Worobey et al., 2008) et plus précisément dans les années 1920 dans la région de
Kinshasa (aujourd’hui en République Démocratique du Congo) (Faria et al., 2014). Il s’agirait
d’une transmission inter-espéce ou I’Homme aurait été en contact avec des tissus contaminés
de primates (chasse de viande de brousse, primates comme animal de compagnie...). La
datation approximative de I'origine de transmission du virus a 'Homme a été déterminée en
étudiant I’évolution génétique du virus a partir du plus ancien échantillon humain positif pour
le VIH (biopsie d’'un nceud lymphatique prélevé en 1960 d’une femme de Kinshasa, République
Démocratique du Congo).

L'étude phylogénétique (Figure 1) de différents rétrovirus rappelle la grande diversité
génétique du VIH-1 constituant un des obstacles majeurs de I'éradication de ce virus (Smyth
et al., 2012). Elle permet également de montrer que le VIH-1 est plus proche du Virus de
I'lmmunodéficience Simienne du chimpanzé (SIVcpzPtt) (Keele et al., 2006) pour les groupes
M et N ou du gorille (SIVgor) pour les groupes P et O (D’arc et al., 2015). Le VIH-2 quant a lui,
serait apparu suite a une transmission inter-espéces avec des mangabeys (SIVsm) (Reeves and
Doms, 2002). Le VIH-1 est classé en 4 groupes (Figure 1) (Mourez et al., 2013) :

- Groupe M (pour Main = Majoritaire) : regroupe les virus a I'origine de I'épidémie
du SIDA puisqu’ils sont responsables de 99 % des infections soit plus de 40 millions
de personnes a travers le monde et qui est aussi la lignée de virus la plus ancienne.
Ce groupe est également divisé en 9 sous-types (A, B, C, D, F, G, H, J, K), tous
distincts génétiquement. On distingue également dans les sous-groupes A et F des
sous-sous-groupes (A1, A2, A3, A4, F1 et F2). Lorsqu’un patient est co-infecté par
plusieurs sous-types, une forme recombinante apparait (actuellement une
guarantaine observée) accentuant alors la diversité génétique du virus (appelé
CRF : Circulating Recombinant Forms) (Hemelaar, 2012).

- Groupe N (pour New = Nouveau, ou Non-N Non-0) : est plus rare et retrouvé
uniguement chez des individus Camerounais.

- Groupe O (pour Outlier = aberrant) : est également rare (environ 100000
personnes infectées) et a été décrit suite a l'isolement d’une nouvelle souche

présentant une divergence importante avec le groupe M (De Leys et al., 1990). Ce
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groupe est retrouvé uniqguement en Afrique centrale de I'ouest (Cameroun, Gabon,
Nigeria).

- Groupe P (lettre choisie a la suite des groupes M, N et O) : qui est le groupe
découvert le plus récemment (Plantier et al., 2009), mais également celui dont la

transmission inter-espéces est la plus récente.

GROUPEM

Kk F2 F1 D

B 9 Sous-types (A-D, F-H, J, K)

AN

Al Sous-sous-types pour A et F
A3 uniquement
A4
SIVcpzANT
SIvVgor

S|VCpZGAB N GROUPE P

GROUPEN

Figure 1 : Arbre phylogénétique du VIH-1 montrant la grande diversité génétique des VIH-1 (simplifié
de Tebit and Arts, 2011)

Jusgu’au début des années 1980, ce virus a donc pu se développer sans étre inquiété par une
guelconque action humaine. En 1981, le doute s’installe dans la communauté médicale et
scientifique suite a I'apparition simultanée de plusieurs cas d’infections pulmonaires rares et
de cancers agressifs (Sarcomes de Kaposi). Ces maladies, couplées a une sévere
immunodéficience, sont retrouvées dans la communauté gay de plusieurs villes états-
uniennes. Apres avoir été rapporté chez les drogués par injection, les hémophiles, les haitiens
et finalement les hétérosexuels, le virus a I'origine du Syndrome d’'ImmunoDéficience Acquise
(SIDA) est décrit par des chercheurs francais sous le nom de LAV (Lymphadénopathie-
Associated Virus) (Barré-Sinoussi et al., 1983). Si le prix Nobel et la découverte de ce virus ont
été attribués a I'équipe francaise, une équipe américaine a identifié que la particule virale
découverte par les francais est celle qui est a I'origine du SIDA (Gallo et al., 1983). A partir de

cette date, les connaissances sur le virus n‘ont cessé d’augmenter, permettant le
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développement de traitements de plus en plus efficaces. Plusieurs dates importantes sont a

retenir sur la découverte du VIH (Figure 2) :

Début XX¢™e : origine possible du VIH dans I’Afrique centrale de I'ouest (Worobey
et al., 2008)

1982 : premiére description du Syndrome d’Immuno-Déficience Acquise par le
centre de contrdle des maladies états-uniens (CDC = Center for Disease Control).
1983 : isolation et découverte du Virus de I'lmmunodéficience Humaine (Barré-
Sinoussi et al., 1983)

1984 : description du récepteur CD4 comme étant indispensable pour I'infection
par le VIH-1 (Dalgleish et al., 1984)

1985 : séquencage du génome viral (Ratner et al., 1985)

1986 : agrément par I'agence du médicament états-uniennes (FDA, Food and Drug
Administration) de la zidovudine (AZT) développée a I’origine en 1964 comme anti-
cancer (Horwitz et al., 1964)

1996 : découverte des corécepteurs : CCR5 (Alkhatib et al., 1996; Choe et al., 1996;
Deng et al., 1996) et CXCR4 (Feng et al., 1996a)

+ Premiere tri-thérapie antirétrovirale (HAART = Highly active Antiretroviral
treatment) comprenant un inhibiteur de protéase (Saquinavir) et deux inhibiteurs
nucléosidiques de transcriptase inverse (zidovudine, AZT et zalcitabine) (Collier et
al., 1996).

2005 : description des patients dit « contréleurs » du VIH-1, c’est-a-dire qu’ils sont
infectés mais capable de contréler la réplication virale (Lambotte et al., 2005).
2008 : patient Berlin qui a regu une transplantation de cellules souches
hématopoiétiques d’'un donneur portant une mutation sur le gene du récepteur
CCR5. Ce patient, positif au VIH-1 depuis 1995, a stoppé la trithérapie depuis cette
transplantation et la charge virale est restée indétectable. Il est ainsi considéré
comme soigné du VIH-1 (Hutter et al., 2009).

2013 : contrbleurs post-traitements. Ces patients, traités précocement apres
infection par le VIH-1, arrivent a maitriser le développement du virus

naturellement (Saez-Ciridn et al., 2013).
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. 2013 : contréleurs post-traitement

. 2008 : patient Berlin
2005 : description des patients VIH-1 contrdleurs

.1996 : découverte des corécepteurs: CCR5 et CXCR4

+ Premiére tri-thérapie antirétrovirale
.1986 : Agrément de 'AZT comme antirétroviral par la FDA

. 1985 : séquencage du génome viral
1984 : description du récepteur CD4
© 1983 : Isolation et découverte du Virus de FImmunodéficience Humaine
© 1982 : Premiére description du Syndrome d’Immuno-Déficience Acquise

« Début XX : Origine possible du VIH-1 dans I'Afrique centrale de I'Ouest

Figure 2 : Principales dates a retenir sur les découvertes du VIH-1 (adapté de Barré-Sinoussi et al.,
2013)

C. Transmission et Infection du virus : comprendre pour ne

pas infecter ou étre infecté

1. Mode de transmission

Le VIH-1 étant présent dans la plupart des liquides biologiques de I'organisme mais a des
concentrations différentes, la transmission du virus d’un individu a un autre se fait donc par
I’échange de ces liquides (sang, sperme, liquide séminal, sécrétions vaginales et lait maternel).
Il existe trois modes de transmission :

- Voie sexuelle : c’est la voie majoritaire de transmission. Il y a pénétration du virus
au travers des muqueuses vaginales, buccales ou anales. Si des lésions sont
présentes au niveau de ces muqueuses, ou s’il y a présence d’autres maladies
sexuellement transmissibles, une forte augmentation du risque de contamination
est observée. Le meilleur moyen de limiter I'infection par ce type de transmission
reste |'utilisation du préservatif. Récemment, un traitement prophylactique a été
autorisé a la commercialisation en France (PrEP = Prophylaxie Pré-Exposition) afin
de cibler les populations clés pouvant étre réfractaires a l'utilisation du préservatif

(essai ANRS Ipergay).
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- Voie sanguine : rapidement apres la découverte du virus, la voie sanguine a été
démontrée comme étant une voie de transmission du VIH-1. En effet, de
nombreuses personnes se sont retrouvées infectées suite a une transfusion
sanguine ou une transplantation (risque presque nul en France de nos jours mais
existant encore dans les pays ou le sang n’est pas systématiquement testé lors du
don). Aujourd’hui, la transmission par cette voie persiste principalement chez les
toxicomanes (injection de drogues par voie intraveineuse) ou chez les personnels
de santé ou de recherche (blessure par un objet souillé).

-  Mere — enfant: le risque de transmission verticale peut exister pendant la

grossesse, pendant I'accouchement (principal risque de transmission verticale) ou

encore pendant I'allaitement maternel. Ce risque reste trés faible en France grace

a un accompagnement adapté.
Il est important de noter que la transmission se fait essentiellement par le virus de type CCR5
qui reste prédominant dans les phases initiales de I'infection (Keele et al., 2006; Rowland-
Jones, 2003). Puis les virus capables d’utiliser CXCR4 ou ayant un double tropisme sont
détectés au fur et a mesure des années et cela de maniére concomitante a la déplétion des
lymphocytes et I'apparition des signes cliniques. Or rapidement apreés I'infection, la réplication
virale étant exponentielle, I'homogénéité de la population de virus circulants devient tres
importante. Il existe donc plusieurs systéemes « d’entonnoir » qui permettent la transmission
d’une seule souche virale alors que la diversité génétique intra-individu est importante

(Joseph et al., 2015).

2. Infection : de la contamination au SIDA

Sans traitement, l'infection par VIH-1 évolue en 3 étapes aboutissant a la disparition du
systéme immunitaire et la dégradation de |'état général de la personne infectée conduisant a
sa mort (Figure 3). Ces trois étapes sont :

- Phase aigiie ou primo-infection : cette phase correspond aux quelques semaines

qui suivent I'exposition au VIH-1. Elle est caractérisée par une forte augmentation
du nombre de virus dans la circulation sanguine qui résulte en une forte diminution
du nombre de lymphocytes T CD4*. Parfois, a cause de la dégradation du systeme
immunitaire, cette phase est accompagnée de symptomes mimant ceux d’une

grippe ou d’'une mononucléose (fievre, éruption cutanée...). D’un point de vue du
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dépistage, cette phase est caractérisée par un test ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) négatif (anticorps anti-VIH-1 pas encore synthétisés), alors
qu’il est possible de détecter I’ARN viral et/ou I'antigéne p24 permettant le
diagnostic. C’est pendant cette étape que le réservoir viral est constitué (Simon
and Ho, 2003). Ce réservoir est ainsi constitué par une partie du virus qui reste a
I’état latent (génome viral intégré mais non transcrit) dans certaines cellules
(cellules dendritiques, macrophages, cellules microgliales) rendant ainsi trés
compliqué le développement d’un traitement anti-VIH-1 curatif.

- Phase chronique asymptomatique : I'apparition des anticorps anti-VIH-1 dans le

sang marque le début de cette phase. On observe alors une nouvelle augmentation
de la quantité de lymphocytes T CD4* permettant dans un premier temps une
diminution du nombre de copies d’ARN viral qui se stabilise a un faible niveau tout
au long de cette période. Cette phase de latence, pouvant durer plusieurs dizaines
d’années si le patient est sous traitements antirétroviraux, est caractérisée par une
absence de symptémes mais, si la charge virale est forte, la transmission reste
toujours possible a un autre individu.

- Phase SIDA (Syndrome d’ImmunoDéficience Acquise) : caractérisée par une chute
drastique du nombre de lymphocytes T CD4* (inférieur a 200 par mm? de sang au
lieu de 500 a 1600 LT CD4*/mm?) facilitant I'apparition d’'une maladie opportuniste
grave conduisant a la mort du patient (cancer invasif, sarcome de Kaposi,
lymphome, candidose...). Sans traitement, cette phase dure rarement plus de 3

ans.
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Figure 3 : Evolution naturelle de l'infection par le VIH-1 sur la base de I’évolution de deux marqueurs
clés de I’'infection : nombre de lymphocytes T CD4+ qui diminue a I'inverse de la charge virale (quantité
d’ARN viral dans le plasma sanguin) qui augmente. Il est également rappelé ici que la diversité
génétique du virus au sein du méme individu augmente avec I’évolution de I'infection (Simon and Ho,
2003).

D.Epidémiologie : pourquoi P’infection par le VIH est
toujours bel et bien une épidémie ?

En 2015, on décompte encore plus de 2 millions de nouvelles infections par le VIH-1 et 1,1
millions de décés dus au SIDA (Tableau 1). Lorsque I'on s’intéresse a la prévalence (nombre de
cas de la maladie par rapport a la population totale), il est possible d’observer que dans le
monde environ une personne sur 100 est infectée par le VIH (0,8 %) et qu’en Afrique presque

une personne sur 20 est infectée (4,8 %) (Figure 4).

Caractérisation cellulaire de nouveaux traitements anti-VIH-1 ciblant la NucléoCapside

et observation d’une forme compacte de Gag in cellulo.

12



| Comprendre le VIH = Virus de I'lmmunodéficience Humaine

Manuel PIRES

Total 36,7 millions [34,0 — 39,8 millions]

Adultes 34,9 millions [32,4 — 37,9 millions]

N .
ombre de personnes vivant Femmes (+ de 15 ans) 17,8 millions [16,4 — 19,4 millions]

avec le VIH-1 en 2015
Enfants (- de 15 ans) 1,8 millions [1,5 — 2,0 millions]
Total 2,1 millions [1,8 — 2,4 millions]
Nombre de personnes
nouvellement infectées par  Adultes 1,9 millions [1,7 — 2,2 millions]
le VIH-1 en 2015
Enfants (- de 15 ans) 150 000 [110 000 — 190 000]
Total 1,1 millions [940 000 — 1,3 millions]
Nombre de morts dus au s )
SIDA en 2015 Adultes 1,0 millions [840 000 — 1,2 millions]
Enfants (- de 15 ans) 110 000 [84 000 — 130 000]

Tableau 1 : Données épidémiologiques du VIH-1 et du SIDA dans le monde en 2015 (Traduit d’un
document publié par I'OMS)

En France (mais aussi dans d’autres pays d’Europe de I'ouest), I'épidémie n’est pas totalement
controlée et ce particulierement chez les hommes ayant des relations sexuelles avec des
hommes (HSH) mais aussi dans d’autres populations clés (professions du sexe, toxicomanes
par injection). En effet, malgré une prévalence globale en France de moins de 0,2 %, elle est

de 17 % chez les HSH.

Prévalence (%) par région

Pacifique Ouest : 0,1 [0,1-0,1] Europe : 0,4 [0,4-0,5]
Méditerranée de IEst:0,1[0,1-0,1] [ ] Amérique :0,5[0,4-0,6] [~ Prévalence globale : 0,8 [0,7-0,9]
Asie du Sud-Est : 0,3 [0,3-0,3] I Afrique : 4,5 [4,3-4,8] O AT 70 300 Kiemews

Figure 4 : Prévalence du VIH-1 chez I'adulte (15 - 49 ans) dans différentes régions du monde en 2014
(Traduit d’un document publié par I’'OMS)
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Pour mettre fin a I'épidémie du SIDA a I’horizon 2020, une cible ambitieuse a été mise en
place par 'ONUSIDA en 2014 : 90 % des personnes vivant avec le VIH devront étre dépistées,
90 % de celles-ci devront recevoir un traitement antirétroviral durablement et 90 % de ces
derniéres devront présenter une charge virale indétectable (Figure 5) (ONUSIDA, 2014). Cet
objectif permettra de multiplier par trois le nombre de personnes vivant avec le VIH qui auront
une charge virale indétectable (on atteindra 73 %) donc potentiellement non infectieuses. La
modélisation de I'épidémie si cette cible est atteinte prédit une fin de I'épidémie du SIDA d’ici
a 2030 (ONUSIDA, 2014). Si pour la France cet objectif semble réalisable, il parait beaucoup
plus difficile a atteindre dans d’autres régions du monde comme I’Afrique Sub-saharienne ou
le principal effort devra étre fait au niveau du dépistage (seulement 45 % des personnes vivant
avec le VIH savent qu’elles sont infectées). L’apparition de nouveaux matériels, plus simples
d’utilisation, portatifs et peu onéreux devrait faciliter ce dépistage (Ritchie et al., 2014). L'idée
est donc de fixer des objectifs difficilement atteignables pour concentrer les efforts et les
ressources sur celui-ci.
u Objectif Horizon-2020

® France
® Monde

Afrique Sub-Saharienne

Personnes vivant avec le Personnes vivant avec le Personnes vivant avec le Personnes vivant avec le
VIH VIH connaissant leurs VIH recevant un VIH ayant une charge
statut sérologique traitement ARV virale indétectable

Figure 5 : Cascade de la prise en charge des personnes vivant avec le VIH en comparaison avec
lobjectif horizon-2020 90-90-90 (apparait ici en rouge). Les pourcentages donnés pour chaque
catégorie sont des estimations en prenant comme 100 % le nombre de personnes vivant avec la VIH-1
dans chaque région. Issus du site de I’Organisation Mondiale de la Santé pour les données Monde et de
(ONUSIDA, 2014) pour la France et I’Afrique Sub-saharienne. Aucune donnée n’est disponible
concernant le nombre de personnes vivant avec le VIH dans le monde avec une charge virale
indétectable.
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II. Comment est structuré le VIH-1 ?

A.Photos d’identités de la particule virale immature et

mature

La particule virale contient le génome viral ainsi que I'ensemble des protéines indispensables
pour linfection et la multiplication du virus. Une particule virale est sphérique et d’un
diamétre moyen de 130 nm pour une particule mature ou immature (Briggs et al., 2003). Ces
deux particules présentent des morphologies fortement différentes, la phase de maturation
étant absolument nécessaire pour obtenir des particules infectieuses.

La particule immature est composée de I'alignement des précurseurs Gag et Gag-Pol dont
I’'extrémité N-terminale est ancrée dans la bicouche lipidique et dont I'extrémité C-terminale
interagit avec les deux copies d’ARN viral (Wilk et al., 2001) (Figure 6 A et B). La particule est
entourée d’une enveloppe constituée d’une bicouche lipidique empruntée a la cellule héte
lors du bourgeonnement de la particule. Finalement, a la surface de cette membrane, on
retrouve les glycoprotéines virales reconnues par les récepteurs des lymphocytes T CD4*
indispensables pour l'infection.

La particule mature est le résultat d’'une modification structurelle des protéines de structure
(Mattei et al., 2016) et possede une forme caractéristique avec, en son centre, une capside de
forme conique formée par I'assemblage d’hexameéres et de pentameéres de protéine de
Capside (CA, Figure 6 C et D) (Briggs et al., 2003). Cette derniere renferme le génome viral
recouvert de nombreuses protéines de Nucléocapside (NC). Cette ribonucléoprotéine
comporte également les protéines Transcriptase inverse (RT), Intégrase (IN) et Protéase (PR).
L'enveloppe de cette particule est en revanche identique a celle observée au niveau de la

particule immature.
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Figure 6 : Particules virales immatures (A et B) et matures (C et D) observées en microscopie
électronique (A et C, particules d’environ 130 nm de diamétre) et en représentations schématiques (B
et D). (Adapté et traduit de Balasubramaniam and Freed, 2011; Ganser-Pornillos et al., 2008).

B.Génome viral : un plan simple pour une structure

complexe

1. L’ARN viral :

Une particule virale du VIH-1 contient deux copies d’ARN génomique simple brin de polarité
positive, coiffé a I'extrémité 5’ et poly-adénylé a son extrémité 3’ ce qui signifie qu’il est
susceptible, comme les ARNs messagers cellulaires, d’étre traduits en protéines. Les
séquences de ces deux copies peuvent étre différentes augmentant ainsi la diversité

génétique du virus.

a) Région codante de ’'ARN

Si la séquence de I’ARN viral est connue de longue date (Ratner et al., 1985), la structure
secondaire de l'intégralité de I’ARN n’a été proposée que récemment (Sukosd et al., 2015).
Cette structure (et notamment les extrémités 5’-UTR et 3’-UTR) est riche en appariement sous
forme de tige-boucle et permet 'activation de la transcription, l'initiation de la transcription

inverse, facilite la dimérisation de 2 ARNs viraux ainsi que I'assemblage, modifie le cadre de
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lecture, interagit avec des protéines virales et cellulaires (Watts et al., 2009). Mais il est
important de se souvenir que la fonction principale de I’ARN du VIH-1 (d’une taille de 9,2 kb)
est de coder le génome viral nécessaire pour la production de I'ensemble des protéines virales.
Celui-ci contient neuf cadres de lecture ouverts qui permettent la production de 15 protéines
(Figure 7). Trois de ces cadres de lecture encodent les polyprotéines Gag, Pol et Env qui seront
par la suite protéolysés pour donner I’ensemble des protéines virales. Ainsi, le précurseur Gag
est clivé en plusieurs protéines, MA (Matrice), CA (Capside) et NC (Nucléocapside) qui sont les
composants indispensables pour la structure de la particule virale. Le précurseur Env est lui
clivé en une protéine de surface (gpl120) et une protéine transmembranaire (gp4l)
indispensable pour la reconnaissance du virus par les cellules lymphocytaires de I'organisme
infecté par le VIH-1. Les trois protéines issues de Pol, PR (Protéase), RT (Transcriptase inverse)
et IN (Intégrase) portent les activités enzymatiques essentielles a l'infection et sont
encapsulées dans la particule virale (Frankel and Young, 1998). L’ARN code également six
protéines accessoires dont certaines sont encapsidées dans la particule virale (Vif, Vpr, Nef),
d’autres participent a la régulation de la transcription génique (Tat et Rev) et une derniere
facilite I'assemblage de la particule (Vpu). Les protéines Tat et Rev sont indispensables pour
la transcription virale, alors que les protéines auxiliaires (Vif, Vpr, Nef et Vpu) sont nécessaires

in vivo mais pas in vitro.

o]

s1 M |eae || vif | tat nef

o R,USMA CA NCp6

v?2 wu oo~ L
o " U3,R
<3 | | pol | | ver | | env|

3 PR RT RNase IN SP  gpl20 gp4l

Figure 7 : Organisation génomique du VIH-1 sous forme d’ARN. Les régions codant les protéines sont
en gris, les domaines de jonctions des protéines au sein des polyprotéines (gag, pol et env) sont indiqués
par un trait vertical noir (Watts et al., 2009).

b) Région non codante de 'ARN

Les régions codant toutes ces protéines virales sont encadrées par des séquences non
codantes appelées UTR (UnTranslated Region) : 5’-UTR et 3’-UTR situées aux deux extrémités
du génome. Ces deux séquences sont composées d’une région identique aux deux extrémités
et d’'une région propre a chaque extrémité (U5 et PBS pour I'extrémité 5’ et U3 et PPT pour

I’'extrémité 3’).
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(1) Partie identique aux extrémités 5’ et 3’ : R

Cette partie, appelée la région R (en rose dans la Figure 8), est composée de deux structures
en tige-boucle :

- TAR (TransActivation Response element, Nucléotides 1 a 57) : est le site de fixation
de la protéine Tat indispensable pour I'activation transcriptionnelle du VIH-1. Le
role de cette protéine sera expliqué dans la partie [I.4.3)] de ce chapitre. Cette
région, hautement conservée et trés structurée, joue un role important dans la
transcription inverse (Beerens and Kjems, 2010; Harrich et al., 1997) ainsi que lors
de lI'assemblage en facilitant I'empaquetage (Helga-Maria et al., 1999) et la
dimérisation de I’ARN viral (Andersen et al., 2004; Jalalirad et al., 2012).

- polyA (PolyAdénylation, nucléotides 58 a 104) : contient le signal de
polyadénylation (AAUAAA). Malgré la présence de cette zone aux deux extrémités
de I’ARN viral, le signal en 5’ semble étre séquestré dans une boucle, alors que celui
en 3’ semble alterner entre conformation ou la polyadénylation peut avoir lieu et
séquestration dans une boucle, permettant la régulation de la transcription virale

(zarudnaya et al., 2013).
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Figure 8 : Structure secondaire possible de la région 5’-UTR (U5) de ’ARN du VIH-1 (Jones et al., 2014).
Les lignes pointillées englobent les différentes parties de cette région : TAR/polyA en rose qui est
identique en 5’ et en 3’ de I’ARN viral et des séquences uniques d I'extrémité 5’ : PBS/TLE en jaune et
Psi en bleu.
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(2) Région unique de I'extrémité 5’ : U5

En 5" de 'ARN messager (Heng et al., 2012), on retrouve une région unique (U5) a cette

extrémité comprenant :

PBS (Primer Binding Site)/TLE (tRNA-Like Element) (en jaune dans la Figure 8) : cette
zone a un role majeur dans la réplication car c’est la zone de fixation de l'initiateur
de transcription inverse, I’ARN"s3 (Beerens and Berkhout, 2002). Elle est, de plus,
importante dans I'assemblage des particules virales en facilitant I'acces de la
protéine Gag pour son interaction avec la boucle SL3 (Clever et al., 2002).

Psi (en bleue dans la Figure 8) : région d’environ 120 nucléotides nécessaire mais
non suffisante pour I’encapsidation du génome viral grace a son interaction avec
Gag (Lu et al., 2011). Cette zone est composée de quatre structures tige-boucle :

o SL1 ou DIS (Dimer Initiation Site) : permet l'initiation de la dimérisation du
génome avec le méme site d’un autre ARN via une interaction boucle-
boucle (kissing-loop) (Skripkin et al., 1994). Cette structure SL1 semble étre
un site a haute affinité pour la polyprotéine Gag (Abd EI-Wahab et al., 2014)
et la dimérisation facilitée au niveau de SL1 permet I'exposition du signal
d’encapsidation W. C'est pourquoi SL1 est impliquée dans I'assemblage des
particules (Lawrence et al.,, 2003). Cependant sa mutation a un effet
drastique sur I'encapsidation des ARNs viraux encapsidés ce qui
conditionne le pouvoir infectieux (Houzet et al., 2007).

o SL2 ou SD (Splice Donor) : est le site principal d’épissage de I’ARN viral. Tous
les ARNSs viraux, qui sont épissés, le sont au niveau de ce site pour former
différents ARNm viraux et donc certaines protéines virales. De plus, cette
boucle est une zone de haute-affinité pour la fixation de la NC (Amarasinghe
et al., 2000).

o SL3: contient le signal d’encapsidation (W) permettant I’encapsidation
préférentielle du génome viral lors de I'assemblage (Lever et al., 1989;
Russell et al.,, 2003) grace a la trés forte affinité qu’elle a avec la NC
(Athavale et al., 2010; Guzman et al., 1998).

o SL4: contient le codon d’initiation (AUG) pour la traduction des précurseurs

Gag et Gag-Pol.
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(3) Région unique de I'extrémité 3’ : U3

Cette zone possede un réle moins étudié que la région U5. Elle est ainsi décrite comme site

d’interactions préférentielles de micro-ARN (miARN) qui régulent le cycle réplicatif (Sun et al.,

2012) et facilitent la mise en place du réservoir du VIH-1 (Huang et al., 2007).

(4) Autres régions non codantes

En dehors de ces régions, d’autres séquences, non codantes mais situées dans des régions

codantes, sont retrouvées dans la séquence de I’ARN viral :

PPT (Poly Purine Tract) : riche en purines, est retrouvée juste avant la séquence
unique U3 en 3’ de I'ARN génomique viral au niveau de la séquence codant Nef.
Cette région, trés conservée dans tous les rétrovirus, est indispensable pour la
synthése du brin (+) de ’ADN viral lors la transcription inverse. Son role lui est
conféré par sa résistance a |’activité RNase H de la transcriptase inverse. Alors que
I’ARN viral est dégradé, ce fragment d’ARN reste apparié au brin (+) d’ADN viral
nouvellement synthétisé, formant un hybride ARN/ADN stable qui devient ainsi
I"amorce pour la synthése du brin (-) de I’ADN viral (Rausch and Le Grice, 2004). Si
cette région est mutée, la réplication virale est limitée voire supprimée conduisant
a une diminution drastique de l'infectivité du virus (Miles et al., 2005).

PPTc (Poly Purine Tract central) : située en plein centre du génome viral, dans la
région codant l'intégrase, est structurellement similaire au 3’-PPT. Cette région
participe a la synthése discontinue du brin (+) d’ADN en formant un 28 sjte
d’initiation de la transcription (Rausch and Le Grice, 2004). En effet, lors de la
transcription inverse, au niveau de la séquence cPPT est retrouvée une structure a
trois brins d’ADN appelée « ADN-flap » (Charneau and Clavel, 1991; Charneau et
al., 1992). Cette structure semble également étre trés importante dans la
formation et I'import nucléaire du complexe de pré-intégration (PIC) (Arhel et al.,
2007; Riviere et al., 2010), mais aussi comme bloqueur de I'action des facteurs de
restrictions APOBEC3G/F (Hu et al., 2010).

RRE (Rev Response Element): cette séquence, située sur le gene env, est
uniguement présente au niveau des ARNm non épissés ou mono-épissés (Malim et

al., 1989) afin de permettre la fixation de plusieurs protéines Rev (DiMattia et al.,
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2010), favorisant le recrutement de facteurs d’exports nucléaires (Crm1 et Ran-
GTP). Alors que I'épissage total est normalement nécessaire pour que les ARNm
sortent du noyau, le complexe formé autour de RRE, permet la régulation de la
sortie des ARNm non- ou mono-épissés. De par sa capacité a adopter des
conformations différentes cette structure permet également le contréle de la

réplication virale (Blissenbach et al., 2010; Grewe et al., 2012; Sherpa et al., 2015).

2. L’ADN proviral :

Une des étapes clés du cycle viral du VIH-1 est la transcription inverse. Elle permet ainsi la

synthése d’ADN proviral a partir de I’ARN viral génomique (Figure 9).

r_Us PBS cPPT PPT_U3 r aappna ARN génomique (+)
(2 copies par particules)

Transcriptioninverse

ADN cellulaire U3 R U5 PBS cPPT PPT U3 R US ADN cellulaire Brin (+) ADN

gag pol Env/protéines Brin (-) ADN
accessoires

Figure 9 : La transcription inverse permet d’obtenir ’ADN proviral double brin a partir de I’ARN viral
génomique. Les étapes de cette transcription inverse seront décrites dans la section [lll.D] de ce
chapitre (Sarafianos et al., 2009).

Les régions codantes sont identiques a celles retrouvées dans I’ARN et les régions UTR (5’-UTR
et 3’-UTR) sont dupliquées pour former les LTR (Long Terminal Repeat). Ces LTR sont
identiques aux deux extrémités de I’ADN proviral et sont composées des régions U3, R et U5.
Si cette structure est trés importante pour l'intégration du génome viral dans le génome
cellulaire, elle contient également tous les signaux indispensables a I'expression des génes : le
promoteur, des éléments activateurs et régulateurs et les sites d’initiation (coiffe) et de

terminaison (polyadénylation) de la transcription.
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C. Protéines virales : les matériaux de construction pour faire

le virus

1. Protéines de structure

a) Polyprotéine Gag

Gag, ou group specific antigen, est la polyprotéine structurelle majeure du VIH-1 qui est
nécessaire et suffisante pour la formation de particules virales sphériques (Figure 6). Cette
protéine de 55 kDa est composée de quatre domaines qui formeront, aprés maturation, des
protéines aux roOles bien définis (Figure 10). Seuls les trois premiers domaines sont
indispensables a I'assemblage de 1500 a 3000 polyprotéines Gag sur I’ARN viral nécessaire a
la formation d’une particule : la Matrice (MA) permet notamment |'interaction avec les lipides
membranaires, la Capside (CA) possede des acides aminés indispensables aux interactions
Gag-Gag et la Nucléocapside (NC) permet l'interaction avec I'ARN viral génomique. Le
domaine p6 quant a lui, permet le recrutement de partenaires cellulaires qui sont nécessaires
au bourgeonnement et a la libération des particules virales (Lingappa et al., 2014). Le rOle de
la polyprotéine Gag dans I'assemblage sera étudié dans la partie [llI-1] de ce chapitre et les
roles des différents domaines et protéines seront décrites dans cette section. En revanche, la
structure tridimensionnelle de la protéine Gag compléte reste non élucidée certainement a
cause de I'abondance de régions non structurées et flexibles empéchant la cristallisation de

Gag.
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Figure 10 : Modéle des structures linéaires et tridimensionnelles hypothétique de la polyprotéine
Gag. La structure représentée est celle des protéines issues du clivage protéolytique selon les structures
PDB (MA = Matrice = 1UPH ; CA = Capside = 2M8N ; NC = Nucléocapside = 1AAF ; p6 = 2C55). Les
peptides Sp1 et Sp2 n’ont pas été représentés dans la structure tridimensionnelle. Les fleches noires
indiquent les sites de clivages protéolytiques qui se font en trois étapes pour finalement aboutir aux
différentes protéines de structures (adaptée de Bell and Lever, 2013).

b) Matrice (MA)

Cette protéine de 17 kDa (132 acides aminés) est composée de cing hélices a et de trois
feuillets B et posséde un myristate (modification post-traductionnelle) sur la glycine en 2&me
position co6té N-terminal. Lors de I'assemblage a la membrane, ce domaine s’assemble sous
forme d’un hexamere de trimeres autour d’un axe central formant un creux ou viendra
s’ancrer la protéine transmembranaire d’enveloppe (gp41) (Figure 11) (Alfadhli et al., 2016;
Hill et al., 1996; Tedbury et al., 2016). Dans la particule virale mature, cette protéine forme

une « seconde membrane » directement située sous la bicouche lipidique (Figure 6).
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Figure 11 : Organisation membranaire de plusieurs Matrice de HIV-1 (PDB 1HIW). Cette organisation
montre la formation d’un hexamere de triméres formant un creux (hexagone noir au centre) dans lequel
vient se placer I'ancrage transmembranaire de I'enveloppe (gp41l). Les triangles noirs indiquent
I'espace autour duquel se forment les trimeres de CA (Alfadhli and Barklis, 2014).

Dans les étapes précoces du cycle viral, immédiatement apres I'entrée du virus dans le
cytoplasme de la cellule infectée, la MA semble intervenir dans le transport vers le noyau du
complexe de pré-intégration (PIC) permettant I'infection par le VIH-1 des cellules quiescentes
(Kiernan et al., 1998). Ce transport actif du PIC est permis grace a la présence de deux signaux
de localisation nucléaire (NLS) sur la MA (Bukrinsky et al., 1993; Haffar et al., 2000; von
Schwedler et al., 1994). Mais I'implication directe de la MA dans le transport du PIC est sujet
a controverse et n’est a ce jour, pas totalement élucidée (Fouchier et al., 1997; Freed et al.,
1995). Il a également été démontré I'importance de la phosphorylation de résidus sérine de
la MA dans les étapes qui suivent immédiatement I'entrée de la CA dans le cytoplasme pour
les sérines 9, 67, 72, 77 (Kaushik and Ratner, 2004).
Dans les étapes tardives, le principal role décrit du domaine MA de Gag, outre I'incorporation
de la protéine d’enveloppe, est son implication dans la liaison avec les lipides membranaires.
Plusieurs régions (Lingappa et al., 2014) sont importantes pour que cette interaction soit
correcte :
- Acides aminés 2 a 5: indispensables pour la reconnaissance par la N-
myristoyltransférase (NMT) du site de myristoylation. Cette modification post-

traductionnelle permet la fixation d’un acide gras saturé (myristate) sur la glycine
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en position 2 de la MA lorsque la méthionine N-terminale a préalablement été
délétée. La mutation G2A (remplacement de la Glycine en position 2 par une
Alanine) prouve que la myristoylation est indispensable pour la production de
particules virales immatures en réduisant séverement la liaison de Gag a la
membrane et inhibe la production de particules virales (Bryant and Ratner, 1990;
Freed et al., 1994; Goéttlinger et al., 1989; Zhou et al., 1994). Lorsqu’il est lié a la
MA, le myristate existe sous 2 conformations. La premiere, lorsque la MA est sous
forme monomérique, ou il est séquestré au sein d’'une poche constituée par les
hélices-alpha de la MA. La seconde est observée lors de la trimérisation de la MA,
ou un changement structural permet I'exposition de la chaine carbonée du
myristate, facilitant I’ancrage de Gag dans les lipides membranaires (Chukkapalli
and Ono, 2011).

- Acides aminés 7 et 8 : non nécessaires a la myristoylation. Leur mutation entraine
d’importants défauts d’assemblage et de bourgeonnement en diminuant la liaison
a la membrane plasmique et inhibe I'exposition du myristate en présence de
phospholipides en bloquant la trimérisation de MA (Ono and Freed, 1999; Paillart
and Gottlinger, 1999; Saad et al., 2007).

- HBR (Highly Basic Region) : qui, avec I'ancrage par le myristate, est le second signal
qui stabilise I'interaction avec les lipides membranaires. Cette zone, composée des
acides aminés 15 a 32, permet la formation d’interactions électrostatiques avec la
téte polaire des phospholipides membranaires Pl(,5)P2, stabilisant la liaison de Gag
a la membrane plasmique (Saad et al., 2006). Il apparaitrait ainsi que la liaison de
Gag spécifique au Pls5P2 soit médiée par trois mécanismes : (i) exposition du
myristate et stabilisation (ii) par le Pl(,5)P2 et (iii) par les acides aminés basiques
(HBR).

- Acides aminés 85 a 89 : qui assurent avec le domaine HBR le ciblage de Gag
spécifiguement a la membrane plasmique qui est le principal site membranaire
d’assemblage de Gag pour la formation de particules virales immatures. Ainsi la
mutation de ces acides aminés entraine la relocalisation de I'assemblage sur les
membranes intracellulaires (Golgi, réticulum endoplasmique, ...) (Ono et al.,,

2000a).
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Toujours dans les étapes tardives, la liaison de la MA a I’ARN est également importante. En
revanche, une compétition entre acides nucléiques et lipides membranaires semble avoir lieu
au niveau de la MA car les acides aminés impliqués dans les différentes liaisons se retrouvent
tous localisés dans la partie N-terminale de la MA. Ainsi, certains acides aminés se retrouvent
impliqués d’une part dans la liaison a I’ARN et d’autre part dans la liaison lipidique (Figure 12).
La MA semble plutét lier une séquence C-terminale correspondant au géne Pol (Purohit et al.,
2001), alors que la nucléocapside permet la liaison de la séquence W située en N-terminale de
I’ARN viral génomique. Cette double liaison a ’ARN peut étre simultanée, le précurseur Gag
empruntant alors une forme compacte dite en U (Datta et al., 2007a; Munro et al., 2014).
Cette forme compacte caractéristique pourrait alors étre impliquée dans la sélection des
lipides membranaires spécifiques ou encore dans la différenciation entre ARNs cellulaires et
ARNs viraux. La caractérisation de cette forme compacte étant un de mes projets de these, le

réle et la structure de celle-ci seront détaillés dans la partie [IV] de ce chapitre.

Figure 12 : Chevauchement des sites de liaison préférentiels a 'ARN et au PI(4,5)P2 de la partie N-
terminal de la Matrice. Cette illustration de la partie N-ter de la matrice (PDB 1UPH) montre les sites
impliqués préférentiellement dans la liaison a I'’ARN (en rouge), ou aux phospholipides PI(4,5)P2 (en
bleu), ou impliqués dans la liaison avec I’ARN et les phospholipides membranaires (en violet) (Alfadhli
and Barklis, 2014).

c) Capside (CA)
La CA est la protéine indispensable a I'oligomérisation du précurseur Gag et permet la

formation de la capside virale conique contenant le génome viral caractéristique des

particules virales matures. La CA, protéine de 24 kDa, est sous divisée en deux sous-
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domaines reliés par une portion flexible : N-terminal ou CA-NTD (acides aminés 1-145) et C-
terminal ou CA-CTD (acides aminés 146-231) (Berthet-Colominas et al., 1999; Gamble et al.,
1997; Gitti et al., 1996; Lingappa et al., 2014b). Lors de I'assemblage de CA sous forme
d’hexameres (ou de pentameres favorisant les courbes de la base et du sommet de la capside),
le CA-NTD est situé a la surface extérieure de la capside, alors que le CA-CTD est dirigé vers
I'intérieur contenant le génome viral (Figure 13). Dans le CA-CTD est retrouvée une zone
appelée MHR (Major Homology Region), composée d’une vingtaine d’acides aminés trés
conservés (de D152 a L172) qui permet la dimérisation de Gag (Doménech et al., 2011). De
plus, des protéines Gag portant la double mutation W184A et M185A dans CA-CTD présentent
un fort défaut de multimérisation limitant alors la production de particules virales (Burniston

et al., 1999; von Schwedler et al., 2003).

Figure 13 : Représentation schématique de la forme conique empruntée par la capside virale mature
et observation de I'assemblage sous forme hexamérique (existe aussi des formes pentamériques) des
protéines de Capside (adapté de Campbell and Hope, 2015)

La capside virale a deux rbéles majeurs : le premier est un réle de protection des acides
nucléiques contre l'activité de facteurs cellulaires capables de reconnaitre des acides
nucléiques étrangers (la synthase cyclique des enzymes GMP-AMP (Lahaye et al., 2013) ou
TREX1 (three-prime Repair Exonucléase, Yan et al., 2010) ; le second permet de maintenir dans
un espace restreint I'ensemble des éléments nécessaires a la transcription inverse (ARN viral,

transcriptase inverse...).
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d) Nucléocapside (NC)

La NC, protéine de 7 kDa, est une petite protéine dont la structure et la séquence sont tres
conservées dans les différents sous-types de VIH-1. Dans ce manuscrit, une nomenclature
particuliere sera utilisée afin de faciliter la compréhension. Ainsi, la NC désigne le domaine NC
retrouvé dans le précurseur Gag, alors que la NCp7 permettra de décrire la protéine aprés
maturation. Sa structure caractérisée par deux doigts de zinc de type CX4CX,HX4C permet son
activité de liaison spécifique a la boucle SL3 de I’ARN viral (Figure 14 ; Guzman et al., 1998).
Cette protéine étant la cible du premier de mes projets de these, sa structure, ses fonctions
ainsi que son intérét comme nouvelle cible thérapeutique seront détaillées dans la partie [VI]

de ce chapitre.

Fixation de la boucle SL3
de la séquence W de
I’ARN viral

Figure 14 : Structure linéaire de la Nucléocapside (PDB 1AAF) et représentation de la poche
hydrophobe formée par les doigts de zinc ot vient se fixer la boucle SL3 de la séquence W de ’ARN viral
(adapté par M. Mori de Guzman et al., 1998).

e) Protéine p6

Aucun role aprés la maturation n’a été identifié pour ce domaine, d’'une masse de 6 kDa, de
I'extrémité C-terminale du précurseur Gag. En revanche, en tant que domaine de Gag, p6
permet la fixation de nombreux facteurs cellulaires et viraux indispensables au

bourgeonnement de particules virales infectieuses. Parmi eux, sont retrouvés des membres
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de la machinerie cellulaire, a savoir les facteurs cellulaires ESCRT (Endosomal sorting Complex
Required for Transport) impliqués dans le remodelage et la scission membranaire en
particulier dans la formation des corps multivésiculaires. Ces facteurs permettent de réaliser
la coupure entre particules virales et membrane cellulaire a la fin du bourgeonnement
(environ vingt protéines participent a ce processus). Ces protéines sont principalement
recrutées au niveau de deux motifs tres conservés de p6 appelés « late domain » (Votteler
and Sundquist, 2013) :
- domaine P(T/S)AP (code a une lettre de I'acide aminé dans la séquence; P =
proline, T = thréonine ou S = sérine, A = alanine) : connu pour fixer la protéine Tsg-
101, membre du complexe ESCRT-I (Garrus et al., 2001; Martin-Serrano et al., 2001;
VerPlank et al., 2001) qui permet le recrutement et la fixation des autres protéines
du complexe ESCRT. Ce domaine est le plus important des deux « late domain ».
- domaine YPxL (code a une lettre également ; Y = tyrosine, x = longueur et nombre
d’acides aminés variable, L = leucine) : interagit avec la protéine ALIX qui recrute et
active le complexe ESCRT-III (Strack et al., 2003).
- Enfin, son interaction avec la protéine auxiliaire Vpr permet 'embarquement de
cette derniere dans la particule virale (Solbak et al., 2013). Son réle ainsi que celui

des partenaires ESCRT sera discuté dans la partie [lll.I] de ce chapitre.
2. Protéines enzymatiques

a) Polyprotéine Gag-Pol

Au méme titre que le précurseur Gag mais en plus faible quantité, cette polyprotéine de 160
kDa (Pr160) est encapsulée lors de I'assemblage des particules. En revanche, cette protéine
est environ vingt fois moins abondante que Gag (Pettit et al., 2005). En effet, la traduction de
Gag est obtenue par un décalage du cadre de lecture a I'extrémité 3’ du gene gag rendant
silencieux le codon stop de fin de traduction de Gag (Figure 15; Coffin et al., 1997). Sa plus
faible concentration ne la rend pourtant pas moins importante, le précurseur Gag-Pol permet,
d’abord par clivage auto-protéolytique, I'apport de la protéase virale, puis grace au clivage
réalisé par cette derniére, l'apport des autres enzymes indispensables du VIH-1, la
transcriptase inverse et l'intégrase (Pettit et al., 2004). Le role de ces différentes protéines

sera décrit dans les parties suivantes et les différentes étapes qui découlent de I'activité
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enzymatique, a savoir la maturation [Partie IIl.J], la transcription inverse [Partie Ill.D] et

I'intégration [Partie III.F], seront étudiées plus tard.

MA N-ter CA C-terCA NC p6
Pr55 Gag | |
Spl 1Sp2
1
1
MA N-ter CA C-terCA NC : P6* PR RT IN
Pr160 Gag—P0| _S 1 | I3 |
p .

Figure 15 : Comparaison des précurseurs Gag et Gag-Pol. La ligne discontinue indique le décalage du
cadre de lecture qui aboutit a la synthese du précurseur Gag-Pol dans lequel le domaine p6 (indiqué ici
p6*) est directement associé au domaine NC sans domaine Sp2 (d’apres Leiherer et al., 2009; Louis et
al., 2013).

b) Protéase (PR)

Cette protéine virale est indispensable a la maturation de la particule virale, la rendant alors
infectieuse. Son action de clivage du précurseur Gag-Pol permet alors la libération des
protéines de structure et enzymatique. Comme les autres protéases a acide aspartique, la
protéase du VIH-1 présente un site actif avec un motif Asp-Thr-Asp dit « fireman’s grip »
(Cooper, 2002). Toutefois, elle a la particularité, comme celles des autres rétrovirus, de n’étre
active que sous forme d’homodimeéres (Wlodawer et al., 1989). Les acides aminés Asp-Thr-Gly
permettent I'activation d’une molécule d’eau nucléophile qui clivera alors la liaison peptidique
de la protéine cible (Sundquist and Krausslich, 2012). Synthétisée en tant que domaine du
précurseur Gag-Pol, la premiére action de cette protéine est de réaliser un clivage auto-
protéolytique selon un mécanisme encore mal connu (Tang et al., 2008). Cette protéine étant
indispensable a la formation de particules virales infectieuses, I'inhibition de son activité par
des molécules antivirales constitue un axe de recherche important qui a donné naissance a

plusieurs molécules actuellement sur le marché (Voir partie [V-B-V.3]) (Kunze et al., 2014).

c) Transcriptase Inverse (RT)

Cette protéine posséde deux activités enzymatiques indispensables a la synthése d’ADN
double-brin a partir de I’ARN viral, a savoir les activités polymérases (synthese de I’ADN
proviral) et RNase H (dégradation de I’ARN matrice). Cette étape qui a lieu dans le cytoplasme
est appelée transcription inverse et sera discutée dans la partie [IIl.D] de ce chapitre. La RT est
un dimére asymétrique composé des protéines p66 (560 acides aminés, contient les sites

actifs des deux activités enzymatique) et p51 (440 acides aminés, permet le maintien de la
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structure de la RT) toutes deux issues du clivage de Gag-Pol (Lowe et al., 1988; di Marzo
Veronese et al., 1986; Sarafianos et al., 2009). Grace a la caractérisation de la structure
tridimensionnelle de la protéine, il a été décrit que les deux sites actifs de la RT sont situés
dans deux zones distinctes (Jacobo-Molina et al., 1993; Kohlstaedt et al., 1992). La réplication
rapide et I'absence de systéme de correction sont trés importantes pour le virus et pour
expliquer les difficultés rencontrées dans la lutte contre l'infection. En effet, ces propriétés
contribuent a l'importante diversité génétique du virus rendant, jusqu’a aujourd’hui, le
développement de tout vaccin impossible. De plus, ce mécanisme est également a I'origine
des résistances observées chez les patients sous traitement rendant ce dernier inefficace a
tres long terme. Le réle de cette enzyme étant rapidement devenu un des mieux documentés
dans I'historique de la compréhension du VIH-1, il a été la premiere cible d’inhibiteurs

antirétroviraux (description dans la partie [V-B-V.1 et V-B-V.2] de ce manuscrit).

d) Intégrase (IN)

Cette protéine permet de réaliser I’étape d’intégration de I’ADN viral nouvellement synthétisé
par la RT dans I’ADN de I’h6te cellulaire. Cette étape sera décrite dans la partie [IIl.F] de ce
chapitre. Cette protéine de 32 kDa (288 acides aminés) est retrouvée sous forme de
monomeres, mais également de diméres, de tétraméres ou de diméres de tétraméres (Deprez
et al., 2000). La protéine monomérique est composée de trois domaines (Andrake and Skalka,
2015; Bushman et al., 1993; Engelman et al., 1993) :

- Domaine N-terminal (résidus 1 - 49) : contient un motif en doigt de zinc liant deux
zinc qui est nécessaire a l'oligomérisation et qui pourrait étre impliqué dans
I’'amélioration de la transcription inverse (Cai et al., 1997),

- Domaine central catalytique (résidus 50 - 212) : trés conservé, lie les régions LTR
(Esposito and Craigie, 1998) et contient le site catalytique (Aspartates 64 et 116 et
Glutamine 152) qui permet ainsi de réaliser les étapes de préparation de I’ADN viral
(3’-processing) et de transfert de brin. Pour étre actif ce site doit lier deux cations
divalentes (Mg?* ou Mn?*) (Dyda et al., 1994; Kulkosky et al., 1992),

- Domaine C-terminal (résidus 213 - 288) : qui est le domaine le moins conservé de
cette protéine (Eijkelenboom et al., 1995; Lodi et al., 1995) mais permet une liaison
non spécifique de ’ADN (Engelman et al., 1994), son import dans le noyau (Gallay

et al., 1997) et son oligomérisation par des domaines de type SH3. Ce domaine
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permet également la liaison a la RT qui améliore I'activité de transfert de brin de
I'Intégrase (Hehl et al., 2004).
Comme les deux autres enzymes précédemment décrites, celle-ci est également la cible de

molécules antirétrovirales (Voir partie [V-B-V.6]).
3. Protéines d’enveloppe

a) Polyprotéine Env (gp160)

Les protéines d’enveloppe sont indispensables a I'infection virale car elles permettent la
reconnaissance des cellules cibles et la fusion membranaire entre la particule virale et la
cellule. Le précurseur polyprotéique (gp160) synthétisé a partir d’'un ARN mono-épissé est
clivé par les protéases cellulaires (la furine, au niveau de I'appareil de Golgi) pour donner une
protéine transmembranaire gp41 et une autre de surface appelée gp120 (Hallenberger et al.,
1992; Vollenweider et al., 1996) bien que la furine ne semble pas indispensable a ce clivage
(Gu et al., 1995). Ces protéines s’organisent sous forme de diméres qui s’assemblent eux-
mémes sous forme de trimeres pour finalement se retrouver a la surface membranaire des
particules virales. Le précurseur Env possede un signal N-terminal pour étre dirigé dans le
réticulum endoplasmique ou ce signal sera éliminé. Dans ce dernier, gp160 est alors glycosylée
et oligomérisée (souvent sous forme de triméres) facilitant son transport vers 'appareil de
Golgi ou le précurseur sera protéolysé. Les liaisons non covalentes entre gp41 et gp160 sont
en revanche conservées permettant la formation du complexe gp120/gp41 (Checkley et al.,
2011). Ce complexe permet l'interaction du virus avec les récepteurs et corécepteurs a la
surface des cellules cibles. Le faible nombre de complexes gp41/gp120 a la surface des
particules virales (environ 14) contribue a la faible réponse immunitaire induite par I'infection

au VIH-1 (Schiller and Chackerian, 2014; Zhu et al., 2003, 2006).

b) Glycoprotéine de surface (gp120)

La glycoprotéine gp120, fortement glycosylée, est composée d’une succession de cing
domaines variables (V1 a V5) et de cing domaines constants (C1 a C5 ; Starcich et al., 1986;
Willey et al., 1986). Un grand nombre de résidus cystéines est retrouvé favorisant la mise en
place de ponts disulfures indispensables a la stabilisation de la structure tridimensionnelle du

complexe gp41/gp120 qui sera reconnu par le récepteur cellulaire CD4 (Leonard et al., 1990).
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V1 et V2 sont stabilisées par un pont disulfure et associées entres elles par un autre pont
permettant de former la boucle V1/V2. Cette boucle protége le domaine variable 3 (V3) qui
est trés important pour la fusion membranaire et dans le tropisme viral (Freed et al., 1990;
Hwang et al., 1994; Leonard et al., 1990). Ainsi, c’est sa séquence de 35 résidus et la variation
du nombre de charges de ce domaine qui permettent I'interaction avec I'un ou I'autre des co-
récepteurs CXCR4 ou CCR5 (Pollakis et al., 2004; Shioda et al., 1994). Concernant les domaines
constants, C1 et C5 constituent le site de liaison a la gp41 alors que C2 - C4 sont dans le core
de la protéine et nécessaires a la liaison avec CD4). La liaison entre V3 et CCR5 est plus
particulierement ciblée par un inhibiteur d’entrée actuellement sur le marché (Maraviroc® ;
(Dragic et al., 2000) ; voir partie [V-B-V.5]). La grande variabilité de cette glycoprotéine, sa
capacité de modification de structure et son important degré de glycosylation (Montefiori et
al., 1988) lui permettent de ne pas induire de forte réponse immunitaire en évitant d’étre

reconnue par des anticorps spécifiques (Checkley et al., 2011; Wyatt et al., 1998).

c) Glycoprotéine transmembranaire (gp41)

Cette glycoprotéine permet I'ancrage des spicules d’Env dans le méme hote, I'incorporation

d’Env au sein des particules virales et la fusion entre les membranes de la cellule cible et de la

particule virale. Elle est composée de trois domaines majeurs (Checkley et al., 2011; Lu et al.,
1995; Wyatt et al., 1998) :

- Domaine extracellulaire ou ectodomaine (Weissenhorn et al., 1997) : présente

une région hydrophobe N-terminale connue comme étant le peptide de fusion

(Bosch et al., 1989) suivie d’'une région polaire et de deux régions hydrophobes

appelées «heptad-repeat , HR» puis d’un domaine riche en tryptophane nommé

MPER (Membrane Proximal External Region, aussi appelé HR2) impliqués dans le

processus de fusion (Dubay et al., 1992; Munoz-Barroso et al., 1999; Salzwedel et

al., 1999). C’'est le changement structurel engendré par la fixation de gp120 au

récepteurs CD4 et aux co-récepteurs qui permet I'exposition du domaine de fusion

qui pénétre dans la membrane de la cellule héte, déstabilisant celle-ci formant

alors un pore par lequel passera la capside virale (Brasseur et al., 1990). Un peptide

dérivé du domaine HR2, I'enfuvirtide ou fuzeon, est actuellement sur le marché

(voir partie [V-B-V.4]).
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- Domaine transmembranaire : constitué de 40 acides aminés environ dont 25 sont

trés conservés, permet au complexe gp120/gp41 de s’insérer dans la bicouche

lipidique membranaire.

- Domaine C-terminal cytoplasmique : ce domaine est composé de plusieurs motifs

présentant des activités structurales et fonctionnelles :

4.

o Séquence YxxL qui interagit avec le complexe adaptateur pour la clathrine

(AP-2, Adaptor Protein 2) permettant I'endocytose clathrine-dépendante
du virion, le bourgeonnement viral dans les cellules épithéliales (Lodge et
al., 1997), le passage de cellule T a cellule T (Deschambeault et al., 1999) et
I'infectivité virale (Day et al., 2004).

Motif di-leucine qui interagit avec la protéine AP-1, autre complexe
permettant I’endocytose clathrine-dépendante indépendamment du motif
YxxL (Byland et al., 2007; Wyss et al., 2001).

Trois hélices amphipathiques (LLP-1, LLP-2 et LLP-3), souvent citées comme
peptides lytiques, structurellement trés conservées et impliquées dans la
stabilité d’Env, sa capacité de fusion (Kalia et al., 2003), sa multimérisation
(Lee, 2000), son expression membranaire (Blltmann et al., 2001) et son

incorporation dans la particule virale (Piller et al., 2000).

Protéines régulatrices

Protéine Tat (Trans-activator of Transcription)

La protéine Tat, encodée par deux exons différents (rapprochés par un double épissage), est

une petite protéine dont la masse varie de 14 a 16 kDa (suivant la souche virale considérée)

jouant un réle crucial dans I'activation de la transcription du VIH-1. C'est une des premiéres

protéines exprimées lors de I'infection qui reconnait la séquence TAR a I'extrémité 5’ de I’ARN

viral en cours de transcription (Figure 8). Tat recrute alors des protéines (Cyclin dependent

kinase 9 et Cyclin T1) du complexe P-TEFb qui se retrouvent proches de I’ARN-polymérase-II

qui, alors débloquée de sa pause, peut reprendre la synthése de I’ARN (Bagashev and Sawaya,

2013; Mancebo et al., 1997; Zhu et al., 1997). Tat est composée de trois domaines fonctionnels

dontle:
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- Domaine de transduction (PTD) : permet 'internalisation de Tat dans les cellules
(domaine minimal a.a. 47 - 57). Ce motif a été utilisé comme CPP (cell prenetrating
peptide) pour importer dans des cellules de nombreux peptides, protéines ou
molécules chimiques (Mae and Langel, 2006).

- Domaine de transactivation : situé en position N-terminale, riche en prolines et
cystéines, interagit avec de nombreuses protéines cellulaires et est essentiel a
I'activité de transactivation de la transcription, a la liaison de zinc et a la
dimérisation de Tat (Frankel and Pabo, 1988; Johri et al., 2011).

- Domaine riche en arginine : permet l'interaction avec la séquence TAR de I’ARN
viral (Berkhout et al., 1989).

Tat est également impliquée dans I'augmentation de I’expression de protéines cellulaires dans
les cellules infectées comme plusieurs cytokines (IL-6, 8 et 10 ; Buonaguro et al., 1992; Ott et
al., 1998), le co-récepteur CCR5 (Huang et al., 1998a), ou le récepteur a I'interleukine-2 (CD25 ;
Mayol et al., 2007). A I'inverse, Tat permet la diminution de I’expression d’un grand nombre
de protéines cellulaires dont des molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de classe
| (CMH-1) indispensables pour une réponse immunitaire correcte (De La Fuente et al., 2002;
Howcroft et al., 1993). De plus, comme Tat est libérée dans I'espace intercellulaire par les
cellules infectées, elle a également montré une capacité a induire I’'angiogenese (Albini et al.,
1996), la prolifération des cellules de Kaposi (Ensoli et al., 1990) ou I'apoptose de cellules T
non infectées (Li et al., 1995; Westendorp et al., 1995) en agissant sur des récepteurs
extracellulaires ou aprés entrée dans ces derniéres. |l a également été montré que Tat
augmente I'expression de la protéine MMP9 connue pour dégrader la matrice extracellulaire
de la barriére cérébrale entrainant un désordre neurologique causant des démences dans de
plus de 50 % des patients touchés par le SIDA (Ju et al., 2009; Romani et al., 2010).

Comme cette protéine joue un réle critique dans la transcription du génome viral, elle
constitue une cible intéressante pour le développement de nouveaux inhibiteurs ou méme
pour le développement d’une nouvelle stratégie vaccinale (Programme de recherche TAT/

BIOSANTECH SA®, Loret et al., 2016).

b) Protéine Rev (Regulatory of Viral Expression)

Cette phosphoprotéine de 116 acides aminés fait la navette entre le noyau et le cytoplasme

de la cellule (Pollard and Malim, 1998). Son extrémité N-terminale se fixe sur la séquence RRE
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(Rev Response Element) des ARNs viraux permettant I’export nucléaire des ARNm viraux non
ou mono-épissés (Bohnlein et al., 1991; Daly et al., 1989). En effet, en condition normale, les
cellules eucaryotes régulent I'expression et controlent I'export nucléaire des ARNm
correctement épissés. Le systeme d’export NFX1 est utilisé par les ARNm viraux totalement
épissés (Cullen, 2003). Toutefois, afin d’exporter de grandes quantités d’ARNm non
totalement épissés, comme le génome viral, le VIH-1 utilise le systeme Rev/RRE pour
outrepasser les différents points de régulations cellulaires. Le complexe Rev/RRE est ainsi
reconnu au niveau du signal d’export nucléaire riche en leucine de Rev par les protéines
cellulaires CRM1 (Chromosome Maintenance 1) lié a Ran-GTP formant un complexe d’export
ribonucléoprotéique (RNP) (Fischer et al., 1995; Fornerod et al., 1997; Williamson, 2015).

Finalement, il a récemment été démontré que la structure secondaire adoptée par la

séquence RRE permet de contrdler I'activation de la réplication (Sherpa et al., 2015).
5. Protéines auxiliaires

a) Protéine Nef (Negative Regulatory Factor)

Cette protéine de 27 kDa, myristoylée en N-terminal (Harris, 1995), est, conjointement aux

protéines Rev et Tat, une des premiéres protéines synthétisées lors de I'infection par VIH-1

(Klotman et al., 1991). Nef est retrouvée dans le cytoplasme ou associée a la membrane

cellulaire. Elle permet la régulation de plusieurs molécules de surfaces favorisant ainsi la
dissémination virale. Parmi ces molécules sont retrouvés (Kirchhoff et al., 2008) :

- Le récepteur CD4, dont I'inhibition est également obtenue par I'action d’autres

protéines virales (Vpu et Env). Nef favoriserait dés le début de l'infection, en

recrutant les protéines AP-2 et ALIX (Amorim et al., 2014; Greenberg et al., 1997),

I’endocytose des récepteurs CD4 membranaires déja exprimés et entrainerait leur

dégradation par la voie lysosomale (Anderson et al., 1994; Rhee and Marsh, 1994).

- Les complexes majeurs d’histocompatibilité de classe | et Il (CMH-I et —Il) : ces

complexes présentent des antigenes étrangers a la surface des cellules

présentatrices d’antigénes qui sont reconnus par les lymphocytes T cytotoxiques

(LT CD8*) et provoquent la mort cellulaire des cellules infectées (Schwartz et al.,

1996). Nef agirait sur deux fronts: d’abord elle favoriserait I'endocytose des

complexes du CMH-I retrouvés a la surface cellulaire selon un processus dépendant
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du recrutement des protéines AP-1, PACS-2 et kinases de la famille Src (Atkins et
al., 2008; Hung et al., 2007). Puis, Nef bloquerait le transport vers la membrane des
CMH-I nouvellement synthétisés (Kasper et al., 2005; Pawlak and Dikeakos, 2015).

- Différents récepteurs de lymphocytes T comme CD28 (Bell et al., 2001; Swigut et
al., 2001) ou CXCR4 (Hrecka et al., 2005) inhibant ainsi la réponse antigénique
spécifique des lymphocytes T.

b) Protéine Vif (Viral Infectivity Factor)

Cette protéine basique et phosphorylée de 23 kDa est essentielle pour la réplication virale
dans les cellules telles que les lymphocytes et les macrophages mais dispensable dans d’autres
lignées cellulaires dites permissives (Hela, 293T, Cos7, ...). Moins évident est le fait que la
nature de la cellule (permissive ou non) produisant le virus est plus importante pour I'action
de Vif que la cellule infectée elle-méme. En effet, un virus produit en cellule permissive est
capable d’infecter une cellule non permissive. Cette particularité est due a I'expression dans
les cellules non permissives du facteur de restriction cellulaire APOBEC3G (effet similaire pour
APOBEC3F) (Sheehy et al., 2002). APOBEC3G est une cytidine déaminase qui mute les
cytosines en uraciles dans I’ADN produit lors de la transcription inverse entrainant des mis-
appariements qui sont détectés et détruits par des systémes de réparation de I’ADN inhibant
la synthese du provirus (Mangeat et al., 2003; Zhang et al., 2003). Vif interagit avec APOBEC
ce qui entraine la dégradation protéasomale d’APOBEC3G (Rose et al., 2004) limitant son
incorporation dans les virions permettant alors de contrer I'action d’APOBEC3G (Henriet et
al., 2009; Mariani et al., 2003; Marin et al., 2003). Vif parvient également a inhiber Ia
traduction de APOBEC3G et 3F.

c) Protéine Vpr (Viral Protein R)

Cette protéine de 14 kDa, exprimée tardivement au cours de I'infection semble jouer des roles
importants dans les étapes précoces de l'infection virale. En effet, cette protéine auxiliaire est
incorporée dans les particules virales via les domaines p6 et NC de Gag (Bachand et al., 1999;
Fritz et al., 2008, 2010; de Rocquigny et al., 1997; Salgado et al., 2009). Cette protéine a
plusieurs fonctions (Guenzel et al., 2014; Morellet et al., 2009) :

- Induction de I'arrét du cycle cellulaire en phase G2 bloquant ainsi la prolifération

des lymphocytes T (He et al., 1995; Jowett et al., 1995). En effet, cet arrét
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favoriserait la transcription virale car les LTR du VIH-1 sont plus actifs en phase G2
(Goh et al., 1998) et, pendant cette phase, la traduction est augmentée stimulant
la production virale.

- Induction de l'apoptose des lymphocytes T infectés (pas des macrophages)
conduisant a la diminution drastique de leur nombre dans les phases précoces de
I'infection.

- Amélioration de la fidélité de la transcription inverse. Ainsi, en I'absence de Vpr,
I'incorporation de mutations est quatre fois plus élevée lors de I'étape de
transcription inverse qu’en présence de Vpr (Mansky, 1996). Vpr interagit avec
I"'uracil DNA glycosylase (UNG2) une protéine d’un systéme de réparation de I’ADN
permettant le remplacement d’uraciles (normalement retrouvés uniquement dans
I’ARN) incorporés par erreur dans I’ADN lors de la transcription inverse ou obtenus
par déamination de cytosines (Mansky et al., 2000).

- Import nucléaire de I’ADN viral en étant membre a part entiére du complexe de
pré-intégration (Jenkins et al., 1998; Lyonnais et al., 2013; McDonald et al., 2002)
et notamment dans le contact de ce complexe avec les pores nucléaires (Fouchier

et al., 1998; Piller, 2001).

d) Protéine Vpu (Viral protein U)

Cette protéine de 16 kDa est composée d’un domaine N-terminal transmembranaire et d’'un
domaine intra-cytoplasmique dont une partie, située entre deux hélices a, est hautement
conservée et phosphorylée. Plusieurs activités sont attribuées a Vpu (Bour and Strebel, 2003;
Gonzélez, 2015) :

- Dégradation des récepteurs CD4 par un processus impliquant le protéasome. Cette
dégradation cible les récepteurs CD4 bloqués dans le réticulum endoplasmique par
leur association avec la protéine d’enveloppe gp160. Ainsi, la dégradation des CD4
par Vpu permet a Env de poursuivre son trafic vers la membrane cellulaire (Willey
et al., 1992a, 1992b).

- Stimulation de la libération de particules virales. Vpu est capable par un mécanisme
mal défini a ce jour mais impliquant le domaine transmembranaire d’inhiber la
protéine tétherine, protéine transmembranaire capable de former une attache

pour les virus a la membrane cellulaire (Neil et al., 2008; Van Damme et al., 2008).
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[11. Comment le VIH se multiplie-t-il ?

A. Le cycle réplicatif : se multiplier pour mieux infecter

L’objectif principal du virus étant de se multiplier, il a mis en place de nombreuses stratégies
lui permettant d’utiliser les outils cellulaires qui lui sont indispensables pour atteindre cet
objectif. Il se sert du systeme de défense immunitaire pour infecter les cellules qui le
composent, puis contourne les systémes de controle que ces cellules utilisent pour se protéger
et finalement laisse périr cette cellule tant aimée pour en infecter d’autres.

On peut diviser le cycle en deux grandes étapes (Figure 16) :

- Etapes précoces : comprenant les phases de contact et d’entrée dans la cellule [B],
de décapsidation [C], de transcription inverse [D], d’import nucléaire [E] et
d’intégration [F]. Ces étapes permettent ainsi d’entrer dans la cellule pour insérer
le génome viral dans I’ADN cellulaire.

- Etapes tardives : comprenant les étapes qui suivent I'intégration du génome viral,
a savoir, la transcription du génome viral en divers ARNs, leur épissage et transport
du noyau vers le cytoplasme [G], la traduction des protéines virales [H],
I'assemblage permettant le bourgeonnement de nouvelles particules [I] et
finalement la maturation [J]. Ces étapes permettent ainsi |'utilisation de la
machinerie cellulaire pour la production de nouvelles particules virales capables
d’infecter d’autres cellules.

Les mécanismes de chacune des étapes citées précédemment seront étudiés dans les sections

suivantes.

Caractérisation cellulaire de nouveaux traitements anti-VIH-1 ciblant la NucléoCapside

et observation d’une forme compacte de Gag in cellulo.

39



Ill Comment le VIH se multiplie-t-il ?
Manuel PIRES

Synthése

d’ADN proviral Complexe de
pré-intégration

/. ADN circulaire
... non integré

/

VAVAVAVAVAVAVS

iy -
‘.“a—b e A VAVAVAVAVAVS

ADN proviral
Etapes précoces Transcription
X Inverse

Double-brin

Import
Nucléaire

ARN génomique

N\
VAVAVAVAVAVAVS

Assemblage
g ~1 N/

\

\ ‘\ \ \

\ \ "\ \

Production de protéines virales

Figure 16 : Cycle réplicatif du VIH-1 dans lequel on peut distinguer les étapes précoces et les étapes
tardives. Afin de rendre ce cycle facilement compréhensible, certaines étapes sont ici simplifiées. Le
détail de chacune de ces étapes sera étudié dans les parties et figures suivantes (Adapté de Coiras et
al., 2009).

B. Contact entre le virus et la cellule : le baiser mortel

Le contact entre la particule virale et la cellule cible est une étape cruciale pour I'infection par
le VIH-1. Il débute par un premier contact souvent peu spécifique entre Env et des
protéoglycanes (sur les macrophages; Saphire et al., 2001) ou plus spécifique avec des
intégrines ou d’autres molécules comme DC-SIGN (Dendritic Cell Specific Intercellular
adhesion molecular-3-Grabbing Non-integrin ; Geijtenbeek et al., 2000). Des contacts entre
des protéines cellulaires incluses dans la membrane virale et des composants de la cellule
peuvent aussi avoir lieu comme entre ICAM-1 et LFA-1 par exemple (Fortin et al., 1998). Apres
ce premier contact, les triméres de diméres gp41/gp120 a la surface des particules virales sont
reconnus, via la glycoprotéine gp120, par le récepteur CD4 (Maddon et al., 1986; McDougal
et al., 1986, dont le role physiologique majeur est de participer au processus de stimulation
des lymphocytes T auxiliaires) des cellules cibles : lymphocytes T CD4*, macrophages,
microglie ou cellules dendritiques. Cette interaction induit un changement conformationnel
de gp120 exposant alors les chaines variables qui la composent et en particulier le domaine

V3 qui est reconnu par des récepteurs aux chimiokines (CCR5 et CXCR4, récepteurs couplés
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aux protéines G caractérisés par sept domaines transmembranaires) considérés comme des
co-récepteurs du VIH (Huang et al., 2005; Kwong et al., 1998 ; Figure 17 A). L' utilisation de I'un
ou l'autre des co-récepteurs permet de définir le tropisme du virus. |l existe ainsi des virus R5
qui utilisent principalement le récepteur a la chimiokine CCR5 et des virus X4 qui eux se fixent
plutdt sur le co-récepteur CXCR4. Finalement les souches virales R5X4 peuvent utiliser les deux
types de co-récepteurs. Généralement, en début d’infection virale, on retrouve
principalement des VIH-1 a tropisme R5 (malgré la forte expression de CXCR4 dans les cellules
cibles du VIH), évoluant vers un double tropisme, pour finalement observer majoritairement
des virus a tropisme X4 dans les étapes tardives de la maladie (Regoes and Bonhoeffer, 2005).
Apres fixation des récepteurs et co-récepteurs, le virus migrerait le long de la membrane
cellulaire pour atteindre les sites de fusion (Lehmann et al., 2005) ou Env subit une nouvelle
modification structurelle qui induit I'exposition du peptide hydrophobe de fusion de gp41l
(Figure 17 B). L'exposition du peptide de fusion entraine le rapprochement de I'hélice-a N-
terminale d’une gp41 et de I'hélice-a C-terminale d’'une autre gp41 du trimére formant alors
au sein de chaque trimere un faisceau composé de 6 hélice-a. Les hélices en N-terminal étant
proches de la membrane cellulaire et les hélices en C-terminal de la membrane virale, la
formation du faisceau entraine d’abord le rapprochement des deux membranes, puis la
formation du pore membranaire et finalement I’entrée de la capside virale dans le cytoplasme

cellulaire (Eckert and Kim, 2001; Melikyan, 2008).
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Figure 17 : Entrée du VIH-1 dans la cellule. On peut ainsi distinguer deux étapes : (A) liaison avec le
récepteur CD4 suivie de celle avec le co-récepteur aux chimiokines CCR5 ou CXCR4 et (B) fusion
membranaire par insertion du peptide de fusion, porté par la gp41, dans la membrane cellulaire et
création d’un pore membranaire par formation d’un faisceau composé de six hélices-a provenant du
trimére de gp41 (traduit de Esté and Telenti, 2007).

Ce mécanisme dépendant des récepteurs et corécepteurs n’a pas le monopole de I'infection.
Ainsi, malgré les controverses, il est évident qu’il existe une transmission de cellules a cellules
au travers d’une structure appelée « synapse virologique » entre cellules immunitaires (Jolly
et al., 2004, 2011; McDonald et al., 2003). Il apparait également que cette transmission de
cellules a cellules, qui implique un phénomene d’endocytose dynamine dépendante (Sloan et
al., 2013) reste malgré tout sensible a I'action des inhibiteurs d’entrée et des anticorps
neutralisants (Martin et al., 2010). Cette transmission cellule-cellule est prédominante (en
comparaison avec la transmission classique) dans les tissus lymphatiques ou les virus sont
présents en grande quantité.

L'entrée du virus dans la cellule étant la premiére étape du cycle viral, elle constitue
évidemment une cible thérapeutique tres intéressante. Ainsi, plusieurs stratégies ont été

développées afin d’inhiber I'entrée du VIH-1 dans la cellule cible :
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- Cibler la gp41, comme par exemple avec I'Enfuvirtide®, voir la partie [V-BV.4],

- Cibler le CCR5, comme par exemple par le Maraviroc®, voir la partie [V-B-V.5],

- Cibler le CXCR4, aucune molécule n’est actuellement sur le marché pour cibler la
liaison entre gp120 et ce co-récepteur. Plusieurs laboratoires se penchent sur la
guestion mais la toxicité cardiaque et le faible effet clinique de 'AMD-3100 ont
stoppé les développements des molécules de cette classe (Hendrix et al., 2004).

- Cibler le CD4, récepteur permettant la fixation du virus a la membrane de la cellule,
a rapidement constitué une cible de recherche avec par exemple le développement
d’une forme soluble de CD4 qui pourrait se fixer préférentiellement a gp120 et
entrer en compétition avec le CD4 a la surface de la cellule. Or cette stratégie s’est
avérée completement inefficace chez ’'Homme (Daar et al., 1990). En revanche,
récemment, un inhibiteur (BMS-663068, basé sur la structure de la gp120 lié au
CD4) a été développé et I'étude clinique NCT01009814 est toujours en cours
(Nettles et al., 2012). Cette voie est toujours le sujet d'importants travaux comme
le montre la description d’un nouvel inhibiteur de I'interaction entre gp120 et CD4

qui bloque I'entrée du virus (Heredia et al., 2015).

C. Entree et décapsidation : attaquer le « rempart » et rentrer

dans la « cour » cellulaire

L’entrée du virus dans la cellule hote correspond au passage de la capside virale contenant le
génome viral, a travers le pore membranaire. La décapsidation correspond littéralement a
I'ouverture de la capside virale libérant alors le génome viral qui est prét a subir la
transcription inverse. Une des caractéristiques du VIH-1 (et des autres lentivirus) est leur
capacité a infecter des cellules qui ne sont pas en division. La difficulté est ainsi de faire entrer
le génome viral dans le noyau pour qu’il soit intégré dans le génome cellulaire.

La capside constituée, apres clivage protéolytique de Gag par la protéase, d’environ 1500
monomeres de CA est caractérisée par une forme conique d’environ 100 nm de long et de 52
nm de diameétre a sa plus grande base (Welker et al., 2000). Les 1500 protéines de CA sont,
selon un modele présenté récemment, assemblées en 216 hexameres et 12 pentaméres (Zhao
et al., 2013). Sa forme conique caractéristique contient deux copies de I’ARN viral recouvertes

de protéines de NCp7, associées aux enzymes virales (transcriptase inverse et intégrase) et a
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des protéines accessoires. Cette capside permet ainsi de protéger le génome viral des facteurs
cellulaires potentiellement néfastes pour lui et permet également de maintenir dans un
environnement proche I’ARN et la transcriptase inverse qui pourra alors produire I’ADN viral.
Le dogme voulait que la décapsidation précede la transcription inverse. Or plusieurs roles
impliquant la CA dans I'import nucléaire (Matreyek and Engelman, 2011) et I'intégration du
génome viral dans le génome cellulaire (Koh et al., 2013) montrent I'implication de la CA dans
plusieurs étapes de la phase précoce du cycle viral. La décapsidation semble donc étre
incomplete tant que le génome viral n’est pas entré dans le noyau. En effet, la taille des
éléments qui passent au travers d’un pore nucléaire n’excéde pas 39 nm (Panté and Kann,
2002) alors que la taille de la capside mesure 52 nm de diamétre (au plus large), montrant
gu’une capside compléte ne peut pas rentrer dans le noyau. Plusieurs modeles de
décapsidation ont donc été proposés (Campbell and Hope, 2015 ; Figure 18) :

- Décapsidation immédiate (Figure 18 A)qui pencherait en faveur d’une
décapsidation totale immédiatement aprés l'entrée de la capside dans le
cytoplasme cellulaire. Ce modele décrit depuis plusieurs années est basé sur
I'absence d’étude montrant la présence de protéine de CA dans le complexe de
transcription inverse (Karageorgos et al., 1993). Cette absence est probablement
causée par un artefact d’expérience dans les procédures de purification qui
supprimerait la majeure partie des protéines (CA) composant la capside. De plus,
plusieurs observations remettent en question ce modéle, comme le réle de la
capside dans la protection du génome viral (empéche la reconnaissance par les
senseurs d’ADN qui peuvent déclencher une réponse de 'immunité innée ; Lahaye
et al., 2013) ou son implication dans I'infection de cellules quiescentes (Yamashita
and Emerman, 2004; Yamashita et al., 2007).

- Décapsidation cytoplasmique (Figure 18 B) oU une perte progressive de
nombreuses CA se fait lors du trafic vers le noyau cellulaire. Plusieurs techniques
expérimentales permettent d’avancer ce modele (McDonald et al., 2002; Perez-
Caballero et al., 2005; Xu et al., 2013). Puisque l'intégrité de la capside diminue
avec la perte continue de CA, ce modéle est contradictoire avec le role de la capside

dans la protection du génome viral. Il est en revanche possible que cette
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décapsidation progressive couplée au recrutement de différents facteurs
cellulaires permette de prolonger le role protecteur de la capside.

- Décapsidation dans le pore nucléaire (Figure 18 C) ou I'intégrité de la capside reste
totale tout au long du trafic vers le noyau ou il y a libération du génome viral dans
le noyau au travers du pore nucléaire. Ce modele est celui qui correspond le plus
au role protecteur du génome viral joué par la capside (les différents facteurs
cellulaires sont incapables d’atteindre le génome viral). La présence de capside
intacte au niveau du pore nucléaire penche ainsi en faveur d’une décapsidation au
niveau du pore nucléaire favorisant alors I'entrée de I’ADN viral dans le noyau
cellulaire (Arhel et al., 2007). Enfin, I'interaction de la CA avec les protéines du pore

nucléaire (NUP358 et NUP153) montrent également la pertinence de ce modele.
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Figure 18 : Différents modéles de décapsidation actuellement proposés. Ces différents modéles ne
sont pas exclusifs et leurs complémentarités peuvent contribuer a expliquer les différences observées
entre les divers résultats expérimentaux visant a prouver chaque modele indépendamment (Traduit de
Campbell and Hope, 2015).

Ces trois modeéles, plus complémentaires qu’exclusifs, montrent que le phénoméne de
décapsidation n’est pas encore complétement compris. Malgré cela, la protéine CA est une
cible pour le développement d’inhibiteurs antiviraux. Ainsi, malgré des mécanismes d’actions

différents, PF74 (Shi et al., 2011) ou BI-2 (Lamorte et al., 2013) permettent la déstabilisation
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de la capside virale. Les différentes implications de la capside dans les étapes précoces du
cycle viral montrent que c’est une cible thérapeutique trés intéressante. En revanche, pour
développer une molécule efficace, il est indispensable de comprendre les différents
mécanismes de recrutement de partenaires et de décapsidation qui ne sont pour I'instant que
des spéculations méme si des études récentes montrent de plus en plus de précisions sur ce

mécanisme (Ma et al., 2016).

D. Transcription inverse : quand I’ARN devient ADN

La transcription inverse est I'étape indispensable qui permet la production d’ADN double brin
viral a partir de I’ARN (+) viral retrouvé dans les particules infectieuses. Cette étape est réalisée
par la transcriptase inverse (RT pour Reverse Transcriptase en anglais) qui posséde a la fois
une activité ADN polymérase (synthése d’ADN) et une activité RNase H (dégradation de I’ARN).
La RT agit au sein du complexe de transcription inverse composé de deux copies d’ARN viral,
d’ARNtYs3, des protéines virales MA, CA, NC, RT, IN, Vpr et de protéines cellulaires dont I’'Uracil
DNA glycosylase (UNG2), la Cyclophiline A (CypA) et I'Heat Shock Protein 70 (HSP70)
(lordanskiy and Bukrinsky, 2007). Lors de la transcription inverse le complexe évolue alors en
un complexe appelé complexe de pré-intégration (PIC, description dans la partie [IlI-E] de ce
manuscrit). La transcription inverse peut étre divisée en plusieurs étapes (Figure 19) (Cimarelli
and Darlix, 2014; Onafuwa-Nuga and Telesnitsky, 2009; Sarafianos et al., 2009) :

- Liaison de I'ARNtYs3: cette amorce, empruntée a la cellule productrice, est
retrouvée dans les particules virales. Elle se lie de facon complémentaire a la
séquence PBS située sur I’ARN viral (Figure 19 A) ;

- Synthése du brin (-) d’ADN « strong-stop » (région U5 et R) par l'activité
polymérase 3’->5’ de la RT qui a reconnu le complexe ARN/ARNtYs3 et dégradation
de la partie correspondante de I’ARN matrice par I'activité RNaseH de la RT (Figure
19B);

- Premier saut de brin de ’ADN « strong-stop » et de I'amorce qui se repositionne
au niveau de I'extrémité 3’ terminale de I’ARN par appariement a la séquence
complémentaire R. Il y a alors synthése compléte du brin d’ADN (-) a partir de I’ARN

viral et dégradation de celui-ci par la RT (Figure 19 C) ;
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- Syntheése du brin (+) d’ADN en utilisant comme amorces des régions ARNs
résistantes a I'action de la RNase H (cPPT et PPT). Cette étape permet notamment
la synthése de la séquence U3-R-U5 de I'extrémité 3’du brin d’ADN (+) (Figure 19
D);

- Dégradation de I'ARNtYs3 entrainant le second saut de brin et permettant
I'hybridation des séquences PBS complémentaires des deux brins d’ADN,
provoquant par ailleurs la circularisation du brin d’ADN (-) (Figure 19 E)

- Finalement la synthése d’ADN viral se termine. Il y a alors synthése des portions
manquantes par complémentarité aboutissant a I’ADN viral linéaire possédant a
ses deux extrémités les séquences LTR (Long Terminal Repeat) composés des
séquences U3-R-U5. Lors de cette synthése, une structure particuliére est
retrouvée au niveau du cPPT qui correspond a un fragment simple brin riche en
purine. Il est important de noter que cette structure, dite ADN flap semble étre a
I'origine du déclenchement de la décapsidation (dans le modéle de décapsidation
cytoplasmique progressive, Arhel et al., 2007). Il peut également se produire des
phénomeénes de réparation de I’ADN et de ligation pour donner un ADN circulaire

possédant une ou deux séquences LTR unique ou double (Figure 19 F).
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Figure 19 : Différentes étapes de la transcription inverse. L’ARN viral est représenté par une ligne fine
rouge, le brin ADN (-) par une ligne épaisse rouge, le brin ADN (+) par une ligne épaisse bleue, ’ARN~s3
esten vert, les LTR sont surlignés en jaune et enfin I’ADN cellulaire est représenté par des lignes épaisses
noires. L’ADN circulaire avec un LTR unique ou double résultant de la réparation et de la ligation d’un
ADN circulaire n’est pas représenté ici (Adapté de Onafuwa-Nuga and Telesnitsky, 2009).

La transcription inverse, indispensable pour l'infection virale, est la cible de molécules
antivirales (description dans la partie [V-B-V.1V.2] de ce manuscrit). Ce f(it la premiere étape
ciblée par un traitement antirétroviral dans les années 1980.

L'activité polymérase de la transcriptase inverse n’étant pas fidele a 100 %, cette étape est
ainsi a 'origine de la variabilité génétique du VIH-1 et est également la cause des résistances
aux traitements actuels. En effet, certaines mutations modifient positivement le virus le

rendant ainsi insensible aux inhibiteurs de RT utilisés pour limiter son développement. Ces

Caractérisation cellulaire de nouveaux traitements anti-VIH-1 ciblant la NucléoCapside

et observation d’une forme compacte de Gag in cellulo.

49



Ill Comment le VIH se multiplie-t-il ?
Manuel PIRES

mutations peuvent ainsi réduire l'incorporation de NRTI par rapport aux nucléotides
classiques, ou peuvent faciliter I'excision de la base modifiée incorporée, bloquant
préférentiellement la synthese d’ADN viral (Hu and Hughes, 2012).

Outre l'insertion de mutations, il existe également un systeme de recombinaison génétique
qui participe a la variabilité génétique du VIH-1. Ce systéme permet ainsi I'apport d’une
mutation favorable, la délétion de mutants défavorables, ou encore la combinaison des deux.
Cet échange de portion d’ARN (par exemple entre les 2 copies d’ARNs encapsidées dans la
particule virale) est exceptionnellement fréquent dans le VIH-1 favorisant la variabilité

génétique et la sélection de « super-virus » (Onafuwa-Nuga and Telesnitsky, 2009).

E. Import nucléaire : rentrer dans le donjon pour prendre les

commandes

Une des caractéristiques des lentivirus est leur capacité a infecter des cellules qui ne sont pas
en division. Ainsi, ils doivent passer la membrane nucléaire qui protége le génome cellulaire
en passant au travers du pore nucléaire. Le génome viral va alors pouvoir s’intégrer dans le
génome cellulaire (voir partie [F]). Le pore nucléaire est une structure stable qui permet le
passage de molécules entre le noyau et le cytoplasme. Il est composé d’une trentaine de
protéines différentes environ appelées les nucléoporines. Celles-ci forment un pore capable
de laisser diffuser passivement les molécules de moins de 9 nm de diametre, de faciliter le
passage actif (par un transporteur des molécules jusqu’a 39 nm) et finalement d’empécher
I’entrée des molécules plus grosses (Hoelz et al., 2011). Le PIC (complexe de pré-intégration)
est la continuité du complexe de transcription inverse et, par convention, le PIC commence
guand la transcription inverse est terminée et que l'Intégrase a réalisé son activité de
3’processing (clivage des deux derniers nucléotides en 3’ de chacun des deux brins d’ADN). Le
PIC permet le passage de I'ADN viral néo-synthétisé et de protéines indispensables a
I'intégration au travers du pore nucléaire (comme le PIC est plus gros que la capacité de
passage du pore nucléaire, 'ensemble du PIC ne rentre pas dans le noyau). L’adressage du PIC
vers le noyau se fait grace aux signaux de localisation nucléaire (NLS) présents sur la MA, I'IN
et Vpr. Ces différents signaux peuvent alors interagir avec des adaptateurs facilitant le
transport nucléaire (Rchl, KPNA4, KPNB1, TNPO3...) ou directement avec des protéines du

pore nucléaire (NUP153, hCG1) (Matreyek and Engelman, 2013). Ces signaux ne semblent en
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revanche pas indispensables pour I'import nucléaire, alors que I’ADN flap a la fin de la
transcription inverse serait le seul signal nécessaire a I'import nucléaire (Riviere et al., 2010).
Les protéines CA semblent également jouer un role important dans I'import nucléaire du PIC
(Dismuke and Aiken, 2006). Une décapsidation lente pendant le transport nucléaire du
complexe de transcription inverse puis du PIC pourrait contribuer au démasquage des NLS des
protéines du PIC, tout en laissant I'espace pour le recrutement de protéines (BAF, hMGA1)
favorisant I'entrée nucléaire. La CA interagit également directement avec des protéines
favorisant I'import nucléaire (Cyclophylin A, TNPO3, NUPs, KPNs...) (Matreyek and Engelman,
2013). Finalement, il apparaitrait que certaines protéines du PIC qui rentrent dans le noyau
avec I’ADN pourraient participer a la sélection du site spécifique d’intégration (TNPO3 par
exemple).

Malgré le nombre important d’études, les mécanismes de décapsidation et d’import
nucléaires sont peu connus. La compréhension de ces mécanismes pourrait permettre le

développement de nouveaux inhibiteurs empéchant ainsi I'infection de cellules quiescentes.

F. Intégration : insertion du génome viral dans le géenome

cellulaire

Apreés I'import nucléaire, I’ADN proviral est intégré dans le génome de la cellule héte (Craigie
and Bushman, 2012). L'IN est la protéine virale responsable suffisante pour catalyser la
réaction d’intégration. En outre, la localisation de cette intégration n’est pas aléatoire mais
cible préférentiellement les sites de transcription active principalement dans des régions tres
proches des pores nucléaires (Berry et al., 2006; Marini et al., 2015; Schrdoder et al., 2002).
L'intégration du génome a lieu en plusieurs étapes (Suzuki et al., 2012) :
- Reconnaissance par un dimere d’IN des deux extrémités de "ADN proviral au
niveau de sites d’attachement a I'extrémité des LTRs (Figure 20 A),
- Préparation de 'ADN par clivage de deux nucléotides trés conservés aux deux
extrémités 3’ (3’-processing). Ceci fait ainsi apparaitre des extrémités —OH en 3’ de
chaque brin d’ADN (Figure 20 B),
- Reconnaissance et clivage de I’ADN cible par attague nucléophile de I'IN via les

groupes hydroxyles précédemment créés (Figure 20 C),
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- Liaison simultanée entre les extrémités 3’ de I’ADN viral et les extrémités 5’ de
I’ADN cible par création d’une liaison phosphodiester (Figure 20 D),

- Excision des fragments ne s’appariant plus en 5’ de I’ADN viral (car suppression de
2 nucléotides lors du 3’-processing) et liaison avec les extrémités de I’ADN cellulaire

encore libre (Figure 20 E).
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Figure 20 : Représentation schématique de l'intégration de I’ADN proviral dans le génome cellulaire.
L’ADN proviral est représenté en bleu et rouge, ’ADN cellulaire en noir et I'Intégrase en jaune. Les
lettres correspondent aux différentes étapes décrites dans le texte (Adapté de Suzuki et al., 2012).

L'IN agit au sein du complexe d’intégration qui implique également des facteurs cellulaires

permettant I'optimisation de cette réaction. Parmi ces derniers, on retrouve LEDGF (Lens
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Epithelium-Derived Growth Factor) qui stimule I'activité de I'IN (Cherepanov et al., 2004) en
rapprochant cette protéine et I’ADN cible. L’intervention d’autres protéines est également
suggérée comme celle de BAF (barrier to auto-integration factor, (Chen and Engelman, 1998)),
de protéines liant I’ADN de la famille des « High Mobility Group » (Farnet and Bushman, 1997),
de protéines de la chromatine (INI-1, EED, SUV39H ou HP1y) mais aussi la protéine NC du virus
(Carteau et al., 1997 ; voir description dans la partie [VI-C.a]).

Mais, la proportion d’ADN viral intégré est faible par rapport a la quantité d’ADN produit lors
de la transcription inverse. La majorité de cet ADN non-intégré existe sous forme linéaire
(rapidement dégradée) ou sous forme circulaire contenant une ou deux copies de LTR (Butler
et al., 2002; Munir et al., 2013). Le réle de I’ADN viral non intégré est de plus en plus étudié
puisqu’il a été démontré qu’il pouvait avoir un réle dans la faible expression de protéines
virales (Gelderblom et al., 2008), qu’il constitue une « réserve » qui peut étre intégrée
ultérieurement (Thierry et al., 2015), ou encore qu’il semble étre a I'origine de la production
de virus infectieux (Sloan and Wainberg, 2011). C'est pourquoi, ’ADN viral non-intégré est
considéré comme un réservoir viral qui peut étre impliqué dans la persistance du virus et la
résistance aux traitements. En effet, il a récemment été démontré que I’ADN viral non intégré
est transcrit lorsque la transcription de I’ADN intégré médiée par NF-kB est non fonctionnelle
(Thierry et al., 2016).

Cette étape étant indispensable pour que le virus se multiplie, elle a récemment été la cible
pour le développement de nouvelles molécules antirétrovirales (Delelis et al., 2008). Ainsi, le
Raltegravir® inhibe le transfert de brin en interagissant avec le complexe IN-vDNA aprés le 3’
processing du vDNA. Il fGt le premier inhibiteur de I'intégrase a avoir été mis sur le marché
(Summa et al., 2008) et est toujours considéré comme référence pour le développement
d’autres inhibiteurs de I'IN comme le Elvitegravir ou Dolutégravir mis sur le marché en 2012

et 2013 respectivement aux Etats-Unis.

G.Expression du génome viral, épissage et export nucléaire :

synthétiser et sortir les ARNs du noyau

La premiere étape des éléments tardifs du cycle viral consiste en la transcription du génome
viral sous forme d’ARNm qui seront plus ou moins épissés avant I'export vers le cytoplasme

ou ils seront soit encapsidés spécifiguement dans de nouvelles particules virales, soit traduits
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sous forme de protéines. La cellule possede un systéme de contrOle tres développé pour
controler la production et I'export d’ARNm totalement épissés. Pour outrepasser ces
contréles, le VIH-1 utilise les protéines régulatrices apportées dans la cellule héte lors de
I'infection.
L'initiation de la transcription, par I’ARN polymérase Il cellulaire (RNAPII), du génome viral se
fait grace a un promoteur unique situé dans la séquence 5’-LTR de I’ADN proviral intégré. Le
LTR contient également en amont du promoteur de nombreux sites de régulation. Le cceur du
promoteur est situé dans la région U3 qui contient une boite TATA et plusieurs sites de liaison
du facteur de transcription Spl. En amont, se trouve une région enhancer portant deux sites
de liaison a la protéine NK-kB. Encore plus en amont, se trouve la région modulatrice qui porte
des sites de liaison a divers facteurs comme NFAT, CBP, AP-1 ou ATF/CREB. D’autres séquences
liant des facteurs de régulation sont retrouvées dans la région U5 du LTR (Kilareski et al.,
2009). L'expression du génome est également régulée par des modifications épigénétiques
qui participent a la mise en place de la latence virale dans laquelle il a été montré que la
transcription est réprimée par la présence de fortes concentrations d’HDACs (Histone
deacetylases), d’histones méthylées ou désacétylées et d’ADN méthylé (Margolis, 2010).
Peu de temps aprés le début de la transcription, la polymérase s’arréte. La protéine Tat
stimule alors la reprise de I’élongation en se liant sur ’ARN en cours de transcription au niveau
d’un site de liaison de la région R appelé TAR (réponse a la transactivation). Une fois liée a
TAR, Tat recrute la cycline T1 (cycT-1) membre du complexe P-TEFb (positive transcription
elongation factor). Cdk9 (autre membre du complexe P-TEFb) phosphoryle I'extrémité C-
terminale de la RNAPII ce qui stimule I’élongation (Tahirov et al., 2010). Tat recrute également
de nombreux facteurs permettant le remodelage de la chromatine comme une histone
acyltransférase (Tip60) ou les co-activateurs p300 et CBP (cAMP responsive binding protein)
(Caputi, 2011).
Avant le transport vers le cytoplasme, les ARNm doivent subir deux modifications co-
transcriptionnelles :

- insertion d’une coiffe en 5’ : a lieu pendant la transition entre l'initiation de la

transcription et I’élongation, lorsque I’ARN fait environ 20 a 40 nucléotides ;
- et insertion d’une queue poly(A) en 3’ au niveau du site AAUAAA dans la région R.

Le site étant présent aux extrémités 5’ et 3’, il est indispensable que le site en 5’
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soit réprimé, alors que celui en 3’ doit étre activé. Dans un premier temps, il y a
clivage des nucléotides situés entre I'extrémité 3’ et le site AAUAAA (modifiés par
les facteurs de clivages spécifiques a la polyadénylation (CPSF), dont I’expression
est favorisée par Tat) puis insertion de la queue poly(A) (médiée par la poly(A)
polymérase dont I'activité est activée par Vpr).
Le VIH-1 utilise de multiples sites d’épissage afin de générer de nombreux ARNm différents.
L’épissage de I’ARN viral est contrdlé par des facteurs cellulaires qui se lient a de courtes
séquences flanquant les sites d’épissage de I’ARN du VIH-1 (Karn and Stoltzfus, 2012) mais
aussi par des facteurs viraux comme la protéine Tat et la structure de I’ARN lui-méme
(Jablonski et al., 2008, 2010). Ces ARNs messagers peuvent étre multi-épissés ayant alors une
taille de I'ordre de 1,8 kb ou mono-épissés (taille d’environ 4 kb).
Au début de la transcription (Figure 21 A), seuls les ARNm viraux totalement épissés codant les
protéines Tat, Rev et Nef peuvent sortir du noyau en utilisant le systeme cellulaire. La protéine
Rev alors synthétisée va entrer dans le noyau. La concentration en protéine Rev dans le noyau
augmente ainsi progressivement permettant finalement a cette derniere de se lier a la
séquence RRE pour permettre I'export actif vers le cytoplasme des ARNm non ou
partiellement épissés grace a son interaction avec le facteur d’export cellulaire CRM1
(Chromosome Maintenance Region 1) et Ran-GTP (Figure 21 B). Une fois dans le cytoplasme,
le complexe ARN/Rev/CRM1/Ran-GTP est déstabilisé par RanGAP et RanBP1 libérant 'TARNm
et la protéine Rev qui retourne dans le noyau par son interaction avec le facteur d’import
nucléaire Importin-B (Henderson and Percipalle, 1997).
Ces différents ARNs serviront alors de matrice pour la synthése de I’'ensemble des protéines
virales et pourront également, dans le cas de I’ARN complet non épissé de 9 kb, étre

encapsidés lors de I'assemblage de nouvelles particules (Kharytonchyk et al., 2016).
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Figure 21 : Expression et export des ARNm plus ou moins épissés. Sont retrouvés ’ARNm complet (9
kb), partiellement épissé (4 kb) ou totalement épissé (1,8 kb) dans les évenements précoces et tardifs
de l'infection caractérisée ici par une modification de la concentration de Rev dans le noyau (D’apreés
Karn and Stoltzfus, 2012).

H. Traduction des ARNm viraux : a partir des ARNSs, il faut

produire les protéines

Les ARNs messagers viraux peuvent étre traduits par la traduction coiffe-dépendante
classique de la cellule qui dépend de la reconnaissance de la coiffe en 5’ de I’ARN par le facteur
d’initiation cellulaire elF4E permettant I'assemblage du ribosome 40S.

Mais, comme représenté dans la Figure 8, la région 5’UTR est trés structurée ce qui lui permet
de recruter les ribosomes indépendamment de la coiffe. En effet, la traduction des ARNm du
VIH-1 est également initiée au niveau de deux structures appelées IRES (Internal Ribosome
Entry Site ; Chamond et al., 2010). Le premier, dans la région 5’ UTR, permet la synthese de
Gag spécialement lors du blocage de la cellule en phase G2 au cours de I'infection et le second,
dans le cadre de lecture de Gag, permet la synthése de divers isoformes de Gag de petites
tailles (Buck et al., 2001). Les deux types de traduction ont été montrés in vivo et in vitro

(Brasey et al., 2003; Miele and Lever, 1996; Ricci et al., 2008). Il semble donc que les ARNs de
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VIH-1 puissent passer de I'un a I'autre type de traduction en fonction de la nature et de I'état
de la cellule infectée (Balvay et al., 2007).

Nous ne rentrerons pas ici dans les détails de la traduction de I'’ensemble des ARNs messagers
de VIH-1 mais il est important de rappeler qu’un décalage du cadre de lecture est observé lors
de la traduction de Gag permettant alors au ribosome de ne pas « lire » le codon STOP a la fin
de la synthese de Gag ce qui résulte en la synthése de Gag-Pol. Cet événement apparait
environ 5 % du temps donnant 1 Gag-Pol pour 20 précurseurs Gag synthétisés (Bolinger and
Boris-Lawrie, 2009). Ceci pourrait ainsi participer au choix dans le dilemme proposé a I’ARN
présent dans le cytoplasme entre traduction des protéines virales ou encapsidation sous
forme de dimere dans les particules virales (Butsch and Boris-Lawrie, 2002). Plusieurs
scénarios d’utilisation de I’ARN dans le cytoplasme sont alors possibles mais I'impossibilité de
distinguer les deux types d’ARNs rend compliqué I'étude de ce mécanisme. Une des
hypothéses les plus récentes est que I’ARN servant a la synthése du précurseur Gag-Pol soit
celui qui est reconnu par Gag pour étre transporté a la membrane et encapsidé dans des

particules virales (Chamanian et al., 2013).

I. Assemblage et bourgeonnement : constituer une armee

pour accentuer I’invasion

L'assemblage et le bourgeonnement permettent I'empaquetage de tous les composants
nécessaires a |'infection virale sous forme de particules virales immatures. Pour former ces
particules, la polyprotéine Gag est nécessaire et suffisante. L'assemblage est rapide et
seulement 8 a 9 minutes sont nécessaires pour former 90 % d’une particule virale et 13 a 35
minutes aprés le début de I'assemblage les premiéres particules sont libérées dans le milieu
extracellulaire (lvanchenko et al., 2009; Jouvenet et al., 2008). En effet, grace a ces différents
domaines, le précurseur Gag est capable d’interagir avec les acides nucléiques (ARNs), les
lipides membranaires (principalement PlasP2 @ Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate) et

I’ensemble des protéines virales et cellulaires nécessaires a I'infection.
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1. Eléments indispensables a I’assemblage

a) Interaction Gag-ARN

Pour former une particule virale infectieuse, il est nécessaire que celle-ci contienne deux
copies du génome viral sous forme d’ARN (+). En revanche, le mécanisme de sélection de
seulement deux copies d’ARNs viraux alors que 1500 a 3000 polyprotéines Gag se
multimérisent pour former une particule reste mal connu (Kuzembayeva et al., 2014). La
dimérisation des ARNSs, indispensable pour la production de virus infectieux, se fait par
I'intermédiaire du site d’initiation de la dimérisation (DIS) présent au niveau de la boucle SL1
du signal d’encapsidation W dans le 5’-UTR (Figure 8; Moore et al., 2007). Deux séquences DIS
portées par deux copies d’ARNs forment alors un « baiser entre les boucles » (kissing-loop)
(Moore and Hu, 2009). Cette dimérisation, Gag-dépendante, a lieu dans le cytoplasme tout en
se faisant dans un environnement proche de la membrane (Chen et al., 2016). Les deux copies
d’ARNs liées chacune a une protéine Gag dans le cytoplasme sont ensuite transportées vers
la membrane, ou la proximité entre les signaux DIS permet la dimérisation Gag-dépendante.

Alors qu’environ 10 % des particules virales du VIH-1 contiennent des ARNs cellulaires ou des
ARNs viraux épissés, la plupart des particules virales (> 90 %) contient ’ARN génomique viral
complet (Chen et al., 2009). La discrimination entre ARNs viraux complets, ARNs viraux épissés
et les nombreux ARNSs cellulaires est donc tres efficace (Carlson et al., 2016) et sélective de la
région W en U5 (Abd EI-Wahab et al., 2014).

La polyprotéine Gag possede plusieurs sites de liaison a I’ARN : au niveau de la NC et au niveau
de la MA. Lencapsidation spécifique de I’ARN viral est réalisée par la liaison entre la
Nucléocapside et le signal d’encapsidation appelé région W située dans la région 5" UTR juste
en amont du codon d’initiation de la traduction de Gag (Figure 8; Lu et al., 2011). Une ou
plusieurs mutations dans les doigts de zinc (structure caractéristique de la NC) entrainent une
production de virus contenant une faible quantité d’ARN viral génomique aboutissant a une
forte diminution de linfection, montrant que ces structures sont indispensables pour la
sélection de I’ARN génomique viral (Gorelick et al., 1990; Grigorov et al., 2007). De plus, il a
été montré que chaque doigt de zinc ne posséde pas un role équivalent dans la sélection de
I’ARN génomique viral (Gorelick et al., 1993). La délétion du signal d’encapsidation W
n’empéche pas la production de particules virales mais celles-ci contiennent une proportion

plus importante d’ARNs cellulaires, les rendant non infectieuses (Houzet et al., 2007; Rulli et
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al., 2007). Récemment, il a d’ailleurs été démontré que cette interaction entre Gag et le signal
d’encapsidation a lieu dans le cytoplasme (Hendrix et al., 2015; Kutluay et al., 2014).

En revanche, I'’échange, dans Gag du VIH-1, du domaine NC avec celui d’un autre rétrovirus
(MMTV : Mouse Mammary Tumour virus) ne bloque pas I'incorporation spécifique de I’ARN
viral du VIH-1 par un autre domaine de la protéine Gag ou par la présence des deux doigts de
zincde laNCde MMTV (Poon et al., 1998). Par contre, le remplacement par une NC ne portant
gu’un seul doigt de zinc (Virus Moloney) entraine la perte de I'incorporation préférentielle du
génome de VIH-1. Ces observations suggerent que, dans la sélection de I’ARN spécifique, la
présence de deux doigts de zinc est |la propriété la plus importante et qu’un autre domaine de
Gag est impliqué. Le domaine MA de Gag posséde la capacité de lier non spécifiquement les
ARNs et les ADNs (Alfadhli et al., 2009; Chukkapalli et al., 2010). Plus particulierement, une
région tres basique en N-terminal lierait avec une forte affinité une région de I’ARN située
dans la séquence codante pour Pol (Purohit et al., 2001). La mutation de cette région basique
de MA résulte en des particules présentant une réplication ralentie. L'interaction avec les
acides nucléiques au niveau du domaine NC et du domaine MA suggére un repliement de la
protéine Gag sous forme compacte. L'étude de cette forme étant un de mes projets de thése,
une description plus détaillée de ce modele est présentée dans la partie [IV] de ce manuscrit.
Cette région basique est également impliquée dans la liaison a la membrane. La compétition
entre ARNSs et lipides contribuerait également a la sélection des lipides spécifiques au niveau
de la membrane (Alfadhli and Barklis, 2014; Chukkapalli et al., 2010).

Si le réle du domaine NC pour la fixation de 'ARN a été largement développé, il intervient
également dans le trafic membranaire de Gag. Ainsi, que ce soit lors de la délétion compléte
de NC, des résidus basiques ou des doigts de zinc uniquement, I'assemblage est fortement
perturbé. Il a été montré que la mutation des quinze résidus basiques de la NC en alanine
suffit a accélérer la diffusion de Gag dans la cellule alors que des mutations affectant la
multimérisation (W184A-M185A) ou l'ancrage a la membrane (G2A donnant une Gag
dépourvue de myristate) n’ont pas d’effet sur celle-ci (Hendrix et al., 2015). Cette différence
de mobilité est donc attribuée a I'interaction de Gag avec I’ARN via le domaine NC. Si Hendrix
et ses collaborateurs n’attribuent pas le ralentissement de la diffusion de Gag lié¢e a ’ARN a la
forme compacte de Gag, c’est que cette forme devrait plutot accélérer la diffusion du fait de

sa plus faible surface de contact. Un autre laboratoire s’est quant a lui concentré sur la
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visualisation de la diffusion des ARNs génomiques dans le cytoplasme (Chen et al., 2014). Les
auteurs concluent que le complexe Gag-ARN ne joue pas un role crucial dans I'assemblage du
virus. En effet, que ce soit en présence ou en absence de Gag, la diffusion de I’ARN reste
identique. Ce dernier atteindrait donc la membrane par simple diffusion. Les auteurs
suggerent ainsi que seule une faible proportion de Gag est liée a I’ARN, confirmant ainsi les

résultats préalablement publiés (Jouvenet et al., 2009).

b) Interaction Gag-membrane

La membrane lipidique des particules virales est enrichie en certains types de lipides qui sont
retrouvés dans des micro-domaines de la membrane cellulaire appelés rafts : lipides a chaines
saturées, sphingolipides, cholestérol, plasményléthanolamine, phosphatidyl-sérine et
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (Pl,5P2). Ceci suggere que les virus bourgeonnent
préférentiellement au niveau de ces domaines (Briigger et al., 2006). Cette composition est
notamment le résultat de la forte affinité de Gag, via la MA, pour ces lipides. L’interaction Gag-
membrane est de plus stabilisée par la présence d’un résidu myristate sur la glycine en
position N-terminale. Cette modification post-traductionnelle permet ainsi I’ancrage de Gag
dans la membrane et plus particulierement au niveau du Pl(,5P2 (Ono et al., 2004; Saad et al.,
2006). Cette interaction est doublement stabilisée par la chaine insaturée du Pls)P2 qui
s’insere dans la poche hydrophobe de la MA qui permettait la séquestration du myristate
avant linsertion de ce dernier dans la membrane (Chukkapalli and Ono, 2011). Trés
récemment, Barros et ses collaborateurs ont montré que la liaison de MA avec la membrane
n‘est pas plus forte uniqguement en la présence de PluasP2 seul. Il semble plutdt que la
présence de cholestérol, augmente I'affinité de Gag pour la membrane et les Pls,5P2 (Barros
et al.,, 2016). Cette stabilisation pourrait également étre favorisée par un pH acide
(Fledderman et al., 2010) et par la liaison Ca?*-dépendante de la calmoduline & Gag (Ghanam

et al,, 2010).

c) Multimérisation de Gag

Finalement, la multimérisation du précurseur Gag (et a moindre mesure Gag-Pol) est un
élément majeur de I'assemblage. L'expression de la protéine Gag est ainsi nécessaire et
suffisante pour la production de particules virales (celles-ci étant incomplétes, elles sont bien

entendu non infectieuses). Si la multimérisation de Gag est prédominante au niveau de la
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membrane (Derdowski et al., 2004; Ono et al., 2000b), il semble qu’elle soit initiée dans le
cytoplasme (El Meshri et al., 2015).

Deux régions de Gag ont été identifiées comme impliquées dans sa multimérisation, le
domaine C-terminal de CA (CA-CTD) et la NC. Dans la CA, une région, appelée MHR (Major
Homology Region) est cruciale pour la multimérisation de Gag. En effet I'introduction de la
double mutation W184A et M185A dans cette région limite la multimérisation de Gag, limitant
alors la production de particule virale (Datta et al., 2007b). Il apparait également que la
délétion du domaine NC de Gag limite I'oligomérisation membranaire (El Meshri et al., 2015).
En effet, I'interaction de plusieurs protéines Gag (via leur domaine NC) avec un ARN permet
le rapprochement des protéines, ce qui favorise l'initiation de la multimérisation (Burniston
et al., 1999; Coren et al., 2007). Le caractere basique de nombreux résidus du domaine NC de
Gag favorisant l'interaction avec les acides nucléiques, leurs délétions entrainent une

diminution de la multimérisation de Gag (Cimarelli and Luban, 2000; Cimarelli et al., 2000).

2. Bourgeonnement

Cette étape constitue la derniére phase de I'assemblage et elle permet |la séparation entre la
cellule productrice et la particule virale (Freed, 2015). Elle est principalement médiée par le
domaine p6 de Gag comme le montre I'accumulation a la membrane cellulaire de particules
maintenues par un fin faisceau membranaire lorsque ce domaine est supprimé (Gottlinger et
al., 1991). Plus précisément, le motif PTAP de p6 (Huang et al., 1995) est responsable du
recrutement de la protéine TSG101 (Tumour Susceptibility Gene 101) du complexe ESCRT-I
(Endosomal Sorting Complex Required for Transport) qui permet un bourgeonnement correct
(Demirov et al., 2002; Garrus et al., 2001). Il apparait également que le recrutement de la
protéine ALIX (ALG2-interacting protein X) via le domaine YPXL de p6 (Fujii et al., 2009) ou par
la NC (Dussupt et al., 2009) permette la libération optimale des particules virales. Il est
important de rappeler que le systéme cellulaire ESCRT est détourné par le virus car il sert
habituellement a la libération des vésicules excrétées ou encore a la séparation des
membranes lors de la division cellulaire (MVB).
Le bourgeonnement se déroule en plusieurs étapes (Figure 22) :

- Recrutement par le domaine p6 de Gag de TSG101 du complexe ESCRT-I et d’ALIX

(qui n"appartient a aucun complexe ESCRT),
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- Ce premier recrutement va permettre la liaison des protéines du complexe ESCRT-
[l lié a la membrane qui s’assemblent sous forme de structures en spirale qui
resserrent la membrane cellulaire.
- Finalement, la protéine VPS4 (Vacuolar Protein Sorting 4) est recrutée et catalyse
de maniére ATP-dépendante la dissociation de la particule de la cellule (Cashikar
et al,, 2014).
Le mécanisme exact du bourgeonnement n’est encore pas complétement compris et plusieurs
modeles sont actuellement proposés qui different notamment sur I'étape impliquant le
complexe ESCRT lll (Cashikar et al., 2014; Freed, 2015; Hurley and Hanson, 2010; Prescher et
al., 2015; Van Engelenburg et al., 2014).

La multimérisation de
Gag entraine la
courbure membranaire

.............

La spirale formée par ‘

Le domaine p6 - ESCRT-Ill ESCRT-Ill resserre la '
L de Gag =0 s’assemble membrane au niveau Vps4 désassemble le
<o interagitavec .. sous forme de du bourgeon viral complexe ESCRT, ce
ESCRT-I et/ou spirale qui induit la
ALIX libération de la
== Polyprotéine Gag oo Protéine ESCRT-III particule virale

({  complexe ESCRT-l + TSG101 + ALIX immature

‘ Vps4

Figure 22 : Modéle de bourgeonnement d’une particule virale de VIH-1 gréce aux complexes ESCRT-I,
ALIX, ESCRT-III et Vps4 (traduit de la figure du site
http://viralzone.expasy.org/all_by species/1536.html visité le 22/07/2016).

J. Maturation : s’organiser pour mieux infecter

Derniere étape du cycle viral, la maturation n’en est pas moins indispensable. En effet, une
particule virale immature reste non infectieuse. Elle débute en paralléle du bourgeonnement
ou immédiatement aprés la scission. La maturation est réalisée par la Protéase virale (PR),
protéase a aspartate qui permet le clivage de tous les sites protéolytiques retrouvés au sein
de Gag et Gag-Pol. Grace a la libération de différents protéines (MA, CA, NC, p6, PR, RT et IN),

un réarrangement trés important a lieu au sein de la protéine virale pour aboutir a sa structure
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caractéristique contenant une capside conique (Figure 6). Cette protéine étant présente en
tant que domaine du précurseur Gag-Pol dans la particule immature, la premiere étape de la
maturation consiste, au sein d’'un dimére de précurseur, en un clivage auto-protéolytique de
la protéine Gag-Pol. Ceci libere alors un dimére de PR (seul forme active de PR) qui clive alors
I’ensemble des sites protéolytique des précurseurs (voir Figure 10 pour les sites de clivages de
Gag).

Cette étape étant indispensable pour la production de particules infectieuses, elle est

évidemment la cible d’inhibiteurs (description dans la partie [V-B-V.3] de ce manuscrit).
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V. Forme compacte de Gag

Les mécanismes actuellement proposés pour la sélection de I’ARN viral et I'assemblage de la
particule comportent encore un grand nombre de suppositions. Notre hypothese est qu’une
forme compacte de Gag, peu fréquente in cellulo, permette la fixation de I’ARN viral
spécifiguement pour la transporter vers la membrane.

Basé sur les capacités d’assemblage de la protéine Gag en solution, ce modéle a d’abord été
décrit en 2007 par I’équipe d’Alan Rein (Datta et al., 2007a, 2007b). L’utilisation de la diffusion
des neutrons aux petits angles (SANS, Small Angle Neutron Scattering) suggére ainsi un
rapprochement entre les extrémités N-terminale (domaine MA) et C-terminale (Domaine NC)
de Gag. Cette méme équipe a également montré que ces deux domaines permettent
I'interaction avec les inositols-phosphates (IP6, permettant de mimer les phosphatidylinositol
4,5-bisphosphate retrouvés en forte concentration dans les particules virales, (Datta et al.,
2007b)). En solution, la présence d’acides nucléiques et I'absence de phospholipides
entrainent la formation de particules de 30 nm de diamétre alors qu’une particule virale
immature fait un diamétre de 100 a 150 nm (Campbell et al., 2001). Basés sur ces résultats,
les auteurs suggerent un repliement de la protéine Gag dans le cytoplasme autour d’acides
nucléiques, puis un retour dans une structure étendue lors de I'association du domaine MA
avec les phospholipides membranaires. En effet, les résidus basiques de la MA possedent une
affinité plus importante pour les lipides que pour les acides nucléiques. Cette transition
conformationnelle permet par ailleurs de favoriser la multimérisation des protéines Gag qui
s’assemblent sous la membrane pour former une particule virale.

Le méme groupe a par la suite validé ce modele en utilisant la technique de réflectivité de
neutron (NR, Neutron Reflectivity, (Datta et al., 2011a)). Cette technique permet de mesurer
la capacité de réflexion de neutron au travers d’un film fin mimant la structure membranaire.
Les auteurs ont ainsi été capables de différencier une forme de Gag plutét compacte liée a la
membrane par ses extrémités N- et C-terminales, d’une forme linéaire liée par son extrémité
N-terminale (MA) a la membrane et a son extrémité C-terminale (NC) aux acides nucléiques
(Datta et al., 2011a). La méme année, les auteurs ont d’ailleurs proposé que le domaine Sp1

(situé entre CA et NC) soit impliqué dans le passage d’une forme compacte de Gag a une forme
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plus allongée (Datta et al., 2011b). Sur la base de ces résultats, ce groupe de recherche a
proposé le modele de forme compacte de Gag sur lequel mon travail de thése s’est appuyé.
De récents travaux ont contribué a prouver I'existence de cette forme in vitro (Munro et al.,
2014), en utilisant une protéine Gag ne portant ni de domaine C-terminal p6, ni de myristate.
La protéine a été modifiée par I'ajout de peptides de 12 acides aminés permettant I'arrimage
de fluorophores par réaction enzymatique. Ainsi, le peptide S6 permettant I'accrochage du
fluorophore Alexa-594 a été fusionné en position C-terminale de GagAmyrAp6 et le peptide
Al permettant I'accrochage du fluorophore Alexa-488 a été fusionné soit en position N-
terminale de GagAmyrAp6, soit entre les domaines MA et CA. Si ces deux fluorophores se
retrouvent suffisamment proches, il est possible de mesurer le transfert d’énergie (FRET)
entre eux. Lorsque Gag est sous forme linéaire, les fluorophores sont éloignés, I'efficacité de
FRET est proche de zéro. En revanche, lorsque Gag adopte la forme compacte, il y a
rapprochement des fluorophores induisant un FRET avec une efficacité proche de « un »
(Figure 23 A). En présence d’ADN (polyA), la protéine adopte aussi bien une conformation
linéaire que compacte (Figure 23 B). Aprés I'ajout d’IP6 plus aucun FRET n’est observé, Gag
empruntant alors uniguement la forme linéaire (Figure 23 C). Dans cette expérience, la position
du fluorophore donneur (A488) est importante. En effet, s’il est placé entre MA et CA,
I'efficacité de FRET maximale n’est pas atteinte suggérant une distance plus élevée entre les
fluorophores que s’il est placé en position N-terminale de Gag. Les auteurs suggerent ainsi
que la flexibilité du peptide situé entre les domaines MA et CA soit nécessaire pour induire le
rapprochement des extrémités N- et C-terminales de Gag.

Ces résultats confirment donc I'existence d’'une forme compacte de Gag permettant le
rapprochement des extrémités N- et C-terminales (Datta et al., 2007a, 2007b) validant le
modele proposé quelques années plus tot (Datta et al., 2011a). En revanche, le domaine Gag
facilitant le repliement de la protéine n’est pas décrit avec précision puisque Datta et al.
proposaient en 2011 que le domaine Sp1l facilitait le repliement de la protéine, alors que

Munro et al. en 2014 penchait en faveur de I'implication des résidus situés entre MA et CA.
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Figure 23 : Distribution du FRET entre les fluorophores couplés en position N-terminale ou entre MA
et CA (étoile verte, A-488) et en position C-terminale (étoile rouge, A-594) de Gag. (A) Représentation
schématique de Gag sous forme linéaire (efficacité de FRET égale a 0) ou sous forme compacte
(efficacité de FRET maximale proche de 1) dans le cas ol les fluorophores sont aux extrémités N- et C
terminales de Gag (Panel de gauche). Pas ou peu de FRET observé dans le panel de droite ol le donneur
(A-488) est inséré entre MA et CA. (B) En présence d’ADN et d’une forte concentration de Gag non
marquée, la protéine adopte aussi bien une conformation linéaire que compacte (panel de gauche). (C)
Apreés I'ajout d’IP6, qui mime la membrane lipidique, plus aucun FRET n’est retrouvé, Gag emprunte
uniquement la forme linéaire (panel de gauche) (Extrait de Munro et al., 2014).

Le modeéle proposé est donc que la forme compacte de Gag permette la liaison de I’ARN
génomique viral dans le cytoplasme (Figure 24 A). Dans cette configuration, la MA est dite
tendue ([T]) et la protéine Gag apparaitrait ainsi sous forme de monomeres ou de dimeres.

Si le transport des protéines de I'enveloppe a la membrane se fait par la voie d’excrétion (via
des vésicules transitant par le réticulum endoplasmique et I'appareil de Golgi), le transport
vers la membrane du complexe Gag-ARN, du monomere linéaire Gag, ou méme de différents
multimeéres reste en revanche a élucider (Freed, 2015). A la membrane, I'affinité de la MA
pour les lipides étant plus importante que pour I’ARN et, considérant que les acides aminés
impliqués dans les deux types de liaisons sont identiques (Alfadhli and Barklis, 2014), la liaison

de la MA se fait alors préférentiellement sur les lipides membranaires (Figure 24 C) (Chukkapalli
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et al., 2010). Il apparait également que la NC facilite le recrutement de lipides chargés
négativement contribuant a une premiére attache de la forme compacte de Gag a la
membrane (Kempf et al.,, 2014). Finalement, la membrane étant le lieu privilégié de
multimérisation de Gag, la forme linéaire est préférentiellement adoptée, favorisant la
multimérisation qui, par modification conformationnelle va entrainer le passage de la MA sous
forme relachée ([R]), provoquant I'ancrage du myristate dans la membrane (Saad et al., 2006;
Tang et al., 2004). Cet ancrage sera alors doublement stabilisé par le remplacement dans la
poche hydrophobe de la MA du myristate par une chaine carbonée insaturée du Pl(,5P2
(Figure 24 D). Que ce soit par le mouvement des protéines Gag en cours d’assemblage, ou par
le recrutement de ces protéines, la membrane des particules virales est fortement enrichie en
lipides saturés principalement retrouvés au niveau des rafts (PI(4,5)P2, Phosphatidylsérine,
cholestérol, céramides, GM3 et sphingolipides (Brigger et al., 2006; Chan et al., 2008).

A — B — C — D

Gag

ARN PI(4,5)P2

membrane

LA

Cholestérol

Figure 24 : Modéle dynamique de liaison de Gag a I’ARN et a la membrane cellulaire. Les lettres
correspondent a I'explication de chaque étape retrouvée dans le texte (Adapté de Hamard-Peron and
Muriaux, 2011).

Finalement, un modele propose que I’ARN viral complet subissant le décalage du cadre de
lecture pour la synthése du précurseur Gag-Pol soit encapsidé de facon spécifique (Chamanian
et al., 2013). Si ce modele théorique n’est pas validé expérimentalement, il permet de lier
plusieurs observations. Ainsi, comme nous lI'avons vu précédemment, la traduction est
majoritaire pour la polyprotéine Gag (95 % du temps) et minoritaire pour celle de Gag-Pol (5
% du temps) alors que I'ARN servant de matrice est identique. Chamanian et ses

collaborateurs ont ainsi mis a jour I'importance d’une région de I'ARN viral appelé GRPE
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(Genomic RNA Packaging Enhancer) chevauchant la région du décalage de cadre de lecture
pour la traduction de Gag-Pol. Dans la majorité des cas, ce site semble étre recouvert par des
protéines cellulaires (comme eRF1) qui favorisent I’élimination de I'ARN par la voie de
dégradation NMD (nonsense-mediated decay) une fois que la synthéese de la protéine Gag est
terminée (Hogg and Goff, 2010). Plus rarement, il y a décalage du cadre de lecture afin de
permettre au ribosome d’éviter le codon STOP arrétant habituellement la synthese (pour
produire la protéine Gag) afin de traduire le précurseur Gag-Pol. Cette poursuite de la
synthése libére alors le site GRPE de ses interactions avec différents facteurs cellulaires. Ainsi,
ce site pourrait interagir avec la séquence W située a I'extrémité 3’ de I’ARN viral afin
d’augmenter la liaison de cette région par le domaine NC de Gag. Notre hypothése est que la
structure secondaire et/ou tertiaire empruntée par I’ARN favorise la liaison de la NC au niveau
du site GRPE/ W, rapprochant alors le site de liaison de la MA a I’ARN situé au niveau du géne
Pol. La forme compacte de Gag interviendrait donc dans la liaison et le transport membranaire
de ’ARN génomique viral complet. Finalement, la multimérisation de protéines Gag et Gag-
Pol a la membrane couplée a I'apport de I’ARN spécifique par la forme compacte de Gag
permet la libération de particules virales immatures contenant spécifiquement le génome

viral.
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= 95% du temps: traduction de Gag et = 1-5% du temps: décalage du cadre de lecture,
dégradation de 'ARN traduction de Gag-Pol et encapsidation de I’ARN viral
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Figure 25 : Modéle possible de traduction et d’assemblage du génome viral non épissé. L’ARN sert
dans la majorité du temps (95 %) a la synthése de la polyprotéine Gag suivie d’une dégradation de
I’ARN par le systeme NMD. Dans 5 % du temps, I’ARN sert de matrice pour la synthése du précurseur
Gag-Pol grdce a un décalage du cadre de lecture. Cet ARN, libéré des facteurs cellulaires adopte une
structure secondaire favorisant le recrutement de la protéine Gag compacte et le transfert
membranaire pour poursuivre I'assemblage (Adapté de Chamanian et al., 2013).
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V. Comment soigne-t-on le VIH ?

A. Avant de soigner, il faut dépister

Comme il est décrit dans la partie épidémiologie de ce manuscrit [I-D], une cible ambitieuse
pour 2030 a été formulée par I’'ONUSIDA : 90-90-90 (Figure 5). Afin d’atteindre cet objectif, un
effort important doit étre fait au niveau du dépistage de la maladie. En effet, dans le monde,
on estime que seulement 54 % des personnes infectées par le VIH-1 sont au courant de leur
séropositivité. Ce pourcentage passe méme a 45 % en Afrique Sub-Saharienne ou I'épidémie
reste un véritable fléau (ONUSIDA, 2014). Dans ces pays, I'accés aux différents tests de
dépistage reste limité premierement par leur colt mais également par le manque de matériels
nécessaires pour I'analyse. En France, le dépistage est obligatoire uniguement lors de dons de
sang, d'organes ou de tissus. Il existe trois catégories de tests:

(http://www.cdc.gov/hiv/basics/testing.html, site visité le 25/07/2016) :

- Détection des anticorps : la plupart des tests actuellement utilisés entrent dans
cette catégorie. lls permettent la détection des anticorps produits par le systéme
immunitaire en réponse a l'infection virale. Ce type de test ne peut donc pas étre
utilisé immédiatement aprés I'exposition a risque. En effet, plusieurs semaines (de
3 a 12 en fonction des personnes) sont nécessaires a |'organisme pour produire
une quantité d’anticorps détectable. Ces tests permettent de diagnostiquer la
séroposivité d’'une personne en quelques minutes par un prélévement de sang ou
de salive. C’'est généralement cette méthode qui est utilisée par les autotests (mis
sur le marché francgais en mars 2015) permettant de fournir un résultat fiable (> 99
% pour le test Mylan® commercialisé en France) sur le statut sérologique d’une
personne. En cas de résultats positifs, ces tests sont confirmés par des tests
couplant la détection des anticorps et des antigénes viraux.

- Détection couplée des anticorps et des antigenes : ces tests, appelés aussi tests
ELISA combinés ou tests de 4™ génération, sont généralement ceux utilisés pour
la validation de la séroposivité. lls permettent la détection couplée des anticorps
anti-VIH-1 et de I'antigéne p24 (correspond au domaine capside de Gag ou a la
protéine de Capside aprés maturation). Un résultat négatif de ce test six semaines

apres I'exposition supposée est considéré comme signant I'absence d’infection par
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le VIH (selon un rapport de la Haute Autorité de santé publié en octobre 2008 :
« Dépistage de I'infection par le VIH en France »). En cas de résultat positif, ou de
doute sur le résultat (négatif alors qu’il y a eu exposition a risque), un second test
de 4®me génération sera réalisé quelques semaines plus tard pour confirmer le
diagnostic, ou un test de détection des acides nucléiques sera effectué.

- Détection des acides nucléiques : ce test permet de mesurer directement la
guantité de virus présente dans le sang. Il permet la quantification de I’ARN viral
par utilisation de la RT-PCR (Real Time Polymerase Chain Reaction) quantitative. Ce
test, assez couteux, 